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DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

1. RESUMO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), pertencem a uma classe
de poluentes organicos que sio liberados no meio ambiente em grande quantidade.
Sdo formados pela fusdo de dois ou mais anéis benzénicos. Ocorrem como
resultado do uso de combustiveis fosseis; como subprodutos de processamento
industrial ou durante o cozimento de alimentos. No meio ambiente, podem ser
introduzidos por muitas fontes que incluem: vazamento industrial, descarga
acidental durante o transporte; uso ¢ disposi¢do de produtos de petroleo; fogo de
florestas e pradarias; entre outros. Sdo compostos hidrofobicos ¢ sua persisténcia
em ecossistemas ocorre devido a sua baixa solubilidade em agua. Associam-se
rapidamente aos sedimentos, onde podem persistir at¢ sua degradagao,
ressuspensdo ou bioacumulagdo. A lipofilicidade, genotoxicidade e persisténcia
ambiental aumentam de acordo com o numero de anéis dos HAPs, ou seja, acima de
trés anéis benzénicos. A possibilidade de degrada-los incluem: volatilizagao,
fotooxidagdo, oxidagdo quimica, bioacumulagdo, adsorg¢ao das particulas pelo solo e
degradagdo microbiana. Os microrganismos apresentam uma importante fungdo na
degradacdo de HAPs em ecossistemas aquaticos e terrestres. Estes compostos
podem ser totalmente degradados (mineralizados), ou parcialmente transformados
por uma comunidade de microrganismos ou por apenas um. As bactérias, os fungos
e as algas tém a capacidade de metabolizar os HAPs. O mecanismo de
biodegradagdo de procaridticos e eucarioticos requer a presenga de oxigénio
molecular para iniciar o ataque enzimatico aos anéis aromaticos de HAPs. Estas
enzimas sao conhecidas como oxigenases. As oxigenases que catalisam a
incorporagdo de uma molécula de oxigénio no substrato sdo denominadas de

monooxigenases, ja as que catalisam a incorporagdo de duas moléculas de oxigénio

o,
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no substrato sdo denominadas de dioxigenases. Devido a sua baixa solubilidade em|
agua os HAPs sdo dificeis de serem degradados. Estudos utilizando surfactantes

demonstraram que estes podem aumentar a biodegrada¢do de compostos insoluveis

em agua em ambientes contaminados. Sdo compostos que tem a fungdo de|

solubilizar ou emulsificar hidrocarbonetos insoluveis e, assim aumentar
potencialmente sua acessibilidade aos microrganismos.

Este trabalho teve como objetivo selecionar bactérias que utilizam
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno)
como fonte de carbono e energia; identificar os compostos formados pela
degradagdo microbiana; estudar a a¢do de surfactantes no processo de degradacdo
de HAPs e as enzimas envolvidas. Para atingir os objetivos, foram utilizadas
linhagens bacterianas, as quais foram isoladas de amostras de solo contaminado
com Oleo diesel. Inicialmente foram testadas 48 linhagens de bactérias quanto a sua
capacidade de utilizar HAPs, além de compostos monoaromaticos (tolueno e
xileno), como fonte de carbono e energia. As linhagens que se mostraram com
maior capacidade de degradar os compostos mencionados acima, foram utilizadas
em experimentos posteriores. Uma vez selecionadas, as linhagens foram analisadas
quanto: a) produgdo enzimatica (dioxigenases); b) produgdo de biosurfactantes €; ¢)
degradacdo através de cromatografia liquida de alta eficiéncia e por cromatografia

gasosa.
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1.1. ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), constitute a class of hazardous
organic chemicals consisting of three or more fused benzene rings. PAHs mostley
occur as a result of fossil fuel combustion, as by-products of industrial processing,
and during the cooking of foods. PAHs enter the environment from a multiplicity of
sources which include: accidental discharges during the transport; use and disposal
of petroleum products; surface water run-off from forest and prairie fire sites. PAHs
are hydrophobic compounds and their persistence within ecosystems is due chiefly
to their low water solubility. The rapidly become associated with sediments, where
they may become buried and persistent until degraded, bioaccumulated or removed
by dreading. The lipophilicity, genotoxicity and environmental persistence increase
as the molecular size of PAHs. The possible fates of PAHs in the environment
include volatilization, photooxidation, chemical oxidation, bioaccumation,
adsorption to soil particles and microbial degradation. The microbiol degradation of
PAHs is the major process that results in the decontamination of sediment and
surface soil. These compounds can be totally degraded (mineralized) or be partially
transformed by either a community of microorganisms or by single microorganisms.
A wide variety of bacteria, fungi and algae have the ability to metabolize PAHs.
Both procaryotic and eucariotyc require the presence of molecular oxygen to initiate
enzymatic attack on the PAH rings. These enzymes are known as oxygenases.
Oxygenases that catalyze the incorporation of only one atom of dioxygen into the
substrates are termed monooxygenases. Oxygenases that catalyze the incorporation
of both atoms of dioxygen are known as dioxygenases.

Due to their low water solubility the PAHs are difficult to be degraded. The

use of surfactants to increase their biodegradation in polluted environments may

g
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increase the concentration of hydrophobic PAHs in the aqueous phase and enhance]

the rate of microbial growth and degradation of these compounds.

The aim of this work was to select bacterial strains able to use polycyclic
aromatic hydrocarbon (naphthalene, anthracene, fluorene and pyrene) as sole carbon
and energy sources; identify the compounds formed during microbial degradation;
study the effect of surfactants on the degradation of PAHs and the enzymes
envolved.

Inicially, 48 bacterial strains, wich were isolated from oil-contaminated soils,
were tested for their capacity to use PAHs and aromatic compounds as carbon and
energy sources. The strains showing highest levels of PAHs degradation and of
growth on aromatic compounds (toluene and m-xylene), were selected and used in
studies where the conditions of cultivation varied and the posterior experiments.
Production of dioxygenases, production of biosurfactant and their degradation by

HPLC and CG were determined.
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2. INTRODUCAO

A vida na terra é mantida através da reciclagem de varios elementos quimicos
juntamente com fluxo continuo de energia proveniente do sol. Através da conversio
da energia solar pela fotossintese, o CO, e outros compostos inorganicos sdo
assimilados do meio ambiente e acumulados como constituintes organicos nos seres
vivos. Essa matéria organica acumulada serve, entdo, como fonte de energia para
varias formas de vida, e ¢ reciclada através de ciclos, que se mantém em equilibrio
(Stanier et al., 1986).

Com o aumento da populagio humana e o desenvolvimento industrial,
principalmente apos a Segunda Guerra Mundial, novos compostos organicos tém
sido sintetizados e continuamente introduzidos em grande quantidade no meio
ambiente, interrompendo, assim, o equilibrio natural. Entre os compostos sintéticos
mais poluentes pode-se citar aqueles presentes em detergentes, preservantes de
madeira, pesticidas e residuos industriais (Crapez ef al., 1989). Grande parte destes
compostos € considerado recalcitrante, ndo desaparecendo da biosfera por
mecanismos naturais, podendo causar sérios transtornos ecologicos (Godsy ef al.,
1983; Kasuga ef al., 1997).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) pertencem a uma classe
de poluentes organicos que sao liberados no meio ambiente em grande quantidade.
Sao formados pela fusdo de um ou mais anéis benzénicos em uma conformagio
linear, angular ou em arranjos. Ocorrem como resultado da combustdo de fosseis;
como subprodutos de processamento industrial ou durante o cozimento de
alimentos. No meio ambiente, podem ser introduzidos de diferentes maneiras

(Liyinsk, 1991; Li et al., 1995; Jenkins ef al., 1996), como:
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> vazamento de compostos estocados em tanques subterrdneos, podendo causar|

contaminagao do solo e lengol freatico;

derramamento acidental de Oleos, causando contaminagdo dos ecossistemas

v

marinho e terrestre;

uso e disposi¢ao de produtos de petrdleo;

\

\;}

fogo em florestas e pradarias;

gaseificagdo de carvdo e processos de liquefagdo; entre outros.

A

Os HAPs sdo compostos hidrofobicos e sua persisténcia em ecossistemas €
devido a sua baixa solubilidade em agua (Hughes er al., 1997, Atlas, 1995), onde
podem persistir até sua degradag¢do, ressuspensdo ou bioacumulagdo. A
lipofilicidade, genotoxicidade e persisténcia ambiental aumentam com o aumento do
tamanho da molécula dos HAPs, ou seja, acima de trés anéis aromaticos.

A concentra¢do dos hidrocarbonetos aromaticos no meio ambiente depende
do nivel de desenvolvimento industrial e da contaminagdo por produtos petroliferos
(Jones et al., 1989), podendo variar desde 5 ng/g de solo em areas ndo
desenvolvidas até 1,79 x 10° ng/g em locais proximos a refinarias de o6leo
(Cerniglhia, 1992). Devido a sua configuragdo, os HAPs podem inserir-se na
estrutura do DNA, causando como conseqiiéncia, o cancer, constituindo, assim, um
risco a populagdo, principalmente aquelas que residem proximas a areas industriais

(Dipple et al., 1990; Wild et al., 1991 ; Sutherland e al., 1995).

A possibilidade de degradagio dos HAPs envolvem: volatilizagao,|

fotooxidagdo, bioacumulagio, adsor¢do das particulas pelo solo e degradagao
microbiana. Os microrganismos apresentam uma importante fungdo na degradagao
de hidrocarbonetos aromaticos presentes em ecossistemas aquaticos e terrestres.
Estes compostos podem ser degradados ou parcialmente transformados por uma

comunidade de microrganismos ou por apenas um (Cerniglia & Heitkamp, 1989;

-8-
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Ellis ef al., 1991, Tongpim & Pickard, 1996; Poupin et al., 1999; Leblond et al.
2001).

Bactérias, fungos ¢ algas tém a capacidade de metabolizar HAPs. A
degradagao € inversamente proporcional ao numero de anéis presentes na molécula,
ou seja, HAPs de menor massa molar sdo degradados mais facilmente que
compostos de alta massa molar (Cernigha & Heitkamp, 1989; Juhasz et al., 1996).

O mecanismo de biodegradagdo por microrganismos procarioticos e
eucarioticos requer a presenga de oxigénio molecular para iniciar o ataque
enzimatico aos anéis aromaticos de HAPs (Chapman, 1979; Gibson et al.,1995;
Han ef al.,1995). Durante a respira¢do, os microrganismos utilizam o oxigénio para
hidrolisar o anel benzénico (abertura do anel), resultando compostos intermediarios
que entram em vias metabolicas como ciclo de Krebs e B-oxidagao (Wilson &
Bouwer, 1997). As enzimas que participam deste processo sdo conhecidas como
oxigenases e utilizam metais, cofatores ou flavina / pteridina para ativar o oxigénio
que esta na sua forma inativa. Oxigenases que catalisam a incorporagdo de uma
molécula de oxigénio no substrato sdo denominadas de monooxigenases (Trenz ef
al., 1994); ja as que catalisam a incorporagdo de duas moléculas de oxigénio no
substrato sdo chamadas de dioxigenases (Reineke & Knackmuss, 1984).

O principal problema na degradagdo dos HAPs pelos microrganismos esta na
sua baixa solubilidade em agua. Para aumentar a porcentagem de degradagdo dos
HAPs, muitos pesquisadores tem adicionado surfactantes ao meio de cultivo
(Efroymson & Alexander, 1991; Tiechm, 1994; Hunt et al., 1994; Burd & Ward,
1996; Bardi er al., 2000). Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas, e tém a fungdo
de solubilizar ou emulsificar hidrocarbonetos insoluveis, aumentando sua area
superficial e concentragdo aquosa e, conseqiientemente sua acessibilidade aos

microrganismos (Rouse ef al., 1994; Yeom et al., 1996).

-9-
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A mportancia de se estudar a degradagdo de compostos aromaticos esta na
sua produgdo e utilizagdo por mais de 100 anos, e que tém causado poluigdo e por
conseqiiéncia, o comprometimento de todo o meio ambiente. Hoje, estes poluentes
afetam as atividades humanas, assim como a produgdo de alimentos, ¢ podem
ameagar o seres vivos saudaveis e sua reprodutibilidade - por serem recalcitrantes e
toxicos (Carlsen et al., 1992; Auger et al., 1995; Trzesicka-Mlynarz & Ward, 1996;
Dagher et al., 1997).

Estudos recentes tém demonstrado que a degradagdo microbiologica de
HAPs € o principal processo responsavel pela descontaminagdo de ecossistemas
terrestres e aquaticos (Bundy et al., 2001; Uz et al., 2000; Gennaro, et al., 2000;
Shimura et al., 1999; Wilson & Bouwer, 1997; Casellas ef ai., 1997; Tongpin &

Pickard, 1996), tornando evidente a capacidade microbiana de catabolizar|

diferentes compostos organicos, naturais ou sintéticos, e norganicos, extraindo
desses compostos fontes nutricionais e energéticas, possibilitando assim, o emprego
desses agentes biolégicos como solugdo aos problemas gerados pelos rejeitos

langados no meio ambiente

-10-
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram selecionar bactérias que utilizassem
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos como fonte de carbono e energia. Uma vez
selecionadas, estudou-se:

» 0 sistema enzimatico envolvido na degradagdo dos HAPs, como as dioxigenases;
» a degradag¢ao dos HAPs por cromatografia liquida de alta eficiéncia e gasosa;

*

» o efeito dos surfactantes no processo de degradagao; e

®

» 0 consorcio bacteriano em relagdo a degradagao dos HAPs.

AL
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitas vezes ha um conflito entre a necessidade de manter um nivel de
atividade de um xenobidtico no ambiente e o desejo de degradar esse composto

quimico a moléculas menos toxicas. Com a descoberta de que alguns desses

xenobidticos ndo estavam sendo degradados, mas acumulados no ambiente ou

mesmo sendo degradados a intermediarios mais toxicos, veio o descrédito desses

conceitos e os estudos sobre degradagdo dos mesmos por microrganismos (Silva &

Fay, 1997).

Os xenobidticos sao quimicos poluentes da biosfera tendo estruturas
moleculares e seqiiéncias de ligagdes quimicas que muitas vezes ndo sdo
reconhecidas pelas enzimas degradativas existentes e, portanto, resistem a
biodegradagdo ou ndo sdo completamente metabolizados, resultando num actmulo

de alguns desses compostos no meio ambiente. Entre eles estdo incluidos os

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) que sdo derivados de petroleo. Se
esse produto traz um beneficio evidente, causa em contrapartida problemas por sua
grande persisténcia no ambiente, a qual pode chegar a anos de duragio, afetando a
flora, fauna e microrganismos (Semple et al., 2001, Richter & Howard, 2000, |
Langenbach, 1995). Por este motivo existe um interesse crescente de se entender o |
destino e as formas de desaparecimento de tais compostos, para que haja o
desenvolvimento de métodos mais eficientes de remogdo dos mesmos do melio ||
ambiente (Bressler & Fedorak, 2000; Doddamani & Ninnekar, 2000; Ahamad &
Kunhi, 1999; Manohar ef al., 1999; Ellis ef al., 1991).
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4.1. Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos constituem uma grande familia de substancias organicas
compostas de hidrogénio e carbono. Os combustiveis fosseis, gasolina e o dleo
diesel, tém centenas de hidrocarbonetos formados por longas cadeias de carbono.

Na queima dos combustiveis fosseis, os gases de emissdo de gasolina e do 6leo
diesel contém muitos hidrocarbonetos distintos, entre eles uma familia especial, a
dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs). Da-se nome de aromaticos a
todos os compostos organicos que tém nicleo benzénico (benzeno) na molécula.
Chamam-se de ciclicos compostos que apresentam mais de um anel em sua
estrutura.

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos organicos de carbono e

hidrogénio que possuem mais de uma estrutura em anel e pelo menos um nucleo

benzénico (Figura I.1.).

CHs CHs,
Benzeno g Naftaleno
Tolueno )
m- Xileno
Antraceno Fluoreno
Pireno

Figura I.1. Estrutura de alguns hidrocarbonetos causadores de poluigdo ambiental.
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Estes compostos surgem no meio ambiente, devido tanto aos processos

naturais quanto aos de natureza antropogénica. Resultam principalmente da queima

de combustiveis fosseis (gasolina, querosene, oleo diesel) e do alcatrdo, como
subproduto de processamento industrial (efluentes petroquimicos, residuos de
refinarias, indistria de embarcagdes), da queima de florestas, da incineragdo de
residuos industriais, da exaustdo de motores automobilisticos, da fumaga de cigarro

e do tabaco, entre outros (LaFlamme & Hites, 1984; Lijinsky, 1991).

Os HAPs, também, ocorrem como contaminantes em diferentes grupos de|

alimentos incluindo vegetais, frutas, carnes, oOleos e gorduras, grios, bebidas,|

alimentos grelhados, torrados e de origem marinha (Larsson, 1986; Bartle, 1991).

Sao provenientes principalmente de processamentos de defumagdo, secagem,|

torrefagdo, alguns tipos de cozimento, embalagens, assim como poluigdo ambiental
(Bartle, 1991).

Uma vez que a combustdo incompleta dos componentes da madeira gera
grandes quantidades de HAPs, produtos defumados sdo inevitavelmente
contaminados com esses hidrocarbonetos (Larsson, 1986; Bartle, 1991). A

contaminagdo dos alimentos grelhados por HAPs provém principalmente da

presenga de gordura na camne. Esta pela a¢do do calor, pinga sobre o fogo, pirolisa e|

retorna na forma de fumacga, carregando os compostos carcinogénicos, que
contaminam a carne. Foi constatado que quanto maior o teor de gordura maior € a
contaminagao por HAPs (Noll & Toledo, 1997).

Os vegetais estdo entre as principais fontes de benzo(a)pireno na dieta
humana, especialmente quando cultivados em areas com maior polui¢do ambiental.
Os particulados da poluigao do ar depositam na superficie dos vegetais e das frutas,
onde sao concentrados pela camada de cera através da adsorgao superficial (Coates

et al., 1986). De maneira analoga aos vegetais e frutas, a contaminagdo dos cereais

«{HL
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por HAPs no meio ambiente varia em fungdo da localizagdo das areas de cultivo
(Larsson, 1986).

Alimentos de origem marinha sio os que parecem concentrar maior
quantidade de HAPs. Estes sdo absorvidos € acumulados por organismos marinhos
em fungdo da poluigdo das aguas, decorrente, entre outros, do derramamento de
petroleo, efluentes industriais e aguas de esgoto (Thompson ef al., 1993).

Os compostos aromaticos sdo moléculas hidrofobicas que apresentam baixa
solubilidade em agua, o que contribui para a sua persisténcia no meio ambiente.
Segundo o Ibama (1990), a classificagdo dos compostos quimicos quanto a sua
persisténcia ¢ dada pela porcentagem de desprendimento de gas carbonico em 28
dias. Sendo assim, persisténcia alta se da de 0 a 1%, apresentando meia-vida acima
de 180 dias; persisténcia média varia de 1 a 10 % com meia-vida entre 90 — 180
dias e persisténcia reduzida entre 10 a 25 % com meia-vida variando de 30 a 90
dias.

Muitos dos HAPs sdo considerados pelo Ato Americano “1976 Resource
Conservation and Recovery” como residuos perigosos a saude humana e ao meio
ambiente (Ehrlich ef al., 1982). A agéncia de Protecio Ambiental (EPA) dos
Estados Unidos lista varios desses compostos como poluentes de prioridade
nacional, que devem ser freqiientemente monitorados em efluentes industriais (Keith
& Telliard, 1979), devido ao fato de serem considerados carcinogénicos,
mutagénicos, além de possuirem efeitos toxicos aos seres vivos (You et al., 1996,
Varanasi, 1989; Lijinsky et al., 1963) e terem a capacidade de se bioacumularem
nas diferentes cadeias alimentares (Wagrowshi & Hites, 1997; Colleran, 1997;
Godsy et al., 1983).

Muitos hidrocarbonetos sao 1rritantes, agem sobre a medula Ossea

provocando anemia e leucopenia, isto ¢, diminuindo o nimero de globulos
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vermelhos e brancos, e, portanto, provocam o cancer. Na indistria petroquimica

existe o risco das leucemias (cancer do sangue), e por isso, os niveis de HAPs sdg
constantemente controlados. Nas poluigdes atmosféricas por automoveis, a

correlagdo entre os niveis de HAPs, densidade de trafego e incidéncia de cancer

pulmonar foi demonstrada e, em conseqiiéncia, foram desenvolvidos catalisadores
que reduzem a quantidade de HAPs emitida pela queima de gasolina e 6leo diesel.

Pelo fato dos HAPs apresentarem potencialidades neoplasticas ou
carcinogénicas, ou seja, capacidade de induzirem cancer, os mesmos foram e sio
intensivamente investigados (Meyer & Steinhart, 2000; Li ef a/., 2000; Yuan ef al.,
2000, Ghoshal et al., 1999, Geiselbrecht er ai., 1998).

4.2. Degradacio dos HAPs
Embora varios hidrocarbonetos aromaticos sejam considerados como

recalcitrantes no meio ambiente, seu desaparecimento pode ocorrer através de uma

variedade de processos abidticos, como volatilizagdo, fotodegradagdo, lixiviag¢do e

adsor¢ao (Morgan & Watkinson, 1989). No entanto, a biodegrada¢do representa a|

principal rota pela qual esses compostos sdo removidos do meio ambiente (Sims ef
al., 1990). O entendimento da sorg¢do, biodegrada¢do e transporte de produtos
quimicos organicos no solo e aqiiferos € essencial para predizer o destino e o

impacto desses produtos no ambiente.
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4.2.1. Oxidantes Fotoquimicos

A luz solar causa uma série de reagdes entre substdncias existentes na
atmosfera que, muito apropriadamente, sdo chamadas de reagdes fotoquimicas.
Aqueles compostos que sao resultantes da ag¢do de luz solar e de oxidagdes
quimicas foram denominados de oxidantes fotoquimicos. Os principais sdo: 0zonio,
aldeidos, cetonas e peroxidos.

As reagdes foto-oxidantes sdo complexas e, geralmente, t€ém vanas etapas. O
ozénio € considerado o oxidante fotoquimico mais importante e forma-se do
seguinte modo:

NO, + Luz Solar = NO + O
O + O, + Luz Solar = Os(0zonio)
Os aldeidos também produzem oxidantes fotoquimicos da seguinte maneira:
H,CO (aldeido formico) + Luz Solar = H + HCO
HCO + O + Luz Solar = CO + HO; (hidroperédxido)

Os aldeidos e outros oxidantes fotoquimicos formam o famoso “smog”
fotoquimico, parte daquela nuvem marrom-avermelhada em dia quente de inverno
que irrita os olhos e garganta (“smog” vem da contragdo das palavras inglesas
“smoke”, fumacga, e “fog”, neblina, e expressa uma polui¢do atmosférica tipica).
Sua agdo toxica deve-se, principalmente, a capacidade de oxidar proteinas, lipideos
e outras substincias quimicas integrantes da células, lesando ou matando as
mesmas, dependendo da concentragdo e do tempo de exposigdo. Assim, 0s
oxidantes fotoquimicos agravam a ag¢do irritante dos outros poluentes e intensificam

as inflamagoes e infecgdes do sistema respiratorio.

-17-
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4.2.2. Adsorc¢io

Adsorgdo € o processo pelo qual a molécula do HAP ¢ transferida da fase
aquosa (liquida ou gasosa), para a fase estacionaria (solida). E um processo
reversivel e pode seguir ambas as diregdes, adsor¢do ou desorgdo. Regida pela lei
geral da dispersdo, segundo a qual, em determinada composi¢do do adsorvente e do
adsorvido e sob certas condigdes externas, como temperatura e pressdo, cada
substancia se distribui de tal forma que seu nivel de concentragdo, em ambas as
fases, permanece constante.

As duas caracteristicas mais importantes na adsor¢do do HAP sdo o conteudo
de matéria orgénica no solo e a solubilidade do composto organico (Triegel & Guo,
1994). Sendo que a adsorg¢@o é um processo chave no comportamento do HAP no
solo, pois esta diretamente relacionado com a translocagdo, persisténcia, mobilidade
e bioatividade desses produtos (Luchini, 1987).

A adsor¢do as superficies tem sido considerada como fator limitante da
degradagao dos HAPs no solo. Allen & Walker (1987) encontraram forte correlagdo
entre a quantidade de composto aromatico absorvido e sua degradagdo, havendo
relagdo significativa entre respiragdo microbiana e a quantidade do composto na
solugdo do solo. Portanto, a biodisponibilidade do produto pode determinar o

metabolismo microbiano.

e
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4.2.3. Lixiviacido

Outro tipo de transporte ¢ o movimento dos HAPs dissolvidos ou adsorvidos
a particulas do solo. Esse processo, denominado de lixiviagdo, tém sido relacionado
com a contaminagdo de aguas subterraneas. Diversas vias tém sido descritas,
mostrando o movimento dos HAPs dissolvidos na solugdo do solo (Monteiro,
1997). A tendéncia natural é que os HAPs e os produtos de sua degradagio

comecem a penetrar no solo, levados pela dgua de chuva.

4.2.4. Biodegradacio

A utilizagdo de microrganismos no saneamento basico e ambiental ¢ uma
pratica comum desde os primordios do desenvolvimento dos processos biologicos
de tratamentos de ecossistemas. E evidente, que a capacidade microbiana de
catabolizar diferentes compostos organicos, naturais ou sintéticos, € Inorganicos,
extraindo desses compostos fontes nutricionais € energéticas, € o que possibilitou o
emprego desses agentes biologicos como solugdo aos problemas gerados pelos
HAPs, os quais sao langados no meio ambiente (Lui & Sulfita, 1993).

A habilidade notavel de degradagdo de compostos por microrganismos €
conseqiiéncia da evolugdo dos sistemas enzimaticos de células procariotas e
eucariotas, as quais vém coexistindo durante bilhdes de anos, com enorme
variedade de substancias naturais de diferentes origens. Esta diversidade de
substratos potenciais ao crescimento microbiano resultou, no aparecimento de
enzimas aptas a transformar moléculas organicas com estruturas bastante distintas.

Os “arsenais” enzimaticos microbianos tém sido também capazes de atuar

sobre substancias quimicas sintéticas, oriundas das atividades antropogénicas. Esta
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resposta do metabolismo de certos microrganismos, sem divida, confere algumas

vantagens adicionais as células microbianas, tais como a exploragdo de novos

nichos ecoldgicos e fontes energéticas (Vazoller, 2002).

Virios estudos descrevem a biodegradagio dos compostos aromaticos por|

uma ampla variedade de microrganismos, tais como algas (Cerniglia er al., 1980;
Narro ef al., 1992), bactérias (Hedlund et al., 1999; Shim & Yang, 1999; Manohar
et al., 1999; Dean-Ross & Cerniglia, 1996; Barbieri, 1994) e fungos (Field et al..

1992; Cerniglia et al., 1978), presentes em culturas puras ou mistas.

4.2.4.1. Algas

Muitos compostos aromaticos podem ser oxidados por diferentes
cianobactérias e algas verdes (Tabela I.1.), no entanto, a maioria destes organismos
nao sdo capazes de utilizar os mesmos como tnica fonte de carbono e energia.
Relatos sobre a oxidagdo de naftaleno por Oscillatoria sp., com conversio de 1-
naftol tém sido descritos, enquanto outra cianobactéria, Agmenellum
quadruplicatum, é capaz de oxidar fenantreno, formando trans-9,10-dihidroxi-9,10-
dihidrofenantreno e 1-metoxifenantreno como metabolitos principais (Cerniglia ef

al., 1980; Cerniglia, 1992).
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Tabela 1.1. Oxida¢do de hidrocarbonetos aromaticos por diferentes espécies de

algas e cianobactérias

Composto Organismo Referéncia
Benzo(a)pireno Selenastrum capricornatum Warshawsky ef al., 1990
Fenantreno Oscillatoria sp., Agmenellum Narro et al., 1992
quadriplicatum
Naftaleno Oscillatoria sp., Microcoleus Cerniglia ef al., 1980,

chthonoplastes, Nostoc sp.,
Anabaena sp., Agemenellum
quadriplicatum, Coccochloris
elabens, Aphanocapsa sp.,
Chlorella sorokiniana,

Dunaliella tertiolecta.

Narro ef al., 1992

4.2.4.2. Fungos

Entre os fungos mais citados (Tabela 1.2.), tem sido reportado que

Cunninghamella elegans e Phanaerochaete chrysosporium apresentam capacidade

de oxidar e degradar varios compostos aromaticos, tais como antraceno, fenantreno

e fenol (Hammel ef al., 1992; Sutherland ef al., 1995). Esses microrganismos tém

sido usados em processos de biorremediagdo, na despoluigdo de solos e sedimentos

contaminados por tais compostos (Bumpus, 1989; Aust, 1990; Dietrich er al.,

1995).

9=
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Tabela I1.2. Oxidagdo de compostos arométicos por diferentes espécies de fungos

Compostos Organismos

Referéncia

Antraceno Cunnighamella elegans,
Phanerochaete chrysosporium,

Remaria sp., Trametes sp.

Cerniglia, 1982, Hammel
et al. 1991, Field et al.
1992

Benzo(a)pireno  Aspergillus ochraceus, Candida
maltosa, Chrysosporium

pannorum, Neurospora crassa,

Penicillium sp., Phanerochacete

chrysosporium, S. cervisiae.

Cerniglia & Crow 1981,
Ghosh et al. 1983,
Bumpus e al. 1985, Field
et al. 1992

Naftaleno Aspergillus niger, Candida utilis,
Choanephora campincta,

Circinella sp., C. elegans, Mucor

hiemalis, S cerevisiae, entre outros

Cerniglia & Gibson, 1977,
Cerniglia ef al. 1978,
Cerniglia ef al. 1980

Embora pouco tenha sido descrito sobre a capacidade de utilizar compostos

aromaticos como unica fonte de carbono, reacdes semelhantes a dos mamiferos sio

realizadas pelos fungos no metabolismo dos HAPs. Estes organismos também se

utilizam do sistema citocromo P-450 monooxigenase para incorporar uma molécula

de oxigénio no nicleo aromatico. O éxido de areno formado, como produto de

reagdo, ¢ hidrolisado por uma epoxido hidrolase produzindo trans-dihidrodiéis ou

fenol, através de rearranjos ndo enzimaticos, o qual pode ser conjugado com o

sulfato, acido glucurénico ou a glicose (Figura 1.2.).
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H
trans-dihidrodiol
1 -OH
H /
Fungo O,
R —» R o OH
Cit P-450 9 \2; O-glicosideo
5 —>» QO-glicuronideo
Hidrocarboneto . O-sulf
Aromatico Oxido de sulfato
Areno R (Conjugados)
onde, 1 = hidrolase, 2 = rearranjo ndo enzimatico; R = hidrocarboneto

Figura 1.2. Via catabolica para utilizagdo de hidrocarbonetos aromaticos por

fungos.

4.2.4.3. Bactérias

O metabolismo de compostos aromaticos por bactérias tem sido bastante
estudado e entre os géneros mais comumente observados (Tabela 1.3.), como
degradadores de compostos aromdticos, pode-se citar o Achromobacter,
Actinobacter, Aeromonas, Bacillus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas,
entre outros (Cerniglia, 1984; Mahaffey et al., 1988; Narro et al., 1992; Barbier,
1994).
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Tabela 1.3. Oxidagdo de compostos aromaticos por diferentes espécies de

bactérias.
Compostos Organismos Referéncias
Antraceno Arthrobacter sp., Evans ef al. 1965, Foght

Flavobacterium sp., P. putida, & Westlake, 1988

P. cepacia, Rhodococcus sp

Benzo(a)pireno Alcaligenes denitrificans, Mahaftey et al. 1988
Beijerinckia sp., P. putida
Fluoranteno e Alcaligenes denitrificans, Mueller ef al. 1990,
Fluoreno Mycobacterium sp., Grifoll et al. 1992,
Pseudomonas sp., P. putida, Boldrin ef al, 1993.
P. cepacia, Rhodococcus sp.
Naftaleno Bacillus sp., Corynebacterium Ryu et al 1989, Barnsley,
renale, Moraxella sp., 1983, Grund et al. 1992
Pseudomonas sp., P.
fluorescens
Pireno Alcaligenes denitrificans, Heitkamp er al. 1988,
Mycobacterium sp., Walter et al. 1991,
Rhodococcus sp. Boldrin er al. 1993.

24-
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Na degradacdo aerobica de HAPs por bactérias, os substratos sdo degradados
via clivagem do anel aromatico por dioxigenases. O primeiro passo na degradagao
envolve a introdugdo de um ou dois grupos hidroxila no anel aromatico.

A introdugdo de um grupo hidroxila € geralmente -catalisada por
monooxigenases (monohidroxilagao):

SH, + O, = SO + H,O , onde: S = substrato

A introdugdo de dois grupos hidroxila no anel aromatico é catalisada pelas
dioxigenases (dihidroxilagao):

S+ 0, + HbX 2 SO + H,O + X |
onde: S = substrato, H,X = cosubstrato

No metabolismo dos compostos aromaticos pelas bactérias tem-se uma
oxidag¢do inicial que permite a incorporagdo da molécula de oxigénio ao anel
benzénico para formar o composto cis-dihidrodiol. Apds varios passos enzimaticos
envolvendo desidrogenase; dioxigenase; isomerase; aldolase; e uma outra
desidrogenase; ocorrera a formagdo de catecol ou protocatecol (Gibson &
Subramaniam, 1984). Esses compostos hidroxilados servirdo de substratos para
outras dioxigenases que podem cliva-los e formar intermediarios da rota central da

célula, o ciclo dos acidos tricarboxilicos (Harayama ef al., 1992).
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4.3. Surfactantes

O principal problema da degradagdo dos HAPs pelos microrganismos esta na|
sua baixa solubilidade em agua.

Os surfactantes desempenham um papel importante para a remediagdo ¢

também como uma medida auxiliar para estimular a biodegradagdo dos HAPs. Sio

moléculas anfipaticas, contendo um grupo polar hidrofilico e um grupo apolar

hidrof6bico. A palavra surfactante é a contragdo de “SURFace ACtive AgeNT”, e

este termo sugere que os surfactantes tendem a migrar para superficies e interfaces

ou criar novas moléculas de superficie através da formagdo de agregados ou micelas
(About-Kassim & Simoneit, 1993). Estes compostos se acumulam como
gas/liquido; liquido/liquido ou liquido/solido, e tém a fungdo de solubilizar ou

emulsificar hidrocarbonetos insoliveis, aumentando a &rea superficial e

concentragdo aquosa e, conseqiientemente sua acessibilidade aos microrganismos

(Rouse e al., 1994, Yeom et al, 1996). A emulsificagio também permite uma maior

aeragdo e dispersdo dos nutrientes.

Ocorrem trés tipos de interagdo entre o composto aromatico e o surfactante
(Prince 1993):
a) interagdo com os baixos niveis de material dissolvido;

b) contato direto com as gotas ou superficies da fase insoluvel; ou

¢) interagdo com hidrocarbonetos pseudo-solubilizados pela interacdo com o

surfactante.
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4.4. Potencial Microbiano

Os microrganismos estdo expostos a uma imensa variedade de compostos
organicos nos ambientes naturais, incluindo os originados de matéria viva e dos
processos geoquimicos. Virtualmente, cada um desses compostos podem ser
utilizados como fonte de energia e/ou carbono por certos tipos microbianos. A
versatilidade de bactérias e fungos € atualmente explorada pelo menos em duas
areas do saneamento ambiental: tratamento biologico de residuos liquidos e solidos
¢ degradagdo de compostos xenobidticos (Vazollerr, 2002).

» Os microrganismos nos sistemas biologicos de tratamento de rejeitos podem
atuar de maneira particular, ou seja, realizando transformagdes de certas
moléculas por mecanismos especificos de seu metabolismo. Assim, biorreatores
podem ser operados de modo a selecionar a atividade de uma bactéria em
particular. Alguns exemplos s3o os sistemas biologicos que favorecem
prioritariamente a nitrificagdo, ou aqueles que conduzem a desnitrificagdo. A
composi¢do dos residuos poluentes, somada as modificagdes na operagdo ou
constru¢do dos biorreatores constituem a base para a selegao do microrganismo
em questdo (Vazoller, 2002).

» Mais recentemente, a atengdo de varios pesquisadores no mundo esta voltada
para a problematica de compostos xenobidticos altamente toxicos ao meio
ambiente (Field er al, 1995). A atividade combinada de bactérias nos
biotratamentos, através de reatores aerobios e anaerdbios alternados, resulta na
estabiliza¢gdo de poluentes aromaticos e nitroaromaticos. Os microrganismos
responsaveis pela biodegradagdo de tais compostos podem ser selecionados de
diferentes fontes naturais, ou dos tanques de aeragao e biodigestdo anaerdbia.

Esta agdo microbiana ¢ de extrema importancia para as tecnologias da

.
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biorremediagdo. A adaptagdo de bactérias a poluentes ambientais tem sido
verificada em varios estudos sobre as comunidades microbianas, que apds
longos periodos de incubagdo, sdo capazes de degradar compostos como os
HAPs (Kennedy et al., 2000; Bundy ef al.,2001; Leblond et al., 2001).
A existéncia de materiais poluentes antropogénicos tem favorecido o
desenvolvimento de tecnologias que adotam biorreatores com células

microbianas especializadas na degradagdo eficiente de um composto. Além

disso, estimula o uso da biologia molecular na engenharia de novas células com|.

0 objetivo de alterar as propriedades enzimaticas celulares, modificar os
mecanismos regulatérios e reunir em um (nico organismo o0s sistemas
enzimaticos de interesse, encontrados em  espécies  microbianas
filogeneticamente distintas. Um exemplo descrito por Glazer & Nikaido (1995),
¢ a bactéria Pseudomonas putida modificada, que é habil na degradagiao de uma
gama de alquilbenzoatos.
A utilizagdo de microrganismos na agroindistria pode consistir no emprego
direto dos mesmos como inoculantes de processos microbiologicos in loco ou na
utilizagdo de produtos microbianos processados. A utilizagdo direta de
microrganismos in loco verifica-se na forma de produtos probidticos, inoculantes
para a fixacdo de nitrogénio e inoculantes para biorremediagdo ou aumento da
fertihdade de solos. Inoculantes para biorremediagdo ou aumento da fertilidade
de solos consistem de consorcio de bactérias e fungos capazes de promover a
deterioragdo de poluentes, agregag¢do de particulas (melhoria da textura do solo),
e ciclagem de matéria orginica no solo para a liberacdo de nutrientes. O
emprego de microrganismos na agricultura vem ganhando maior aten¢do devido

aos esforgos no sentindo de desenvolvimento de formas de agricultura
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sustentdvel em substituigdo ao uso de fertilizantes quimicos em plantagdes
(Manfio e Lemos, 2002).

Os beneficios cientificos de um maior conhecimento sobre os microrganismos

Y

incluem, entre outros, a melhor compreensdo das fungdes exercidas pelas
comunidades microbianas nos ambientes terrestres. Os beneficios econdmicos e
estratégicos estdo relacionados com a descoberta de novos microrganismos,
potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos para: novos
antibioticos e agentes terapéuticos; probidticos; produtos quimicos; enzimas,
polimeros para aplicagdes industriais e tecnologicas e mais recentemente,
biorremediac¢do de poluentes (Canhos et al., 2002).

» No Brasil, atualmente, os esfor¢cos desenvolvidos para a elucidagdo da
microbiologia ambiental sdo incipientes se comparados aqueles nos paises
desenvolvidos. Os estudos se concentram mais na microbiologia de aguas de
abastecimento, portanto, controle de qualidade de mananciais e avaliagao da
biodegradagdo de compostos poluentes, do que na microbiologia dos processos
de tratamento de residuos. Porém, nota-se o aparecimento de interesse nas linhas
de pesquisa que contemplam a avaliagdo da microbiologia aplicada ao
tratamento de residuos, ndo somente pela sua importancia intrinseca, mas
também devido ao melhor compreendimento da biodiversidade microbiana

existente nos ecossistemas brasileiros (Vazoller, 2002).

A tendéncia no Brasil ¢ o desenvolvimento de processos biologicos de
tratamento de baixo custo, que permitam a sua utilizagdo em larga escala,
atendendo as necessidades inerentes a qualidade ambiental e de saide publica, além

da preservagdo dos recursos naturais, notadamente os ecossistemas aquaticos.
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1. RESUMO

Este capitulo teve como objetivo selecionar linhagens bacterianas que
utilizem HAPs (naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno), e compostos aromaticos-
CAs (tolueno e xileno) como fonte de carbono e energia. Foi utilizado, para este
fim, quarenta e oito linhagens de bactérias isoladas de amostras de solo
contaminados com Oleo diesel, preto ou borra oleosa (mistura de 6leos). As
linhagens foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio de sais minerais e
HAPs, numa concentragdo final de 0,3 % (p/v). O tempo de incubagdo foi de seis
dias e apos este periodo, as amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). A degradagio do HAP foi analisada através da
diferenga da area dos respectivos controles pela drea das amostras. As linhagens
bacterianas que degradam tolueno e xileno (CAs), foram selecionadas utilizando-se
a diferenga de absorbancia a 590 nm da amostra controle (linhagem cultivada em
meio de sais minerais, sem 0 composto aromatico), menos a amostra cultivada com
0 composto aromatico. A absorbancia foi medida no tempo zero (logo apos a
inoculagdo da bactéria) e apds 24, 48 e 96 horas. Apos os resultados obtidos através
dos cromatogramas para HAPs e absorbancia para CAs, foi possivel selecionar 15
linhagens bacterianas pela porcentagem de compostos degradados. Para restringir
este numero de 15, para no maximo 5 linhagens; as mesmas foram cultivadas em
uma mistura de HAPs e CAs e, também, em cristais de HAPs. Apos analises dos
resultados foi possivel selecionar 4 linhagens (11-Bacillus badius, 24- Entrobacter
aglomerans, linhagem L28- ndo identificada e 40- Bacillus sp. ), as quais foram

estudadas nos experimentos posteriores (Capitulo I11).
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1.1. ABSTRACT

The objective of the work describe in this chapter was to select bacterial
strains capable to use PAHs (naphthalene, anthracene, fluorene and pyrene) and
aromatic (toluene and m-xylene) as carbon and energy sources. 48 bacterial strains,
which were isolated from oil-contaminated soils were cultivated in test tubes
containing a mineral salt medium and PAHs or CA at the final concentration of
0,3%. Following incubation at 30 °C for 6 days the degradation of the PAHs was
determined by reverse phase HPLC using a C;g column. Growth on toluene and m-
xylene was monitored by the increase in the absorbance at 590 nm at 24, 48 and 96
hours. 15 bacterial strains showing the highest degradation of PAHs and growth on
CA were selected and cultivated in test tubes containing solubilized PAHs; AC; AC
plus PAHs and PAH crystal. Four strains showing the best results for degradation
an growth were identified as Bacillus badius, Enterobacter aglomerans, Bacillus

sp. and L 28, and used in further studies (see next chapter).
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2. INTRODUCAO

Com o avango da tecnologia e dos processos industriais surgiram novos
compostos quimicos sintéticos chamados xenobidticos, os quais tém sido langados
indiscriminadamente no meio ambiente, causando distirbios a0 mesmo. Entre estes
compostos podemos citar os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs)
(Richter & Howard, 2000).

Os HAPs sdo compostos aromaticos e devido as suas propriedades quimicas
e térmicas, possuem persisténcia generalizada na natureza, principalmente, perto de
locais de produgdo, uso ou armazenamento. Sua natureza hidrofébica indica
acumulagdo primaria em solos e sedimentos aquaticos, onde sdo adsorvidos na
matéria organica ou sofrem volatilizagdo (Rodrigues & Pellizar, 1997).

Atualmente se conhecem mais de 70 compostos classificados como HAPs
contendo de 2 a 7 anéis aromaticos, sendo que eles podem apresentar propriedades
carcinogénicas.

O problema causado pela poluigdo dos HAPs ¢ mundial e, portanto, ¢ de
grande importancia elucidar o processo de sua biodegradagio, assim como conhecer
os microrganismos nele envolvidos, visando inclusive a obtengdo de cepas e
técnicas adequadas para a aplicagdo dos mesmos em ambientes contaminados.
Sendo assim, o uso de microrganismos tem a sua finalidade em processos de
biorremediagdo, cujo objetivo ¢ recuperar areas degradadas pela disposicao de
residuos, particularmente os residuos quimicos téxicos (Colleran, 1997: Head,

1998).
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3. OBJETIVO

Esta primeira fase do trabalho teve como objetivo selecionar dentre quarenta
e oito linhagens bacterianas, isoladas de amostras de solo contaminados com 6leo
diesel, preto ou borra oleosa (mistura de 6leos), aquelas que apresentaram maior
capacidade de degradagdo ou habilidade de crescerem em meio com maior numero
de hidrocarbonetos aromaticos — tolueno, m-xileno, naftaleno, antraceno, fluoreno e

pireno.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde o inicio da década 90, ha um consenso cientifico sobre o extenso
impacto de contaminantes quimicos de origem antropogénica. Todos esses residuos
tém um s6 destino: os solos e as aguas. Os solos tornaram-se reservatorios de
residuos toxicos. O que seria do planeta se nio fossem os microrganismos? Estes
sim, embora também vulneraveis a extingdo, desenvolveram mecanismos
enzimaticos capazes de degradar hidrocarbonetos de ocorréncia natural. A acdo de
enzimas sobre a maioria das substancias quimicas organicas e inorganicas tém sido,
geralmente, reportada sob o termo biodegradagdo. Decorre, pois, dessa
adaptabilidade microbiana o interesse pelos estudos de biorremediagio, que fornece
tecnologia baseada no uso de microrganismos vivos para remover poluentes de
solos e aguas (Karegoudar & Kim, 2000; Cenci et al., 1999; Churchill et al., 1999:
Bidaurd & Minh-T, 1998).

4.1. Hidrocarbonetos Aromaticos

Um numeroso grupo de substdncias pelo seu cheiro agradavel foram
tradicionalmente designadas com o nome aromatico. O composto fundamental desta
série € o hidrocarboneto de formula CsHs a que se chamou benzeno. Dois ou mais
anéis benzénicos condensados formam os compostos polianelares. Sao naftaleno e
antraceno, que possuem 2 e 3 anéis condensados de forma linear, respectivamente.
Fluoreno apresenta dois anéis benzénicos e um pentagonal, formando um composto

naftenoaromatico. Pireno possui 4 anéis condensados de forma angular.
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CHs
4.1.1. Tolueno

Tolueno, solvente aromatico, incolor, de estreita faixa de destilagdo, média |
taxa de evaporagdo e elevado poder de solvéncia, apresenta formula C;Hg € massa
molar de 92,13 g mol™.

As aplicagdes do tolueno sdo:

» Formulagdes de tintas (principalmente de secagem rapida). thinners e redutores
(como diluente ) ou solvente ativo, adesivo a base de borracha;

» Produto de limpeza;

» Desinfetante e detergentes;

» Matéria-prima para industria quimica (produgdo de acido benzdico); e

» Indastria farmacéutica e de perfumaria.

O tolueno ¢ liberado na atmosfera, agua e solo por diferentes mecanismos; na
atmosfera através da volatilizagdo de combustivel de petrdleo e solventes a base de
tolueno; em aguas e solos devido ao derramamento durante a estocagem , transporte
e disposi¢do de oleos e combustiveis.

A remocdo do mesmo, pode ser rapida ou durar varias semanas, dependendo
da temperatura, condi¢des da mistura e aclimatagdo dos microrganismos. Se
liberado na atmosfera podera ser degradado por reagdes fotoquimicas produzindo
radicais hidroxila (tempo de meia-vida leva de 3 horas a 1 dia).

O tolueno penetra rapidamente no organismo humano, principalmente pela

via respiratoria, onde atua como irritante (Bandeirante quimica(a), 2002; Quimica

ufpr, 2002; Spectrum(a), 1999; Verschueren, 1996).
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4.1.2. Xileno
Xileno, solvente aromatico, incolor, insolivel em agua, mas miscivel com a

maioria dos solventes organicos, de formula CsHip e massa molar de 106,16

g mol”. Apresenta-se sob a forma de trés isémeros (Figura II.1.).

CHy CHy CHy
|
N
CH, Chs

o- Xileno

= Kilsno p- Xileno

Figura II.1. Isomeros de xileno

As aplicagdes do xileno sdo:

» Formulagdes de tintas e vernizes:

» Tinta para secagem em estufa, tinta para impressio, téxteis e silkscreen, thinner
e redutores (como diluente);

» Em substitui¢do ao tolueno, caso se necessite de uma menor taxa de evaporagio:

Solvente para borracha, resinas e gomas; e

A\

» Matéria-prima para industria quimica (produgao de anidridoftalico).

O xileno € liberado na atmosfera através da exaustdo de motores, emissio em
postos de gasolina e como solventes e intermedidrios quimicos. O mesmo pode ser
degradado na atmosfera fotoquimicamente com a produgdo de radicais hidroxila (o

tempo de meia-vida leva de 1 a 18 horas). O processo dominante da remogio em
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agua é a volatilizagdo. Em solos, esses compostos sdo moderadamente moveis,
podendo ser levados a aguas subterraneas onde persistem por muitos anos, uma vez
que estdo incorporados em sedimentos presentes no fundo de rios ou lagos, onde a
taxa de oxigénio € baixa.

Os xilenos sdo absorvidos por via respiratoria, podendo, todavia, penetrar em
pequenas quantidades através da pele (Os xilenos, 2002; Bandeirante quimica(b),

2002; Spectrum(b), 1999; Verschueren, 1996).

4.1.3. Naftaleno

Naftaleno apresenta-se sob a forma de cristais brancos, com um forte odor de
alcatrdo. Soluvel na maior parte dos solventes organicos, dissolve-se ligeiramente
em agua, de formula C,oHg e massa molar de 128,16 g mol™'. Por sublimagio, emite
vapores a partir de temperatura ambiente.

O naftaleno apresenta as seguintes aplicagoes:

» intervém como produto de base na sintese de numerosos compostos organicos:
solventes (tetrahidronaftaleno, decahidronaftaleno), corantes, anidrido ftalico,
cloronaftaleno, etc.; e |

» Também empregado diretamente na conservagao de madeira.

Liberado por emissio e exaustdo de automodveis; durante estocagem,
transporte e disposi¢do de oleo diesel, carvdo, entre outros. Uma vez na atmosfera o
naftaleno ¢ rapidamente foto-degradado (meia-vida de 3 a 8 horas). Quando
liberado na agua pode sofrer volatiliza¢do, fotolise, adsorsdo e biodegradagdo. O

tempo de meia-vida depende do local e das condigdes, variando de dias a meses.
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O naftaleno é uma substancia inflamavel, podendo os seus vapores € poeiras
formar misturas explosivas com o ar; a ingestdo provoca perturbagdes digestivas e
quando inalado em altas concentragdes provoca mal-estar e cefaléias (O naftaleno,

2002; Spectrum(c), 1999; Verschueren, 1996).

4.1.4. Antraceno

O hidrocarboneto sélido € extraido do alcatrio da hulha. Apresenta
fluorescéncia azul-violeta; funde-se a 216 °C; ponto de ebuligdo 351 °C. Além de
meios naturais de extragdo, pode ser obtido sinteticamente mediante reagdo com a
benzina e o tetrametano. Possui formula C4H;, e massa molar de 178,22 g mol™.
As aplicagdes do antraceno sdo:

» Manufaturagdo de antroquinona e da alizarina; e
» Produgio de fibras sintéticas, plasticos e monocristais.

Liberado no meio ambiente a partir da combustao incompleta de combustivel,
esta largamente associado com substancias, solos e sedimentos. Liberado no solo é
adsorvido, tendo tempo de meia-vida de 3,3 a 139 dias. Na &gua pode ser
fortemente adsorvido no sedimento, ndo sendo hidrolisado. Na atmosfera pode
sofrer fotolise, tendo tempo de meia-vida de 1,67 dias, resultando radicais hidroxila.

A exposi¢do humana pode ser através de inalagdo ou consumo de alimentos
ou agua contaminados. Pode causar irritagdo nos olhos, na pele e no trato

respiratorio (Antraceno, 2002; Spectrum(d), 1999; Verschueren, 1996).
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4.1.5. Fluoreno '

O fluoreno é um composto naftenoaromatico que apresenta formula Ci3Hg e

massa molar de 166,21 g mol”'. Funde-se a 115-116 °C e ponto de ebuligao 295 °C.
Suas aplicagdes sao:

» Aplicagdes quimicas na formagdo de poliradicais para resinas;

» Derivados de fluoreno demonstram atividade como herbicidas; e

» Regulatorios de crescimento.

Ocorre no ambiente através da incompleta combustdo de matéria organica.

Na atmosfera ¢ liberado pela emissdo da combustdo de dleo, gasolina, carvao e
madeira. O fluoreno na forma de vapor € rapidamente degradado fotoquimicamente
produzindo radicais hidroxila (meia-vida estimada em 29 horas). Ja4 em formas de
particulas, associa-se com cinzas e pode se removido fisicamente. O fluoreno tém

sido detectado em chuva, névoa e neve. Algumas particulas podem ser estaveis para

a fotooxidagdo. Se liberado como solido ou liquido, o mesmo pode ser|

biodegradado rapidamente aecrobicamente. A meia vida do fluoreno no solo pode ser
em torno de 2 a 64 dias.

Os humanos sdo expostos ao fluoreno através de fumaga de tabaco, inalagdo
de ar poluido ou por ingestdo de alimentos e aguas contaminados (Spectrum(e),

1999; Fluorene, 1999; Verschueren, 1996).

S
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4.1.6. Pireno

Hidrocarboneto que apresenta-se sob a forma de cristais amarelados, de
formula Cy¢Hjo € massa molar de 202,26 g mol”. Funde-se a 150,4 °C: ponto de
ebuligdo 393 °C.

A aplicagdo do pireno consiste em ser o precursor na sintese de benzo (a)
pireno.

Ocorre no ambiente por combustio incompleta. Associa-se a solos e sedimentos.
Quando liberado no ar pode estar sujeito a fotdlise direta, embora sua adsorsio a
particulas pode retardar este processo. O tempo de meia-vida para reagdes da fase
vapor do pireno com poluentes atmosféricos sao de 0,3 a 0,67 dias. Se liberado na
agua, pode ser fortemente adsorvido aos sedimentos e bioconcentrando em
organismos aquaticos, ndo sendo hidrolisado.

A exposigdo de humanos pode se dar através da inalagio e consumo de
alimentos e dguas contaminados. Alta exposi¢do pode ser pela fumaca de cigarros

(Spectrum(f), 1999; Pyrene, 1999; Verschueren, 1996).
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4.2. Microrganismos

Os microrganismos apresentam imensa diversidade genética e desempenham
fungbes Unicas e cruciais na manutengdo de ecossistemas, como componentes
fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos.

Apesar de sua grande importancia na manuten¢do da biosfera, estima-se que
menos de 5% dos microrganismos existentes no planeta tenham sido caracterizados
e descritos (Canhos, 2002).

E importante ressaltar que grande parte dos avangos da biotecnologia moderna e
da agricultura sdo derivados das descobertas recentes nas areas genética,
fisiologica e metabolismo de microrganismos.

Os beneficios cientificos esperados de um maior conhecimento sobre a
diversidade microbiana incluem, entre outros, a melhor compreensao das fungdes
exercidas pelas comunidades microbianas nos ambientes terrestres. Os beneficios
econdmicos e estratégicos estdo relacionados com a descoberta de microrganismos
potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos, que incluem aplicagbes
industriais e tecnologicas; biorremediagdo de poluentes; biolixiviagdo e recuperagao
de minérios. Outros beneficios incluem a otimizagio da capacidade microbiana para
a fertilizagao dos solos e despolui¢do das aguas.

Entre os varios géneros de bactérias mais observados como degradadores de
compostos aromaticos, isolados de amostras de solos contaminados com oleos e
identificadas no Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana foram Bacillus,
Clostridium,  Chromobacterium,  Planococcus, Aeromonas, Micrococcus,

Sthaphylococcus, Enterobacterias, entre outros.
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S.1. Microrganismos

5. METODOLOGIA

Quarenta e oito linhagens de bactérias isoladas de amostras provenientes de

solos contaminados com o6leo diesel, preto ou borra oleosa (mistura de oleos), e

identificadas no Laboratério de Sistematica e Fisiologia Microbiana (DCA / FEA /

UNICAMP), as quais apresentaram capacidade de crescer em meio com compostos

alifaticos e aromaticos foram utilizadas no estudo de degradagio de hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (HAPs) — Tabela 11.1.

Tabela II.1. Linhagens bacterianas utilizadas no estudo de degradagao de

compostos aromaticos.

Nimero de Local de Coloracio Identificacio
identificacido das isolamento de Gram
linhagens
1 Borra oleosa Gram + Bacillus polymya
2 Piche Gram + Bacillus firmus
3 Oleo diesel Gram + Bacillus firmus
4 Oleo diesel Gram + Bacillus circulans
5 Oleo diesel Gram + Bacillus megaterium
6 Oleo diesel Gram + Bacillus brevis
' Oleo diesel Gram + Bacillus brevis
8 Oleo diesel Gram + Bacillus sp
9 Oleo diesel Gram + Bacillus sp
10 Oleo diesel Gram + Bacillus sphaericus
11 Borra oleosa Gram + Bacillus badius
12 Oleo diesel Gram + Bacillus badius
13 Borra oleosa Gram + Bacillus subtilis
14 Piche Gram + Clostridium plagarum
15 Piche Gram - Chromobacterium sp.
16 Piche Gram - Chromobacterium sp.
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Tabela I1.1. Continuagdo

17 Oleo diesel Gram + Planococcus citrus
18 Oleo preto Gram + Aeromonas sp.

19 Oleo diesel Gram + Micrococcus varians
20 Borra oleosa Gram - Micrococcus lutuis
21 Oleo diesel Gram - Enterobacter aerogenes
22 Oleo diesel Gram + Enterobacter aerogenes
23 Oleo diesel Gram + Sthapylococcus sp.
24 Borra oleosa Gram + Enterobacter aglomerans
25 Borra oleosa Gram +

26 Borra oleosa Gram +

27 Borra oleosa Gram +

28 Borra oleosa Gram +

29 Borra oleosa Gram +

30 Borra oleosa Gram -

31 Borra oleosa Gram +

32 Borra oleosa Gram + Bacillus mycoides

33 Borra oleosa Gram +

34 Borra oleosa Gram +

35 Borra oleosa Gram +

36 Borra oleosa Gram +

37 Borra oleosa Gram +

38 Borra oleosa Gram +

39 Borra oleosa Gram +

40 Borra oleosa Gram + Bacillus sp.

4] Borra oleosa Gram +

42 Borra oleosa Gram +

43 Borra oleosa Gram +

44 Borra oleosa Gram -

45 Borra oleosa Gram +

46 Borra oleosa Gram - Flavobacterium sp.
47 Borra oleosa Gram - Actinobacillus lignieressi
48 Borra oleosa Gram - Actinobacter caecoaceticya




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

5.2. Crescimento e Manutengio das Linhagens

As linhagens bacterianas foram cultivadas em placas de Petri ou em tubos de
ensalo, contendo meio NA (agar nutriente — Merck) ou meio NB (caldo nutritivo —
Becton Dickinson) a 30 °C em cultura estatica. Estas culturas foram utilizadas como
inoculos em meio contendo HAPs e compostos monoaromaticos.

A manutengdo se deu por congelamento em meio NB contendo glicerol 10%.

5.3. Fonte de Carbono

Utilizou-se os compostos monoaromaticos — tolueno e m-xileno, bem como
os HAPs — naftaleno antraceno, fluoreno e pireno, como fonte de carbono. Os HAPs
foram preparados separadamente em condigdes estéreis como solugdes estoques de

5% (m/v), diluidos em acetona.

5.4. Crescimento Bacteriano em Placas

Com este experimento pretendeu-se determinar a concentragdo maxima de
HAPs a ser utilizada pelas bactérias e o melhor periodo para o ocorrido.

Para este fim, utilizou-se o método de Kiyohara e al. (1982) - modificado,
que consiste em adicionar diferentes concentragdes (0,1%; 0,3% e 0,5%) de HAPs
(solubilizados em acetona) em meio NA. A solu¢gdo de meio de cultura foi
homogeneizada e vertida em placas de Petri. Apos a evaporacdo do solvente
(acetona), as culturas bacterianas foram inoculadas e incubadas a 30°C no escuro.

Observou-se o crescimento bacteriano, diariamente.
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5.5. Sele¢do das Linhagens Bacterianas Cultivadas em HAPs

5.5.1. Meio de Cultivo

5.5.1.a. HAPs

As linhagens foram crescidas e mantidas em meio agar nutriente, como
descrito no item 5.2. Apos crescimento (24 horas), as linhagens foram repicadas em
meio NB e apos atingirem densidade optica DOsgonm igual 1,0, 0,2 mL foram
transferidos para tubos de ensaio contendo meio de sais minerais (Tabela I11.2.) e
HAPs, numa concentragdo final de 0,3% (v/v). Em seguida, os tubos foram

incubados a 30°C, no escuro e sem agitagao.

Tabela 11.2. Meio de sais minerais (pH 7,0)

Quantidade (g/L.) Conteiado
2,0 Na,SO;
0,2 MgS0,4.7H,O
0,65 K,HPO,4
1,0 NH,CI
2,0 KNO;

0,01

Fe SOq 7H20
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5.5.1.b. CAs

Para selecionar as linhagens que degradam tolueno e m-xileno, as mesmas
foram inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de sais minerais (Tabela 11.2.)
e tolueno ou m-xileno, em uma concentragdo final de 1,0 % (v/v), e incubadas a

30°C, sem agitagao.

5.5.1.c. Mistura de HAPs e CAs

Como os HAPs e CAs ndo se encontram isolados na natureza, mas sim em
misturas, esta etapa teve como objetivo selecionar linhagens bacterianas capazes de
utilizar esta “mistura” como fonte de carbono e energia. Para tal procedimento,
inoculou-se 500 uL de cultura bacteriana em tubos de ensaio contendo 10,0 mL de
meio de sais minerais e uma mistura de HAPs, numa concentragio final de 0,3 %
(m/v). Realizou-se trés testes, um com mistura s6 de HAPs (naftaleno, antraceno .
fluoreno e pireno), outro com mistura de m-xileno e tolueno (CAs), concentragdo
final de 1,0% (v/v) e por ultimo, mistura de HAPs e CAs. Os tubos foram incubados

a 30°C, no escuro e sem agitagao.

5.5.1.d. Cristais de HAPs

Transferiu-se 500 pL de cultura bacteriana, cultivada em meio NB, para
tubos de ensaio contendo meio sais minerais (Tabela I1.2.), em seguida adicionou-se
cristais de HAPs (naftaleno, antraceno, fluoreno ou pireno), em concentragdo final

de 0,3% (m/v).
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5.5.2. Determinagio da Degradacio de Hidrocarbonetos Aromaiticos por

Bactérias

5.5.2. 1. Anilise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os sobrenadantes das linhagens bacterianas cultivadas em meio contendo
HAPs, ou misturas de HAPs e CAs ou cristais de HAPs foram analisados por

CLAE.

Apbs o periodo de cultivo (seis dias), as amostras foram centrifugadas a
15000 g (5°C), durante 15 min. e o sobrenadante foi analisado quanto a degradagao
dos HAPs por CLAE, utilizando-se uma coluna com fase reversa, ZORBAX Cis,
um sistema isocratico de solventes com fase movel constituido de acetonitrila :
agua, na propor¢do 70:30 (v/v); vazdo de 0,6 mL/min ¢ detecgdo em 254 nm. O
volume injetado foi de 20 ul e os compostos foram identificados através do tempo

de reten¢do, comparando-os com substancias padroes.

5.5.2.2. Espectroscopia de Absorc¢ao

Apos seis dias de cultivo, as linhagens bacterianas cultivadas em meio
contendo CAs ou mistura de HAPs ¢ CAs ou cristais de HAPs foram centrifugadas
a 15000 g, durante 10 min. e o sobrenadante analisado por espectrofotometria no
UV-Visivel (Shimadzu).

A degradacio de tolueno e m-xileno foi determinada através da diferenga de
absorbancia a 590 nm da amostra controle (linhagem cultivada em meio de sais
minerais sem o0 composto aromatico), pela amostra cultivada no composto

aromatico.
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A absorbancia foi medida no tempo zero (ABSw - logo apos a inoculagdo
bacteriana) e apos 24, 48 e 96 horas de incubagio (ABSu).
Para selecionar as linhagens que apresentaram maior crescimento em meio

contendo 0 composto aromatico, seguiu-se a diferenga descrita abaixo:

(ABS {; amostra — ABS, amostra) - (ABS  controle — ABS, controle)

Para as bactérias cultivadas em meio contendo mistura de HAPs e CAs foram

medidas absorbancias nos tempos 0, 24 e 48 horas.

5.5.2.3. Determinacio de Atividade de Emulsificacio

Como o principal problema da degradagdo dos HAPs pelos microrganismos
esta na sua baixa solubilidade em agua, Tiehm (1994), sugeriu que a degradacdo
dos hidrocarbonetos pode ser acelerada através da presenca de surfactantes, ja que
estes apresentam o potencial de aumentar a concentragio de compostos
hidrofobicos em fase aquosa.

Sendo assim, a produgdo de emulsificantes foi investigada para as linhagens
bacterianas.

Para determinar a atividade de emulsificagdo, realizou-se 4 experimentos:

1. Linhagens bacterianas cultivadas em mistura de HAPs.
2. Linhagens bacterianas cultivadas em mistura de HAPs e CAs.

Linhagens bacterianas cultivadas em misturas de CAs.

(V5]

4. Linhagens bacterianas cultivadas em HAPs ou CAs, separadamente.
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Para tal procedimento, 500 uL de cultura bacteriana foram cultivadas em
meio NB e inoculadas em meio para produgdo de biosurfactantes (Tabela I1.3.). Em
seguida adicionou-se HAPs e CAs (misturados ou sozinhos), em concentragao final
de 0,3% (m/v) para HAPs e 1,0 % (v/v) para CAs. Apds seis dias de incubagdo a
30°C no escuro ¢ sem agitagdo, as amostras foram centrifugadas e 3,0 mL do
sobrenadante foi utilizado para medir a atividade de emulsificagdo. A esses 3,0 mL,
adicionou-se 2,0 mL de tolueno (como substrato), lendo a absorbancia em 610 nm
(tempo zero). Em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente em agitador
Vortex, durante 1 min. Apds uma hora, a densidade optica da emulsdo 6leo em agua
foi determinada a 610 nm e relatada como atividade de emulsifica¢do (Johnson ef
al., 1992). Apds 24 horas (em repouso), as emulsdes dgua em oleo foram expressas

em centimetros, medindo a altura do halo formado (Cooper & Goldenberg, 1987).

Tabela I1.3. Meio de produgao de biosurfactantes (pH 7,0)

Quantidade (g/L) Componentes
0,5 MgSO;4
3,0 NaNO;
1,0 KH,PO4
1.0 Extrato de Levedura

0.3 Peptona
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Crescimento Bacteriano em Placas

Com a metodologia de Kiyohara er al. (1982), foi possivel visualizar
crescimento bacteriano em toda placa de Petri a partir do segundo dia apos
mmoculagdo, com 0,1% de HAPs. Quando se utilizou 0,3% de HAPs, observou-se
crescimento a partir do quarto dia.

O fato das linhagens ndo crescerem em concentragdo final de 0,5% pode
estar relacionado ao efeito toxico que esta concentragdo pode ter causado as

bactérias.

Com este experimento foi possivel determinar a concentragio maxima a ser
utilizada (0,3%) e o melhor periodo para as analises (seis dias).

6.2. Seleciio das Linhagens Bacterianas Cultivadas em HAPs

Os resultados listados na Tabela 11.4., foram obtidos através da area dos

HAP:s.
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Tabela 11.4. Porcentagem de degradagdo de HAPs das linhagens bacterianas,

cultivadas por seis dias.

Degradagio (%)

Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
1 96 18 ND 49
2 97 18 81 80
3 96 82 94 34
4 96 94 71 ND
0] 97 96 82 ND
6 98 99 95 5
7 98 97 84 29
8 99 98 94 ND
9 99 99 93 21

10 99 08 95 ND
11 99 98 98 99
12 99 99 91 26
13 99 98 93 4
14 99 98 97 ND
15 99 99 91 59
16 99 99 90 70
17 99 99 95 99
18 99 99 93 99
19 93 99 95 73
20 82 99 95 71
21 66 99 94 5
22 93 99 76 ND
23 31 99 89 99
24 58 99 95 63
25 79 99 95 99
26 65 98 84 69
27 34 97 90 53
28 55 99 85 99
29 46 99 93 99
30 50 98 87 99
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Tabela I1.4. Continuagio

31 36 97 89 99
32 32 99 89 64
33 27 98 86 99
34 21 97 ND 84
35 25 99 88 63
36 64 99 87 99
37 37 85 88 99
38 39 98 ND 74
39 14 99 95 49
40 13 99 88 99
41 16 99 88 38
42 54 99 87 41
43 26 99 88 53
+1 5 99 92 19
45 28 99 93 21
46 68 99 62 99
47 25 98 95 8
48 44 99 91 76

ND = Nao Degradado

6.3. Sele¢do das Linhagens Bacterianas Cultivadas em CAs

Para selecionar as linhagens que apresentaram maior crescimento em meio
contendo compostos aromaticos, utilizou-se a diferenga de ABS (590 nm) do
controle pela amostra. As absorbancias foram medidas nos tempos 0, 24, 48 ¢ 96
horas, sendo 48 horas o tempo no qual se obteve o maximo de crescimento

bacteriano (fase exponencial). Os dados estdo demonstrados na Tabela I1.5 .
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Tabela I1.5. ABS das culturas bacterianas em meio contendo tolueno e m-xileno.

ABS (590 nm)—-48 h

Linhagens Tolueno m-Xileno
1 0 0,0269
2 0,2342 0,0349
3 0,1109 0,0922
4 0,1805 0
5 0,2458 0
6 0,0972 0,073
7 0,0084 0,0768
8 0 0,1678
9 0 0
10 0,4384 0,0698
11 0 0,0788
12 0 0
13 0,1698 0,1272
14 0 0
15 0 0
16 0 0
17 0 0
18 0 0
19 0 0

20 0,0562 0,2453
21 0,0676 0
22 0,0426 0
29 0,1364 0
24 0,1202 0,023
25 0 0
26 0,0405 0,2145
27 0,156 0
28 0,1612 0,0803
29 0,1372 0
30 0,063 0,038
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Tabela IL.5. Continuagao

31 0,0786 0,0811
32 0 0
33 0 0
34 0,1532 0
35 0,0338 0,0164
36 0,1372 0,0396
37 0,2374 0,1654
38 0 0
39 0,0297 0,0764
40 0,1039 0,232
41 0 0
42 0,0106 0
43 0,108 0,174
44 0 0
45 0,038 0,317
46 0 0
47 0 0
48 0 0

As linhagens foram selecionadas de acordo com a maior porcentagem de
compostos degradados (Tabelas 11.4 e 11.5).

» Linhagem 3 (Bacillus firmus), mesmo apresentando baixa degradagdo de pireno
(34%), para os demais compostos apresentou resultados satisfatorios.

» Linhagem 7 (Bacillus brevis), apresentou degradagio semelhante a linhagem 3,
ou seja, alto indice de grada¢do de naftaleno, antraceno e fluoreno (acima de
80%) e baixa degradagdo de pireno (em torno de 30 %).

» Linhagem 10 (Bacillus sphaericus), mesmo ndo degradando o composto pireno,
apresentou altos indices de degradagdo dos demais compostos, principalmente

tolueno. Foi a linhagem para a qual se obteve maior ABS (0,4384).
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» Linhagem 11 (Bacillus badius), apresentou altas degradagdes dos HAPs. Esta |

linhagem destaca-se por apresentar alta degradagao de HAPs superior a 97% e
crescimento em tolueno (0,0788 ABS).

> As linhagens 24 (Enterobacter aglomerans), 26, 28, 30, 31, 35, 36, 37,43 e 45
(ndo identificadas) e 40 (Bacillus sp.) apresentaram degradagdo semelhantes

entre si.

Com exce¢do das linhagens 10 e 11, todas as demais que ndo degradaram
algum composto, ndo foram selecionadas. Aquelas linhagens que apresentaram
degradagiio de HAPs inferior a 20%, também ndo foram selecionadas. Sendo assim,

com estes dois experimentos, selecionou-se 15 linhagens, as quais foram utilizadas

nos experimentos posteriores, a fim de restringir este nimero para no maximo ¢inco ||

linhagens.

6.4. Selecdo de Linhagens Bacterianas Cultivadas em Mistura de HAPs e CAs

Neste experimento, foi utilizado as 15 linhagens, selecionadas nos
experimentos anteriores (6.2 e 6.3), para verificar se as mesmas utilizariam
“misturas” de hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia. Os experimentos
foram conduzidos em trés etapas, a) linhagens bacterianas cultivadas em HAPs; b)
linhagens bacterianas cultivadas em HAPs + CAs e c) linhagens bacterianas
cultivadas em CAs, e analisados por espectrofotometria no UV-Visivel apos
quarenta e oito horas de cultivo e por cromatografia liquida de alta eficiéncia, apos

seis dias de incubagdo. Os resultados estdo demonstrados nas Tabelas 11.6. a I1.8.
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Tabela I1.6. ABS das culturas bacterianas em meio contendo HAPs e/ou CAs.

ABS (590 nm) — 48 horas

Linhagens CAs HAPs CAs e HAPs
3 0,0643 0 0
7 0 0 0
10 0,0422 0 0
11 0 0 0
24 0 0 0
26 0,0356 0 0
28 0 0 0
30 0 0 0
31 0 0 0
35 0 0 0
36 0,2864 0 0
37 0 0 0
40 0 0 0
43 0 0 0
45 0,0572 0 0

Com relagdo aos resultados demonstrados na Tabela I1.6., nenhuma das
linhagens crescidas em HAPs e HAPs + CAs foram selecionadas, uma vez que nio
se registrou absorbancia neste periodo de cultivo (48 horas). Este fato esta
relacionado com tempo curto dado as bactérias para utilizarem estes compostos
como fonte de carbono, além disso, os mesmos, estando misturados, podem ter
apresentado agdo (Oxica. A adaptagdo de microrganismos a muitos compostos
organicos exerce importante fator nas taxas de degradagio. Respostas adaptativas
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tem sido observadas em culturas puras, ambientes aquaticos, solos e aqiiiferos

(Moorman, 1990).

As linhagens 3, 10, 26, 36 e 45 apresentaram absorbancia, quando cultivadas

em meio contendo CAs.

Tabela I1.7. Porcentagem de degradagdo de cada HAP presente na mistura de
HAPs. Seis dias de cultivo, por CLAE.

Degradacao (%)

Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
3 0 95 93 73
7 0 97 90 61
10 39 99 94 85
11 66 98 98 84

24 23 98 95 82
26 0 77 80 0

28 73 98 98 85
30 0 8 95 71
31 3 98 95 83
35 1 98 93 76
36 82 98 98 55
317 0 98 94 77
40 0 08 94 74
43 10 99 96 85
45 2 98 96 80
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Tabela 11.8. Porcentagem de degrada¢io de cada HAP presente na mistura de
HAPs e CAs. Seis dias de cultivo, por CLAE.

Degradacgao (%)

Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
3 88 99 93 05
7 96 99 99 98
10 45 98 98 90
11 51 99 98 97

24 21 99 99 95
26 37 98 98 88
28 10 08 97 87
30 13 98 96 83
31 5 98 96 77
35 24 99 94 85
36 18 43 97 0

37 0 99 85 77
40 52 99 96 88
43 47 99 08 89
45 92 99 97 98

Para analises por CLAE, apenas os picos correspondentes aos HAPs foram
detectados, nas condigdes estabelecidas para este experimento.

As linhagens cultivadas em HAPs e CAs apresentaram altas porcentagens de
degradagdo para todos os compostos, com excegio das linhagens 36 e 37 que nao

degradaram pireno e naftaleno respectivamente (Tabela [1.8.). Observou-se, também
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que os menores indices de degradagdo foram obtidos com naftaleno, talvez devido a
interferéncia dos outros compostos.

Quando as linhagens foram cultivadas em mistura de HAPs, um menor
nimero de linhagens utilizaram todos os compostos como fonte de carbono (3, 7, |
26, 30, 37 e 40) — Tabela I1.7.

Essa diferenca de degradagdo observadas entre as Tabelas I1.7. e I1.8., pode
estar relacionada com a presenga de tolueno e m-xileno no meio, uma vez que esses ||
compostos sdo solventes e de certo modo podem estar interferindo na solubilidade
dos HAPs estudados e, conseqiientemente, tornando-os mais acessiveis as bactérias.

Em sua grande maioria, a mistura de compostos apresentou um efeito

sinérgico para as linhagens avahadas.

6.5. Determinacio de Atividade de Emulsificacdo por Bactérias Cultivadas em

Mistura de HAPs e CAs

Esta fase do trabalho, teve como objetivo detectar a produgao de atividade de
emulsificagdo das 15 linhagens bacterianas, cultivadas em meio para produgdo de
biosurfactantes contendo 4 diferentes fontes de carbono (mistura de CAs; mistura
de HAPs: mistura de CAs + HAPs e HAPs ou CAs utilizados separadamente). Os ||

resultados estdo apresentados nas Tabelas 11.9. a I1.11.

ke 10




DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BA CTERIAS

Tabela I11.9. Atividade de emulsificagdo (ABS e halo) por bactérias cultivadas em
meio contendo misturas de HAPs e CAs.

ABS (610 nm) Halo (cm)
Linhagens | HAPs + CAs HAPs CAs HAPs + CAs | HAPs CAs
3 0,055 0,071 0,091 0 0 0,1
F 0,036 0 0,076 0 0 0,9
10 0,187 0,018 0,222 0 0 0,3
11 0 0,018 0,102 0 0 0,4
24 0,108 0,004 0,120 0 0 |
26 0,131 0,119 0,125 0 0 1,6
28 0,022 0,022 0,108 0 0 0,1
30 0,023 0,168 0,097 0 0 L5
31 0,022 0 0,167 0 0 0,7
35 0,046 0,027 0,505 0 0 0,5
36 0,108 0,076 0,125 0 0 0,7
37 0,156 0,137 0,108 0 0 1,9
40 0,119 0,222 0,208 0 0 1,8
43 0,131 0,022 0,862 0 0 1,8
45 0,174 0,120 0,147 0 0 1,7

Analisando os resultados demonstrados acima, pode-se observar que apenas
as linhagens 7, 11 e 31 ndo apresentaram atividade de emulsificacdo de 6leo em
agua (ABS), quando cultivadas em meio contendo HAPs ¢ HAPs + CAs,
respectivamente. Com relagdo a atividade de emulsificagdo de dgua em 6leo (halo),
somente as linhagens cultivadas em meio contendo mistura de CAs apresentaram
halo. Isso prova que as linhagens bacterianas podem apresentar diferentes
atividades de emulsificagdo (agua em dleo ou dleo em agua), de acordo com o

substrato utilizado.
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Tabela IL10. Atividades de emulsificagdio por bactérias cultivadas em meio

contendo HAPs, separadamente.

Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
ABS Halo ABS Halo ABS Halo ABS Halo
(cm) (cm) (cm) (cm)
3 0,009 0 0,041 0 0,091 0 0 0
7 0,004 2:1 0 2,2 0,021 2,3 0,113 2,0
10 0,022 0 0 0 0,051 0 0,013 0
11 0,013 0,3 0,013 0,6 0 1.5 0 1,0
24 0 0 0,022 1,8 0,027 1,9 0 1,9
26 0 0 0 0,3 0 0 0 0
28 0 0 0 0,4 0 0,3 0 0,3
30 0 0 0 0 0,071 0 0 0
31 0 0 0 0,3 0,060 0 0 0
35 0 0 0 0 0 0 0 0
36 0,009 0,3 0 0,5 0,071 0,4 0 0,3
37 0,022 0 0 0,6 0,041 0,5 0 1,0
40 0,009 0,5 0 0 0,031 2,4 0 23
43 0,012 0 0 0 0,065 0 0 0
45 0 0 0,050 0 0,004 0,9 0 0

A linhagem 07 apresentou altos valores de atividade de emulsificagdo de

agua em 6leo, para todos os compostos avaliados.

As linhagens 24, 26, 28, 30, 31, 35 e 45 ndo apresentaram nenhum tipo de

emulsificacdo, quando cultivadas em meio com naftaleno. Somente as linhagens 11

e 24 apresentaram os dois tipos de emulsificagdo, quando crescidas em meio com

antraceno. Utilizando o fluoreno como fonte de carbono, obteve-se mais atividade

de emulsificacdo do tipo 6leo em agua do que dgua em Oleo. Ao contrario do
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fluoreno, quando as linhagens foram cultivadas em pireno, obteve-se mais atividade

de emulsificagdo do tipo 4gua em 6leo. As maiores atividades de emulsificagio

agua em oleo foram obtidas pela linhagem 40, cultivada em fluoreno (2,4 cm) e

pireno (2,3 c¢m).

Tabela I1.11. Atividades de emulsificagdo (ABS e halo), por bactérias cultivadas

em meio contendo CAs, separadamente.

Linhagens Tolueno m-Xileno
ABS Halo (cm) ABS Halo (cm)

3 0 0 0 0
7 0 0 0 0,5
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
24 0 1,8 0,022 1,5
26 0 0 0,018 0,3
28 0 1.4 0 0,2
30 0 0,3 0 0,5
31 0 0 0 0
35 0 0 0,023 0
36 0 0,3 0,015 0,6
37 0 0 0 0.5
40 0,018 97 0 2]
43 0,071 0 0 0
45 0212 0 0 0,8
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A tabela acima mostra que poucas linhagens apresentaram atividade de
emulsificacdo (agua/éleo ou 6leo/agua), quando cultivadas em meio contendo
tolueno ou m-xileno. Como os compostos fornecidos como fonte de carbono para as
linhagens, sdo monoaromaticos, a produ¢do de emulsdo nao seria necessaria uma
vez que 0S mesmos estariam mais acessivels as bactérias, quando comparados com

os outros compostos aromaticos policiclicos.

6.6. Selecdo das Linhagens Bacterianas Cultivadas em Cristais de HAPs

Como os HAPs ndo sdo encontrados na natureza solubilizados, pelo
contrario, tendem a se adsorver aos sedimentos; esta etapa teve como objetivo,
selecionar entre as 15 linhagens bacterianas, aquelas que conseguiram crescer em
meio com maior nimero de HAPs ou que apresentaram maior taxa de degradagdo
dos mesmos. Os resultados, apos seis dias de cultivo e analisados por CLAE, estdo

mostrados na Tabela I1.12.
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Tabela 11.12. Porcentagem de degradacdo de cristais de HAPs, pelas linhagens

bacterianas cultivadas durante seis dias, por CLAE,

Degradacio (%)

Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
3 +1 0 98 0
7 56 0 99 80
10 39 0 99 92
11 59 84 96 85

24 44 99 96 89
26 0 97 99 92
28 49 98 99 90
30 45 70 99 34
31 63 96 99 80
35 67 97 99 89
36 0 97 99 96
37 65 98 99 91
40 54 0 99 96
43 59 0 99 97
45 63 97 99 0

Os resultados listados na Tabela 11.12 mostram que apenas as linhagens 26 e
36 ndo utilizaram naftaleno como fonte de carbono ¢ energia. Apesar das demais
linhagens apresentarem degradagdo, esta foi menor quando comparado com a
primeira sele¢do (Tabela [1.4.). Isso pode ser devido aos cristais de naftaleno, pois
na primeira sele¢do os mesmos estavam dissolvidos em acetona. Todas as linhagens
testadas apresentaram altos valores de degradagao de fluoreno, quando o mesmo foi

adicionado como fonte de carbono.
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Quando se utilizou antraceno como fonte de carbono, as linhagens 3, 7, 10,
40 e 43 ndo conseguiram degrada-lo. Este fato também pode estar relacionado aos
cristais, como ocorreu com naftaleno.

E importante ressaltar que os HAPs tém baixa solubilidade em agua, sendo
assim, uma parte dos cristais pode ndo ter s¢ “solubilizado” no meio de sais,
acarretando, portanto, dificil acesso das culturas bacterianas aos mesmos.

Os resultados obtidos com fluoreno foram diferentes dos demais (todas as
linhagens apresentaram degradagao superior a 95 %). Este fato pode estar
relacionado a forma em que foi utilizado, ou seja, em po, 0 que pode ter acarretado
maior “solubiliza¢do” do composto ao meio, visto que 0s demais HAPs apresentam-
se na forma de cristais.

A degradagdo microbiana dos HAPs ¢ um dos processos envolvidos na
biorremediagdo (Reardon et al., 2000; Allen et al., 1999; Casellas et al., 1998). O
nimero de compostos aromaticos conhecidos por serem biodegradados, tém
aumentado; no entanto, O numero de microrganismos isolados que podem
mineralizar HAPs, principalmente de alta massa molar, como pireno e benzo (a)
pireno é limitada (Mcnally er al., 1999; England, er al., 1998: Rehmann ef al.,

1997), o que se deve a complexidade da estrutura quimica do HAP e suas

correspondentes propriedades fisico-quimica (Gauger et al., 1990; Walton &

Anderson, 1988).
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Apos andlises em relagdo a degradagdo dos HAPs pelas 15 linhagens, foi

possivel selecionar dentre estas, quatro, as quais estdo relacionadas abaixo-

» Linhagens 11 (Bacillus badius): 24 (Enterobacter aglomerans) e 28 (ndo
identificada) utilizaram todos os HAPs testados como fonte de carbono, apesar
de uma menor porcentagem de degradagdo do naftaleno, quando comparado
com os demais compostos;

Linhagem 40 (Bacillus sp.) foi selecionada, mesmo nio apresentando

\%

degradagdo de naftaleno e antraceno, quando cultivada em mistura de HAPs e
cristais, respectivamente. No entanto. apresentou formagdo de halo,
consideravel, quando cultivada em mistura de CA e em cristais de naftaleno,

antraceno, fluoreno e pireno.
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7. CONCLUSAO

As linhagens bacterianas foram selecionadas de acordo com 0 maior numero
de compostos degradados. E de acordo com os resultados obtidos conclui-se que:

> Com o método de Kiyohara et al. (1982), foi possivel estabelecer concentragao
maxima dos HAPs, quando solubilizados em acetona, de 0,3 % e o melhor
periodo de cultivo das linhagens — seis dias.

> As quarenta e oito linhagens conseguiram utilizar pelo menos um dos
hidrocarbonetos (tolueno, m-xileno, naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno)
estudados, como fonte de carbono e energia.

» Com os experimentos de cultivo bacteriano em meios contendo HAPs e CAs, foi
possivel realizar uma pré-selecdo das melhores linhagens, ou seja, das quarenta
0ito, quinze mostraram-s¢ mais promissoras no processo de degradagdo dos
hidrocarbonetos.

» Das 15 linhagens selecionadas, quatro se destacaram nos experimentos de
cultivo bacteriano em meios contendo mistura de HAPs, HAPs + CAs , CAs;
produgdo de atividades de emulsificagdo e crescimento em cristais de HAPs.

» As quatro linhagens selecionadas, as quais foram utilizadas nos experimentos
posteriores (Capitulo 11I) sdo: Bacillus badius, Bacillus sp., Enterobacter

aglomerans e uma linhagem nao identificada, denominada L.28.

-80-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMA TICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

8. REFERENCIAS

Allen, C. C. R ; Boyd, D R.; Hempenstall, F Larkin, M. J.; Sharma, N. D. Contrasting effects of
a nonionic surfactant on the biotransformation of polycyclic aromatic hydrocarbons to cis-
dihydrodiols by soil bacteria. Applied En‘vironment Microbiology. 1999 v 65, p. 1355-
1339.

Antraceno. Citacdes e referéncias a docu mentos eletronicos. Disponivel em-
<http://ftp.ibilce.unesp br /servicos/ prevencao/produtos/antraceno. html> Acesso em: 22 abril
2002.

Bandeirante quimica(a). Citagdes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
ihttp:fz‘www.bandeirantequimica.com,brfprodutosfto]ueno.htm'» Acesso em: 22 abril 2002

Bandeirante quimica(b). Cita¢des e referéncias a documentos eletrénicos. Disponivel em:
ihttp://www.bandeirantequimica.com,brfprodutosz’xileno.htm > Acesso em: 22 abril 2002

Bidaud, C; Minh-T, C. Polyciclic aromatic hydrocarbons (HAPs) biodegradation in the soil of a
former gasworks site: selection and study of PAHs-degrading microorganisms. Journal
Molecular Catal. B-Enzymatic. 1998 v 5,p.417-421.

Canhos, V. P ; Coutinho, H.L.C ; Vazoller, R. Microrganismos e biodiversidade de solos. In-
Estratégia Nacional de Diversidade Biologica.
<http:ffwww_bdt.fat.org.bn’pub]icacoesfpoliticafgtt/gtt 10 >Acesso em: 23 abril 2002

Casellas, M_; Grifoll, M; Sabate, J; Solanas, A. M. Isolation and characterization of a 9-
fluorenone-degrading bacterial strain and its role in synergistic degradation of fluorene by a
consortium. Canadian Journal Microbiology. 1998. v. 44, p. 734 — 742,

Cenci, G.; Galdini, G; Boari, L. Dioxygenase activity relative behaviour of Pseudomonas strains
from soil in the presence of different aromatic compounds. World Journal Microbiology
Biotechnology. 1999. v 15 p 47 - 52 |

Churchill, S. A ; Harper, J. P_; Churchill, P. F. Isolation and characterization of a Mycobacterium
species capable of degrading three- and four-ring aromatic and aliphatic hydrocarbons.
Applied Environment Microbiology. 1999. v. 65, p. 549 — 552,

Colleran, E. Uses of bacteria in bioremediation. In Sheehan, D. (Ed), Methods in

Biotechnology Vol 2, Bioremediation Protocols Humana Press, New Jersey 1997 p. 322.

-81-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Cooper, D., Goldenberg, B. G.. Applied Environment Microbiology. 1987.v. 53, p. 224-229.

England, P. A ; Cross-H., C. F. Stevenson, J. A; Rouch, D. A; Wong, L. L. The oxidation of
naphthalene and pyrene by cytochromo P450 (cam). FEBS Letter. 1998 v. 424, p. 271-274.

Fluoreno. Citacdes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
<http:f!chmm_tutms_tut.ac.jprINNOfDATABASE/OSﬂuorene,html> Acesso em: 13 agosto
1999

Gauger, W. K ; Kilbane, J. J; Kelly, R. L., Srivasta, V. J. Enhancement of microbial degradation

of hydrocarbons in soil and water. In: Gas, Oil, Coal and Environmental Biotechnology. C.
p. 171203,

B 599

Akin J.. Smith (Eds). Intitute of Gas Technology, Chicago, Illinois. 1990.
Head, I M. Bioremediation: towards a credible technology. Microbiology. 1998. v. 144,
608.
Johnson, V; Singh, M.; Saini, V. S, Adhikardi, D. K.; Sista, V. & Yadav, N. K. Transformation
of vegetable-oils by an oleaginous yeast - rhodotorula-glutinis iip-30. Biotechnolology Letter

1992. v. 6, p. 487-490.

Karegoudar, T. B; Kim, C. K. Microbial degradation of monohydroxybenzoic acids. Journal
Microbiology. 2000. v. 38, p. 53 —61.

Kiyohara, H.; Nagao, K., Yana, K. Rapid screen for bacteria degrading water-insoluble, solid
hydrocarbons on agar plates Applied Environment Microbiology. 1982 v. 43, p. 454-457.

Mcnally, D. L., Mihelcic, J. R., Lueking, D. R. Biodegradation of mixtures of polycyclic aromatic

hydrocarbons under aerobic and nitrate-reducing conditions. Chemosphere. 1999 v. 38, p.

1313-1321.

Moorman, T. B Adaptation of microrganisms in subsurface environmental: significance to
pesticide degradation. In: Racke, K. D.; Coats, J. R. Eds. Enhanced biodegradation of
pesticeds in the environmental. Washiington: ACS. 1990. p. 167 — 180.

O naftaleno. Citacoes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
<http://www.eq.uc pt./~mena 3/naftaleno html> Acesso em: 22 abril 2002

Os xilenos Citacoes e referéncias a documentos eletrénicos Disponivel em:

<http://www_eq.uc.pt/~mena 3/xilenos. Html> Acesso em: 22 abril 2002.

-82-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Pyrene. Cita¢des e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
<http://chrom.tutms.tut.ac jp/JIINNO/DATABASE/ 12pyrene.html> Acesso em: 17 agosto
1999.

Quimica.ufpr. Cita¢des e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
<http.//www.quimica ufpr.br/~ssta/tolueno. html> Acesso em: 22 abril 2002.

Reardon, K. F.; Mosteller, D. C_: Rogers, J. D. B. Biodegradation kinetics of benzene, toluene
and phenol as single and mixed substrates for Pseudomonas putida F1. Biotechnology
Bioengering. 2000. v. 69, p. 385 — 400.

Rehmann, K., Noll, H. P, Steinberg, C. E. W.; Kettrup, A. A. Pyrene degradation by
Mycobacterium sp. strain KR2. Chemosphere 1997. v. 36, p. 2977 — 2992,

Richter, H.; Howard, J. B. Formation of polycyclic aromatic hydrocarbon and their growth to
soot — a review of chemical reaction pathways. Progress Energy. Combustion Science. 2000,
v. 26, p. 565-608.

Rodrigues, J. M_; Pellizar, V. H. Biodegradagio de PCBs. In: Melo, I. S. & Azevedo, J. L. (Eds)
Microbiologia Ambiental. Embrapa - CNPMA. 1997, Cap. 4., p. 107 — 124.

Spectrum(a). Citagdes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em-
<http://www speclab.com/compound/c108883 htm> Acesso em: 17 agosto 1999

Spectrum(b). Citagdes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em:
<http://www.speclab.com/compound/c1330207 html> Acesso em- 17 agosto 1999

Spectrum(c). Citagdes e referéncias a documentos eletrénicos. Disponivel em:
<http.//www.speclab.com/compound/c191203 htm> Acesso em: 17 agosto 1999

Spectrum(d). Citagdes e referéncias a documentos eletronicos. Disponivel em
<http://www speclab.com/compound/c120127htm> Acesso em: 17 agosto 1999

Spectrum(e). Citacdes e referéncias a documentos eletrénicos. Disponivel em:
<http://www.speclab.com/compound/c86737 htm> Acesso em: 17 agosto 1999

Spectrum(f). Citacdes e referéncias a documentos eletrénicos Disponivel em:
<http://www speclab.com/compound/c129000 htm> Acesso em' 17 agosto 1999

Tiehm, A. Degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons in the presence of synthetic

surfactant. Applied Environment Microbiology. 1994. v. 60, p. 258 — 263

-83-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Verschueren, K. Handbook of environment data on organic chemicals. 3* ed. Van Nostradant
Reinhold. 1996. pp. 2064
Walton, B. T., Anderson, T. A Structural properties of organic chemicals as predictors of

biodegradation and microbial toxicity in soils. Chemosphere. 1988. v. 17, p. 1501 — 1507.




- “Omundo nao deve ter fronteiras
mas horizontes.”

IDENTIFICACAO DAS
LINHAGENS E DEGRADACAO
DE HAPs, SOLUBILIZADOS
EM ACETONA




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

1. RESUMO

Quatro linhagens bacterianas, (Bacillus badius, Bacillus cereus,
Enterobacter aglomerans e  Bacillus sphaericus), foram estudadas quanto a
capacidade de degradar os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (naftaleno,
antraceno, fluoreno e pireno), quando cultivadas como culturas puras em meio
contendo estes compostos solubilizados em acetona ou em cristais.

Através dos resultados pdde-se observar que as linhagens bacterianas
utilizaram HAPs, solubilizados ou em cristais, como fonte de carbono ¢ energia, no
entanto, para cada HAP a maior porcentagem de degradagdo se deu no sexto dia

para os solubilizados ¢ a partir do nono dia para os cristais.

1.1. ABSTRACT

Four bacterial strains: Bacillus badius, Bacillus cereus, Enterobacter
aglomerans, Bacillus sphaericus, were used in studies to determine their capacity
in to degrade the polycyclic aromatic hydrocarbons (naphthalene, anthracene,
fluorene and pyrene), added to the culture medium in a solubilized form or as
crystal. Degradation was determined by reverse-phase HPLC using a C;g column.
The solubilized PAH highest levels of acetone-solubilized PAH was obtained on the
6" day of growth, regardless of the strain or of the PAH, whereas it was necessary 9

days of incubation to obtain the highest degradation of the crystals of the PAHs.
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2. INTRODUCAO

Nos ultimos 200 anos tém ocorrido um rapido crescimento da populagio,
resultando na necessidade de se utilizar grandes quantidades de combustivel,
produtos quimicos, fertilizantes, pesticidas e farmacos para manter ¢ melhorar a
qualidade de vida (Chakrabarty ef al., 1988).

Embora muitos desses quimicos sejam utilizados ou destruidos, altas
porcentagens dos mesmos sdo liberadas no ar; agua e solos, representando um risco
em potencial para o meio ambiente e saide humana (Alexander, 1995). Como
resultado, temos como heranga locais contaminados que requerem atengio.
Infelizmente, ndo € possivel substituir todos os processos industriais que geram
poluentes como alternativa de “limpeza” do meio ambiente. No entanto, tratamentos
dos produtos liberados, acidentalmente ou ndo, é uma das alternativas na
prevengado, recuperagdo ¢ manutengdo dos ecossistemas (Colleran, 1997; Field et
al., 1995; Betts, 1991;).

As possiveis solugdes para os rejeitos langados no meio ambiente podem
abrigar diferentes processos biologicos, cujo objetivo é a biodegradagio de
compostos poluentes em compostos mais simples, em outras palavras, a
mineralizagcdo completa de moléculas organicas. Alguns processos podem gerar
ainda, produtos finais de valor energético, como é o caso do metano, ou de valor
para a industria de quimica fina, como € o caso do catecol, originado a partir da

transformacao bioldgica de compostos aromaticos (Griffiths, 1992).
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3. OBJETIVOS

Este capitulo teve como objetivo identificar as bactérias Bacillus Sp. e
linhagem L.28 quanto a espécie e género, respectivamente, e comparar a degradagéo
dos HAPs quando adicionados, em meio de cultivo, solubilizados ou em cristais,

contendo as linhagens bacterianas selecionadas.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O impacto dos processos microbioldgicos no dia-a-dia da existéncia humana
¢ dificil de ser quantificado, dada a ampla variedade de produtos cuja elaboragao
envolveu direta ou indiretamente a ag¢do de microrganismos. A aplicagdo de
microrganismos nas formulagdes de inoculantes microbiologicos para uso industrial
e agropecuario, tais como inoculantes para a biodegradagdo de compostos toxicos
em tratamentos de efluentes e para a biorremediacdo ambiental, tém sido bastante

pesquisados (Manfio & Lemos, 2002).

4.1. Microrganismos

Os microrganismos estdo largamente distribuidos em nosso planeta.
Representantes desses seres vivos sdo muitas vezes encontrados em ambientes de
caracteristicas extremas e presumivelmente adversas. Caracteristicas interessantes
dos microrganismos em geral € o papel que tém exercido e continuam exercendo,
desde o aparecimento da vida no planeta, em inumeros processos geologicos
fundamentais. A atividade metabolica desenvolvida pelos microrganismos exerce
comprovada influéncia na degradagdo de combustiveis fosseis (Garcia-J, 1997,
Ehrlich, 1981).

A adapta¢do de microrganismos a muitos compostos organicos exerce um
importante fator nas taxas de degradagdo. Respostas adaptativas tem sido
observadas em culturas puras, ambientes aquaticos, solos e aqiiferos (Moorman,
1990). A capacidade de certos microrganismos de utilizarem hidrocarbonetos como
fonte de carbono e energia foi apresentada por Zobell em 1946. Ele verificou que

esses microrganismos eram amplamente distribuidos na natureza, ¢ a utilizagdo de
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hidrocarbonetos era altamente dependente da natureza quimica dos compostos em
condigdes ambientais.

As maiores responsaveis pela degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos
(HAPs) no ambiente sdo as bactérias. Como a degradagdo desses compostos a CO2
envolve uma reagdo de oxidagdo, os organismos que os degradam em sua maioria
sdo aerdbios. O destino dos hidrocarbonetos, além da produgdo de CO2 na sua
degradagao total, podem também ser armazenados como globulos e alguns alcanos

podem ser incorporados na biomassa (Dumenil e al., 1988).

4.1.1. Bactérias

Bactérias sdo microrganismos procariotos, caracterizados por apresentar uma
anica molécula de DNA, e que sdo desprovidos de membrana nuclear. Sdo
visualizadas em microscopio com a utilizagdio de corantes. A coloragdo mais
importante ¢ mais amplamente utilizada ¢ o método diferencial de Gram. Esta
técnica foi descrita por Christian Gram em 1884, na Dinamarca, e possibilitou a
divisdo das bactérias em dois grandes grupos: Gram positivas e Gram negativas.

Entre os diversos géneros estudados na degradagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos, neste trabalho, destacam-se dois Bacillus e Enterobacter, os quais
foram selecionados, por apresentarem altos indices de degradacdo dos HAPs

(Capitulo 1I).
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4.1.1. 1. Bacillus

Bacillus, representa o género de bactérias Gram positivas que estdo na
natureza (solo, dgua e particulas). Algumas espécies estdo presentes na flora natural
do intestino humano. Quando cultivadas em agar-sangue, produzem colonias
branco-acinzentadas com margens irregulares.

Uma caracteristica tmica dessas bactérias é a capacidade de produzir
endosporo em condigdes de estresse. Muitas espécies sdo saprofitas inofensivas, no
entanto duas espécies sdo consideradas significantes — Bacillus anthraces e
Bacillus cereus.

Caracteristicas de identifica¢o:

» Aerobia estrita ou anaerobia facultativa;

» Tamanho 0,3 22 umx 1,2 - 7,0 um;

» Endosporo resistente ao calor, podendo ser central ou terminal:
» Maioria das linhagens sio Gram positivas:

» Quase todas as espécies sdo moveis; e

» Quimiorganotroficas.

Seu metabolismo pode ser estritamente respiratorio, fermentativo ou ambos. O
oxigénio ¢ o aceptor de elétrons no caso do metabolismo respiratorio, em algumas
espécies podem usar nitrato como uma alternativa de aceptor de elétrons. Existem
48 espécies do género Bacillus descrita, sendo que a maioria nio sio patogénicas

(Bacillus, 2002; Corbin, 2002).
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4.1.2. Enterobacter

Lnterobacter, sdo bactérias Gram negativas, presentes em agua, solo,
plantas, esgoto e fezes animais; pertencem a familia Enterobacteriaciae e sio
espécies bioquimicamente similares a Klebsiella.

Caracteristicas de identificag3o:

» (Gram negativas;

» Anaerobia facultativa;

» Temperatura 6tima de crescimento entre 30-37°C;

» Mobilidade via flagelo; e

» Quimiorganotroficas.
Possuem ambas vias metabolicas, respiratoria e fermentativa. Glicose e outros

carboidratos sdo catabolizados com produgdo de acidos e gas. Este género também

¢ conhecido por fixar nitrogénio no solo (Gardner, 2002).
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5. METODOLOGIA

S.1. Identificacdo das Linhagens Bacterianas

Duas, entre as quatro linhagens selecionadas, Bacillus sp. € 1.28, ndo foram
identificadas quanto espécie e género/espécie, respectivamente. Ambas, através do
processo de coloragdo de Gram, sdo bastonetes esporulados Gram positivos. Por
este motivo utilizou-se o Kit Api 50 CHB e CH no processo de identificagdo dessas

linhagens.

5.1.1. Colorac¢io de Gram

Neste processo, um esfrega¢o, da massa bacteriana, fixado recebeu o
seguinte tratamento:
A) Solugdo de cristal de violeta (ou violeta-de-genciana) — 1 minuto;
B) Solu¢ao de lugol, atua como fixador do corante — 1 minuto;
C) Solugao de etanol — é o passo critico da diferencia¢do, ja que um grupo de
bactérias sofre descoloragdo pelo alcool e outro, nio;

D) Solu¢do de safranina (ou fucsina) — 30 segundos.

No final da coloragdo, as bactérias apresentam-se roxas ou vermelhas. As
primeiras apresentam a cor roxa porque retiveram o complexo violeta-lugol e ndo se
descoloriram pelo etanol. Sdo as bactérias Gram-positivas. As segundas devem sua
cor vermelha ao corante de fundo, a safranina, ja que ndo conservam a coloragdo do

complexo violeta-lugol. Constituem as bactérias Gram-negativas.
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5.1.2. Kit Api 50 CHB - Bacillus

Para a utilizagdo do Kit Api 50 CHB, seguiu-se as etapas descritas abaixo:

A) As linhagens bacterianas, foram crescidas em meio NA, durante 18 horas;

B) Foi transferido uma al¢ada da massa bacteriana para tubo de ensaio contendo 10
mL de uma solugdo de NaCl 0,85% - Solugdo S1;

C) Em uma ampola contendo 5 mL de soro, suspendeu a solugdo S1 até atingir o
ponto 2 da escala de McFarland (anotando o numero de gotas utilizadas da
solugdo S1, para atingir a escala 2);

D) Em uma ampola Api 50 CHB, inoculou duas vezes o numero de gotas da
solugdo S1, homogeneizou a solugdo;

E) Aplicou-se a solugdo em uma cartela Api 50 CH; incubar a 30 °C; e foram

efetuadas leituras apos 24 e 48 horas de crescimento.

5.1.3. Kit Api S0 CH — Carboidratos

Este Kit baseia-se nas diferentes vias de metabolizagdo dos carboidratos:

» Assimilagio — os microrganismos crescem utilizando o substrato como tnica
fonte de carbono.

» Oxidagdo — a mudanga de coloragdo ocorrida na cartela—teste, este permite
observar a produg¢do de acido em aerobiose que sdo revelados por indicador de
pH do meio.

» Fermentagio — mudanga de coloragdo devido a produgdo de &cidos em
anaerobiose e revelados por indicador de pH do meio.

O meio Api 50 CHB permite realizar o estudo da fermentagdo de 49 agucares

da galeria Api 50 CH. As duas linhagens bacterianas foram diluidas em um meio de
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suspensdo e inoculadas em cada tubo da galeria (cada tubo contém um agucar).
Durante a incubagdo, o catabolismo dos glicideos produz écidos organicos que
provocam a viragem do indicador de pH.

Em cada tubo se estuda a acidificagio produzida que se traduz por uma
viragem do indicador vermelho fenol para amarelo, presente no meio de cultivo
(Api CH). Para o teste esculina (niimero 25), observa-se uma viragem do indicador

vermelho para negro.
5.2. Microrganismos

As linhagens bacterianas, selecionadas no Capitulo 1T e mostradas na Tabela
HIL1., foram utilizadas nos experimentos descritos a seguir a fim de se estabelecer
uma comparagao entre a % degradagdo dos HAPs solubilizados em acetona com

relagdo aos cristais de HAPs;.

Tabela III.1. Linhagens bacterianas

Linhagens Origem Gram

Bacillus badius Borra oleosa Gram +
Lnterobacter aglomerans Borra oleosa Gram -

B. sphaericus Borra oleosa Gram +

o B. cereus Borra oleosa Gram +
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5.3. Meio de Crescimento Bacteriano

As linhagens bacterianas foram cultivadas em placas de Petri ou tubos de
ensaio, contendo meio NA (agar nutriente — Merk), ou meio NB (caldo nutriente —
Becton Dickinson) e HAP. Este foi utilizado para manter os genes responsaveis pela
sua degradagdo. A incubagdo se deu em estufa (Eletrolab - DBO) a 30°C até atingir

fase exponencial de crescimento (24 horas).

5.4. Degradac¢ao dos HAPs

5.4.1. Meio de Cultivo

As linhagens foram cultivadas em meio Bushenell-Hass - BH - (Tabela 111.2.)

adicionando-se os diferentes HAPs, solubilizados em acetona ou em cristais

(concentragdo final 0,3% - m/v), como fonte de carbono. A incubagdo foi realizada

na auséncia de luz a 30°C, sem agitagao.

Tabela I11.2. Meio Bushenell-Haas (pH 7,0)

Quantidade (g/L) Componentes
0,2 Sulfato de magnésio
0,002 Cloreto de calcio
1,0 Fosfato de potassio monobasico
1,0 Fosfato de potassio dibasico
1.0 Nitrato de amonio

0,005 Cloreto férrico
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5.4.2. Coleta do Sobrenadante

A principio, o cultivo das linhagens foi realizado durante quinze dias,
retirando amostras no sexto, nono, décimo segundo e décimo quinto dias de
crescimentos. As amostras coletadas nestes dias foram analisadas quanto ao pH e a
degradagdo dos HAPs, cuja analise foi feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Apos essas andlises foi possivel estabelecer o melhor periodo pelo qual

as bactérias utilizaram os HAPs como fonte de carbono e energia.

5.4.3. Anilise da Degradaciao dos HAPs por Cromatografia Liquida de

Alta Eficiéncia

Para que ndo houvesse a possibilidade dos HAPs adsorverem-se no pellet
bacteriano ou possiveis impurezas no meio de cultivo, estes foram extraidos das

amostras, conforme descrita no item 5.4.3.1.

5.4.3.1. Extracao de HAPs

Para a extragao foi necessario seguir as etapas descritas abaixo:
A) As amostras foram acidificadas com acido cloridrico 10 M a pH 2.0;
B) Foi adicionado 10 mL de acetato de etila;
C) Foi deixado em repouso durante 24 horas;

D) Apos 24 horas, foi descartado a fase aquosa, recolhendo o solvente;
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E) Foi adicionado, novamente, 10 mL de acetato de etila, a solugdo foi agitada e
apos a separagdo de fases (aquosa / solvente), foi descartada a fase aquosa,
recolhendo o solvente. Esta operagdo foi repetida mais uma vez;

F) As trés fragdes extraidas, foram evaporadas em rotar vaporador (Eyla);

G) Em seguida, o “p6” foi ressuspendido com 10 mL de acetonitrila (o mesmo
solvente utilizado na composigdo da fase movel) e utilizado em analises de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

5.4.3.2. Condi¢oes Cromatograficas

Apés a extragdo, 20 ul de amostra foi injetada no cromatdgrafo. As

condigdes cromatograficas foram as mesmas descritas no item 5.5.2 (Capitulo I1).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Identificagcdo das Linhagens Bacterianas

Os resultados obtidos através da leitura das galerias do Kit Api 50 CH, estao
demonstrados na Tabela II1.3 e constituem o perfil bioquimico da cepa, servindo

para sua identificacdo ou tipagem.

Tabela I11.3. Leitura do Kit Api 50 CHB — Identificagdo de Linhagens Bacillus.

Leitura (mudanca de coloraciio)

Bacillus sp. Linhagem L.28
Acticares 24 h 48 h 24 h 48 h

0 — Controle

1 — Glicerol - + - -
2 — Eritrol - - - -
3 — D — arabinose - - - -
4 — L — arabinose - - - -
5 — Ribose _ + + L =
6 — D —xilose - - - -
7 — L — xilose - - - -
8 — Adonito - B - -
9 — 8 Metil-D-xilosidase . - - -
10 — Galactose - - . -
11 — Glicose B o - »
12 — Frutose -+ + S &
13 — Manose - - = 5
14 — Sorbose - - - - B
15 — Ramnose = - = =
16 — Dulcitol - ni - - -
17 — Inositol ) - - - =
[8 — Manitol - - - -
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Tabela I11.3. Continuagao

19 — Sorbitol = - - -

20 - a-Metil-D-manosidase - - - -

21- a-Metil-D-glicosidase = » # -

22 — N Acetil glucosamida % + . &

23 — Amygdalin . . . .

24 — Arbutin

25 — Esculim

Hl+ |+ |+
[}
-

”

5
26 — Salicin +
27 — Celobiose +

+
1
1

28 — Maltose +

29 — Lactose -

30 — Melobiose - B - ;

31 — Sacarose + + - -

32 — Trealose + + - -

33 — Inulim = - - _

34 — Melezitose z = - -

35 — Rafnose = = = -

36 — Amido + + = .

37 — Glicogen + + » .

38 — Xilitol - - - "

39 — Gentiobiose - . - _

40 — D Turanose = - - -

41 - D Lixose = - - -

42 — D Tagatose - - = -

43 — D Fucose 2 i z -

44 — L Fucose = - = -

45 — D Arabitol - = o .

46 — L Rabitol - = & -

47 — Cluconate - = 2 -

48 — 2 Ceto Gluconato s . = _

49 — 5 Ceto Gluconato - 5 - -
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Consultando tabela de identificagdo que acompanha o Kit Api 50 CHB, a
qual lista 24 espécies de Bacillus (Sneath et al., 1986), pode- se identificar as
linhagens estudadas:

» Bacillus sp. => Bacillus cereus.

» Linhagem L28 => Bacillus sphaericus.

6.2. Estudo da Degrada¢ao dos HAPs

Todos os resultados descritos a seguir sdo médias aritméticas das amostras

analisadas, nos diferentes experimentos, em triplicata e descontados dos controles.

6.2.1. HAPs solubilizados em acetona

As linhagens cultivadas em meio contendo HAPs (0,3% - v/v), foram
analisadas quanto ao pH e porcentagem de degradag¢do por CLAE, Figuras II1.1. e

I11.2, respectivamente.
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Figura IIL.1. pH de meio BH, contendo HAPs (solubilizado, concentragdo final
0,3% - v/v) como fonte de carbono, fermentado pelas linhagens

bacterianas.
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Figura IIL.2. Porcentagem de degradagdo dos HAPs, solubilizados em acetona,

presentes em meio BH e fermentado por linhagens bacterianas.

Pdde-se observar nas Figuras III.1. e II1.2., que para cada fonte de carbono

obteve-se:
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» Naftaleno

Todas as linhagens apresentaram um leve aumento de pH a partir do sexto dia de
cultivo, quando comparadas com o controle. Com relagdo a porcentagem de
degradagdo, observou-se que no sexto e nono dias de cultivo houve maior
porcentagem de degradacdo, ou seja, cerca de 97% do composto foi degradado.

» Antraceno

Quando as linhagens foram cultivadas nesta fonte de carbono, pouco ou nenhum
aumento no valor de pH ocorreu, quando comparado com o controle. Em relag¢do a
porcentagem de degradagao do mesmo, o melhor dia observado foi o sexto, com
degradagao superior a 85%, excetuando Bacillus badius que apresentou 60% de
degradagao. No nono dia, mais de 50% do composto foi degradado. Para os demais
dias, pouco ou nada foi degradado.

Apesar do sexto e nono dias de cultivo mostrarem serem os melhores na
degradagdo do antraceno, o valor de pH manteve-se inalterado, o que sugere que o
composto ou mesmo os produtos de degradacdo do mesmo nao interferem no valor
deste, uma vez que o meio continuou basico ou neutro.

~ Fluoreno

Todas as linhagens apresentaram um aumento de pH quando cultivados em meio
com este composto, sendo que no sexto dia registrou-se o mator valor de pH. Este
dia também foi1 o que se destacou em relagdo a porcentagem de degradagio —
superior a 90%, para todas as linhagens. Sendo assim, os produtos formados
através da degradagao do fluoreno podem ter elevado o pH do meio.

» Pireno

Independente do dia em que coletou-se as amostras para deteccdo de pH, todas as
linhagens apresentaram aumento de seu valor, quando comparadas com o controle.

Cerca de 90% do composto foi degradado até sexto dia por todas as linhagens.
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Essa diferenga de pH pode ser atribuida aos produtos formados pela degradagao do

pireno.

Com base nos dados relatados acima, pdde-se estabelecer que os melhores
dias de cultivo foram o sexto e nono. Talvez devido a rapidez de crescimento
bacteriano, uma vez que mudando-se a fonte de carbono de HAP por glicose, por
exemplo, as mesmas conseguem se reproduzir em menos de 24 horas.

Com relagdo ao pH, ndo foi possivel estabelecer o aumento do mesmo com
um dia em especifico. A variagdo de valores detectados de um dia para o outro,
pode estar relacionado com a atividade enzimatica. O que ficou evidente é que a
alteragdo se da de basico para neutro, o que pode estar correlacionado com a agdo
de enzimas, as quais atuam na faixa de pH 7,0 — 8,0 (Hegman, 1966; Fujisawa &
Hayaishi, 1968; Dorn & Knackmuss, 1978; Baggi er al., 1987).

Comparando estes resultados com os obtidos no Capitulo II, tém-se a
confirmagdo que o sexto dia é o melhor para medir a degradacdo dos compostos

aromaticos.
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De acordo com os resultados obtidos desta etapa, pdde concluir que: ocorreu
um aumento de pH no meio BH quando as bactérias foram inoculadas; o sexto e
nono dias de cultivo mostraram-se os melhores na detecgdo da degradacio dos
HAPs e comparando-se as linhagens entre si, pdde-se observar que todas
conseguiram utilizar os HAPs como fonte de carbono com seis dias de crescimento,

0 que pode ser observado na Figura III. 3.

% 90 B ) B. badius
B 60 ! | & E aglomerans
35 30 | | [ B.sphaericus
X 0+ = - | i B. cereus
Naftaleno  Antraceno Fluoreno Fireno
Fonte de Carbono

Figura IIL.3. Porcentagem de degradacdo de HAPs entre as linhagens apds seis

dias de cultivo.

6.2.2. HAPs em cristais

Nesta etapa também verificou-se a degradagdo dos HAPs quando as

linhagens foram cultivadas em meio BH contendo cristais. Os resultados obtidos

estdo demonstrados no Figura I11.4.
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Figura IIL.4. Porcentagem de degradagdo dos HAPs pelas linhagens bacterianas

cultivadas em meio contendo cristais.

Analisando a Figura II1.4, para cada fonte de carbono observou-se:
» Naftaleno
Todas as linhagens apresentaram maior taxa de degradacdo a partir do décimo
segundo dia de crescimento, exceto B. badius que degradou 50% dos cristais de
naftaleno até o décimo quinto dia. Comparando-se este experimento com a
porcentagem de degradagdo dos HAPs solubilizados, observou-se os seguintes

resultados, mostrados na Tabela I11.4.
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Tabela I11.4. Porcentagem de degradagdo de linhagens bacterianas cultivadas em

meio contendo naftaleno solubilizado ou em cristal

% Degradac¢ao Naftaleno

Linhagens 6 dia 9 dia 12 dia 15 dia
S € | & C S C S C
B.badius | 97 | 10 | 97 1 0 | 35 | 13 3 50
L. aglomerans | 98 20 97 3 13 79 4 29
B. sphaericus | 98 6 98 0 6 | 67 | 004 ] 63
B. cereus 98 | 45 | 98 | 16 6 | 45 | 17 | 49

S = naftaleno solubilizado em acetona; C = cristais de naftaleno

Quando o composto foi solubilizado em acetona, este tornou-se mais
acessivel aos microrganismos estudados, sendo quase todo degradado (98 %), até o
sexto dia de cultivo. Entretanto, quando as linhagens foram cultivadas em cristais de
naftaleno, foi necessario mais tempo para que o composto fosse utilizado como
fonte de carbono e energia, sendo necessario no minimo doze dias para obter
degradag¢do superior a 40%.

A porcentagem de degradacdo em meio contendo cristais de naftaleno for
baixa para a maioria dos microrganismos avaliados no sexto e nono dias. A partir

do nono dia de cultivo, a porcentagem de degradagdo aumentou.
» Antraceno

Assim como ocorrido com o naftaleno, as linhagens também necessitaram de mais

tempo de cultivo para utilizar antraceno como fonte de carbono. Essa relagdo
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tempo/degradagdo estd diretamente associada com a forma como o composto é

“oferecido” aos microrganismos, ou seja solubilizados ou em cristais (Tabela I11.5).

Tabela IIL.5. Porcentagem de degradagdo das linhagens bacterianas cultivadas em

meio contendo antraceno solubilizado ou em cristal

% Degradacdo Antraceno

Linhagens 6 dia 9 dia 12 dia 15 dia
s |lcls]lcls]lcl|s]|c
Bbadius | 60 | o | s6 | o | o | 8 | o | 85
Eaglomerans | 94 | 3 | s8 | 12 ] o | sa | o | o4
B.sphaericus | 89 | 25 | 59 | o | 3 | 81 | o | 8
B. cereus 90| 0o | 58 | 80 1 72 0 | 93

S = antraceno solubilizado em acetona; C = cristais de antraceno.

» Fluoreno

Como pode ser observado na Tabela I11.6, as linhagens conseguiram utilizar
fluoreno como fonte de carbono, até o nono dia de cultivo. Comparando as
linhagens bacterianas cultivadas em meio contendo solugdo de fluoreno ou em
cristais, pode-se observar que assim como os demais compostos descritos, o
fluoreno foi quase todo degradado até o sexto dia de cultivo quando solubilizado
em acetona (+ 90%). No entanto, este valor so6 foi obtido no nono dia quando as

linhagens foram cultivadas em cristais.
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Tabela II1.6. Porcentagem de degradagdo das linhagens bacterianas cultivadas em

meio contendo fluoreno solubilizado ou em cristal

% Degradacao Fluoreno
Linhagens 6 dia 9 dia 12 dia 15 dia
S C S C S C S C
Bbadius | 94 | 18 | 45 | 93 | 12 | 49 | 11 | 43

E. aglomerans 9 | 3 46 94 5 57 4 53

B.sphearicus | 95 | 2 | 46 | 89 | 8 | 24 | 5 | s
B. cereus 95 | 20 | 46 | 91 | 5 | 47| 9 | 55

S = fluoreno solubilizado em acetona; C = cristais de fluoreno

» Pireno

Na Tabela I11.7, estdo demonstradas as porcentagens de degradagio do pireno pelas
bactérias quando utilizado solubilizado ou em cristais.

Diferentemente dos outros compostos (naftaleno, antraceno e fluoreno); as
Imhagens conseguiram utilizar o pireno como fonte de carbono e energia até o sexto
dia de cultivo ocorreu mais de 80% de degradagao do composto. No décimo quinto

dia obteve-se cerca de 99% de degradagdo para todos os microrganismos avaliados.

-111-



DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Tabela II1.7. Porcentagem de degradagdo das linhagens bacterianas cultivadas em

meio contendo pireno solubilizado ou em cristal

% Degradacao Pireno

Linhagens 6 dia 9 dia 12 dia 15 dia
S C S C S C S C
B. badius 91 | 8 | 90 | 26 1 99 2 '_'-99
E. aglomerans | 90 . 83 . 91 6 3 99 2 99
B. sphaericus 9 | 84 | 91 0 2 55 0,7 | 99
B. cereus 91 88 90 | 67 6 78 0 | 99

S = pireno solubilizado em acetona; C = cristais de pireno

Com este experimento, observou-se que a solubilizagdo do pireno nao
apresentou diferenga de resultados em relagdo a sua degradacdo, visto que, os
cristais de pireno também foram utilizados até o sexto dia de crescimento
bacteriano, uma vez que esse composto foi a tUnica fonte de carbono para as

linhagens.

De acordo com os resultados obtidos nesta fase (crescimento das linhagens
em cristais de HAPs), pdde-se concluir que as maiores porcentagens de degradagdo
foram obtidas no décimo quinto dia para naftaleno (exceto £. aglomerans, com 0
décimo segundo dia de cultivo) e antraceno; no nono dia para fluoreno e no sexto
para pireno. Comparando-se as linhagens bacterianas cultivadas em cristais de
HAPs em relagdo aos mesmos solubilizados em acetona, constatou-se que foram
necessarios maior tempo de incubag¢do para que o cristal fosse utilizado como fonte

de carbono.
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A utilizagdo do HAP ¢ altamente dependente da natureza quimica dos
compostos (Lee er al. 1992) . As condigdes dadas as bactérias foram diferentes em
relagao a fonte de carbono. Primeiro os mesmos foram apresentados soluveis em
acetona e posteriormente em forma de cristais; estes apresentam baixa solubilidade
quando adicionados em meio liquido.

Segundo Sims & Overcash (1983), quanto maior o nimero de anéis
benzénicos, menor sua solubilidade em agua a 25 °C. Um exemplo disso esta entre
a solubilidade do naftaleno, com dois anéis aromaticos, de 32 mg/L. e do pireno,

com quatro anéis aromaticos e solubilidade de 0,16 mg/L.
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v

7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste Capitulo; pode-se concluir que:
Utilizando o Kit Api 50 CHB e 50 CH, a linhagem L 28 foi identificada como
Bacillus sphaericus e a Linhagem Bacillus sp., como Bacillus cereus,

Ocorreu aumento de pH em alguns meios cultivados pelas linhagens e HAPs
como fonte de carbono;

Quando os HAPs foram solubilizados em acetona, as linhagens bacterianas os
utilizaram como fonte de carbono em seis dias de cultivo; e

Comparando as linhagens bacterianas cultivadas em cristais de HAPs em relagao
as cultivadas em HAPs solubilizados, foram necessarios maiores tempos de
incubagdo (15 dias), para que os cristais fossem utilizados como fonte de

carbono pelas bactérias.
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1. RESUMO

Quatro linhagens bacterianas (Bacillus badius, Bacillus cereus, Enterobacter
aglomerans e  Bacillus sphaericus), foram estudadas quanto a produgao
enzimatica, atividade de biosurfactante e capacidade de degradar hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno), por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, quando foram utilizadas como fonte de carbono em
culturas puras ou em consoércio de bactérias.

Através dos resultados pode-se observar que as linhagens bacterianas
utilizaram os cristais de HAPs como fonte de carbono e energia, no entanto, para
cada HAP a maior porcentagem de degradacdo se deu em diferentes dias de cultivo.
Quando as mesmas foram usadas em consorcio bacteriano foi possivel obter maior
degradagdo dos compostos em menor tempo de cultivo. Com a adigdo de
surfactantes pdde-se observar aumento na degradagdo em menos tempo, embora o
Triton X-100 tenha apresentado efeitos toxicos para as bactérias. Além dos HAPs,
as linhagens bacterianas também utilizaram os surfatantes (Tween 20 ¢ 80) como
fonte de carbono. Com as analises realizadas por cromatografia gasosa foi possivel

identificar a formagdo de catecol como subproduto no processo de degradagdo de

antraceno, fluoreno e pireno.
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1.1. ABSTRACT

Bacillus badius, Bacillus cereus, Enterobacter aglomerans and Bacillus
sphaericus were cultivated as pure culture or in a consortion, in a medium
containing crystals of naphthalene, anthracene, fluorene and pyrene for 9 days. The
supernatants of the culture were collected and the degradation of the PAHs, the
activity of some enzymes and also the production of biosurfactant activity was
estimated.

For pure cultures the time of cultivation to produce the highest levels of
degradation was dependent on the strain. When the consortia was used a decrease
in the time of cultivation for highest degradation of the PAHs was observed,
regardless of the PAH. The presence of surfactantes such as Tween 20, Tween 80
or Triton X-100, in the growth medium an increase in the degradation in a shorter
incubation time when compared to growth in media without surfactants was
observed. However, the bacteria used Tween 20 and Tween 80 preferentially to the
PAHs.

Gas chromatography analysis of the supernatant’s cultures showed that
catechol was one of degradation product formed during growth of these four

bacteria in PAHs.
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2. INTRODUCAO

A cada ano novos compostos sdo produzidos pelo homem, levando a
introdu¢do de novos residuos na natureza. Estes nem sempre podem ser
aproveitados e/ou degradados na forma em que se encontram, desta maneira
persistem no ambiente prejudicando a biota local e conseqiientemente o homem. Os
compostos aromaticos policiclicos (HAPs), enquadram-se principalmente, nos
residuos resultantes da atividade antropica, sendo encontrados no solo e na agua, e
normalmente sdo originados na industria quimica e petroquimica (Tuhackova et al.,
2001; Conceigao et al, 2001).

Alguns microrganismos possuem capacidade de se adaptar a ambientes
poluidos 1ictando o processo de biodegradagao de diversos componentes

considerados tdxicos (Filonov ef al. 2000, Li et al., 2000; Romantchuck et al.,

2000; Balashova et al., 1999).
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3. OBJETIVOS

Este capitulo teve como objetivos estudar as linhagens bacterianas Bacillus
badius, Enterobacter aglomerans, Bacillus sphaericus e Bacillus cereus , quando
cultivadas em meio contendo cristais de HAPs, sob diferentes aspectos como:

» O sistema enzimatico envolvido na degradagdo dos HAPs, como o estudo das
dioxigenases;

~ O efeito dos surfactantes no processo de degradagio;

» As bactérias em consorcio, para verificar a relagio dessa interagdo com a

degradacao dos HAP; e

» Comprovagiao da degradacao dos HAPs por analises por cromatografia gasosa.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitas substancias sdo produzidas e introduzidas nos ecossistemas terrestre e
aquaticos, podendo atuar na disponibilidade de oxigénio dissolvido, desequilibrando
a comunidade aerobica ou agir diretamente pela toxicidade destes compostos. A
toxicidade pode ser percebida como ocorréncia de efeitos deletérios, que advém do
contato entre os seres vivos € uma substancia quimica. Os efeitos da toxicidade
podem ser dintinguidos em efeitos agudos ou cronicos (Balan, 2001). Desde muito
tempo os microrganismos sdo estudados com a finalidade de remover estas
substéncias toxicas do meio ambiente (Karegoudar & Kim, 2000; Bidaud & Minh-
T, 1998; Rehmann ef al., 1997)

As enzimas microbianas sdo utilizadas na degradagdo dos poluentes (Mars et
al., 1999; Meyer et al., 1999; Milo et al., 1999). Muitas delas estdo envolvidas
neste mecanismo a milhdes de anos, protegendo as células das substancias que lhes
seriam toxicas e/ou permitindo a utilizagdo de carbono como fonte de energia. A
destoxificagdo pode resultar na completa mineralizagdo do poluente ou em
decomposigdo parcial associada com a perda da atividade biologica. Varias enzimas
ndo sdao completamente especificas aos substratos, e agem sobre compostos recém

sintetizados e liberados pelas atividades humanas na biosfera (Balan, 2001).
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4.1.Mecanismo de Degradac¢io dos HAPs pelas Bactérias

Tipicamente, a degradagdo dos HAPs por bactérias envolve a agdo de uma
dioxigenase que gera a formagdo de um diol, com conseqiiente clivagem e formagao
de um diacido como cis-cis-acido mucdnico (Edward, 1993; Robert, 1992).

As dioxigenases, envolvidas na hidroxilagdo do anel aromatico, requerem
cofatores NADH ou NADPH, os quais recebem os elétrons provenientes de uma
flavoproteina ferro-enxofre e os transferem para uma ferrodoxina 2Fe.S (Haigler &
Gibson, 1990). Esta por sua vez, reduz uma proteina ferro-enxofre terminal (Ensley
& Gibson, 1983), que ird catalisar a oxidagdo do composto aromatico (Figura

V.1).

Proteina Ferro
NAE:H enxofre
H (reduzida)
Redutase Dlomgenase
Proteina Ferro
+ FADH, enxofre \OH Cis-dihidrodiol

NAD {oxidada)

Figura IV.1. Mecanismo de oxidagdo dos compostos aromaticos pelos

componentes enzimaticos da dioxigenase.
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Neste primeiro estagio do metabolismo, os compostos aromaticos formam um
intermediario, denominado cis-dihidrodiol. No segundo estagio do metabolismos de
HAPs por bactérias, tém-se a rearomatizagdo do cis-dihidrodiol por uma
desidrogenase, para formar um derivado dihidroxilado (Patel & Gibson, 1974).
Embora os passos iniciais da conversdo sejam semelhantes para muitos HAPs, o
numero de intermedidrios formados apds a rearomatiza¢io do anel benzénico é
limitado (Reineke & Knackmuss, 1988; Chaudhry & Chapalamadugu, 1991). Esses
intermediarios hidroxilados (catecol, protocatecol ou 4cido gentisico), servem de
substratos para outros tipos de dioxigenases, que promoverdo a abertura do anel
benzénico. Tais dioxigenases ndo requerem cofatores ¢ podem clivar compostos,
através de duas vias metabolicas principais, meta ou orto.

A rota da biodegradagdo do naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno estio

demonstradas nas Figuras IV.2. a IV.5., respectivamente.
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Figura 1V.2. Biodegradagio aerobica do naftaleno (Wilson & Bouwer, 1997).
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Figura 1V.3. Biodegradagio aerobica do antraceno (Smith, 1990).
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Figura IV.5. Biodegradagao aerdbica do pireno (Rehmann ef al. 1997),
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Existem varias vias responsaveis pela quebra de compostos aromaticos,
muitas delas apresentam o catecol como intermedidrio central. Uma vez formado, o
proximo passo € a fissdo do anel do catecol, que pode ocorrer por dois mecanismos
distintos, clivagem meta ou orto.

Na via meta, a quebra da ligagdo ocorre entre o atomo do carbono adjacente
ao grupo hidroxila do catecol, formando o 2-hidroximucdnico semialdeido como
mtermediario da via metabdlica e, posteriormente, piruvato e acetaldeido. A
dioxigenase responsavel por essa catalise, também chamada de extradiol, ¢ a
catecol 2,3-dioxigenase (Dagley, 1975).

A via orto envolve a quebra de ligagdo entre atomos de carbono ligados aos
dois grupos hidroxila do catecol para dar lugar a formagdao do acido cis-cis
muconico e dai succinato e acetil-coenzima A (Chapman, 1979). A abertura do anel
aromatico, acrescido dos passos metabolicos seguintes da clivagem intradiol ¢
denominada via metabolica orfo ou do B-cetoadipato. A catecol 1,2-dioxigenase € a
enzima que quebra a liga¢do entre os atomos de carbono. Se o dihidrodiol formado
¢ o protocatecol, a enzima atuante sobre esse metabdlito sera a protocatecol 3.4-
dioxiganase (Figura IV.6.).

Todas essas vias levam a intermediarios da rota metabolica central da célula,

o ciclo dos acidos tricarboxilicos (Figura IV.7.).
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Figura IV.6. Via de degradacdo do catecol — clivagem orfo e meta (Burlage ef al.,

1989)
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Figura IV.7. Esquema geral da degradagdo de hidrocarbonetos, mostrando a
convergéncia para produtos comuns como a degradagdo de

carboidratos (Barbosa & Torres, 1998).
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4.2. Enzimas

4.2.1. Catecol 2,3-dioxigenase (EC 1.13.11.2; catechol:oxygen 2,3-

oxidoreductase)

Catecol 2,3-dioxigenase faz parte das enzimas de clivagem extradiol (Figura
[V.8.). Consiste de quatro subunidades idénticas de 32 KDa e contém um ion ferro
[Fe(II)] catalitico por subunidade. O produto de reagdo ¢ um semialdeido 2-
hidroximucdnico, o qual possui coloragdo amarela (Hahn er al. 1991).

A reagdo enzimatica procede por um mecanismo bi-uni ordenado: primeiro
ocorre a ligagdo do catecol a enzima, seguindo o dioxigénio para formar um
complexo ternario, entdo, o anel aromatico é clivado para produzir o semialdeido

hidroximuconico.

OH H

—
OH VIA META C

Figura IV.8. Clivagem extradiol — via meta
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4.2.2. Protocatecol 3,4-dioxigenase (EC 1.13.11.3; protocatechuate-

oxygen 3,4-oxidoreductase)

Protocatecol 3,4-dioxigenase pertence as enzimas que realizam clivagem
intradiol (Figura IV.9.). Contém Fe (III) como grupo prostético e nimeros iguais de
subunidades o e B que formam diferentes estruturas quaternarias de (afS)n, onde n

varia de 3 a 12 (Harayama et al, 1992).

OH

Q
OH VIAORTO

Figura IV.9. Clivagem intradiol — via orto

CoO
COO

/ﬂ

4.2.3. Catecol 1,2-dioxigenase (EC 1.13.11.1; pyrocatechase)

Catecol 1,2-dioxigenase contém Fe (II1) como grupo prostético e pertence as
enzimas que fazem clivagem intradiol (Figura 1V.9.). Muitas espécies bacterianas
apresentam subunidades o e [ nao idénticas (ap-Fe™)n ja outras, possuem
polipeptideo simples (oo-Fe™)n. Possui pouca ou nenhuma atividade aos

clorocatecois.
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4.3. Surfactantes

O principal problema da degradagdo dos HAPs pelos microrganismos esta na
sua insolubilidade em dgua. Para solucionar este problema, muitos pesquisadores
tém estudado a agdo dos surfactantes. Estes desempenham papel importante para a
remediagao in sifu e também como medida auxiliar para estimular a biodegradagao
dos hidrocarbonetos (Rosato, 1997 Igbal, 1995).

Diversos microrganismos sdo produtores de agentes surfactantes (Igbal ef al.,
1995) e alguns tém sido utilizados para limpeza de tanques reservatorios de petroleo
(Gutnick & Rosenberg, 1977). O papel de surfactantes pode ser observado em
mutantes de Pseudomonas. P. aeruginosa irradiado por raios gama apresentou
aumento de 3-4 vezes na produgfo de surfactante com aumento concomitante na
degradagéo de heptadecano (Igbal ef al., 1995).

A eficiéncia dos biosurfactantes levou a analise de surfactantes quimicos

mais baratos, como por exemplo Triton X e Tween (Bury & Miller, 1993).

4.3.1. Tween 20

Tween 20, também denominado de poli(oxietileno)-sorbitol-monolaurato
(Figura IV.10.), ¢ um detergente ndo i6nico, com massa molar de 1227,72 g mol™,
estabilidade entre 2 a 8 °C; absorbancia (254nm) de 0,025 e concentragio micelial
critica aproximadamente 0,06 x 10° M: é utilizado para solubilizar membranas

protéicas durante o isolamento de complexos membrana-proteina (Sullivan, 2001).
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H - (OCH,CHy)wy - O-(CH,CH,0)x- H

O - (CH,CH,O)y - H

OCOCy4Hz3

Figura IV.10. Estrutura quimica do Tween 20

4.3.2. Tween 80

Tween 80, também denominado de poli(etileno)-sorbitol-éster (Figura
[V.11.), é um detergente nfio idnico que apresenta massa molar de 1310 g mol™,
estabilidade entre 2 a 8°C; concentragdo micelial critica de 13-15 mg/L*>. Tem sido
amplamente utilizado em aplicagdes bioquimicas incluindo, solubilizag¢do de
proteinas, isolamento de nicleos a partir de culturas celulares e emulsificagoes ¢

dispersdo de substincias em produtos alimentares e medicinais (Sigma, 2001).
HO(CoH,O)w ,(OC2H,),0H

CH (OC,Hyg)z- O - Cni - (CHy)7 (CHy)7 - CH3

Figura IV.11. Estrutura quimica do Tween 80.
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4.3.3. Triton X-100

Triton X-100, também conhecido como octilfenol (etilenoglicoeter), (Figura
[V.12.), é um detergente nio 16nico, com massa molar de 647 g mol™, estabilidade

entre 2 a 8°C e concentragdo micelial critica de 0.2 x 10> M (Roche).

Figura IV.12. Estrutura quimica do Triton X-100

4.4. Consorcio Bacteriano

Os HAPs se encontram em ecossistemas aquaticos e terrestres misturados
com culturas de microrganismos. Alguns destes sio mineralizados por um unico
MiCrorganismo, no entanto, um consorcio pode ser mais efetivo neste processo. O
consorcio pode ser construido com base nas relagdes de comensalismo e
sinergismo. No caso de comensalismo, alguns microrganismos se beneficiam sem
que outros sejam afetados. A interagdo comensalistica mais vista & a produgdo e
libera¢do de substancias ao meio. Estas substancias podem ser utilizadas por outros
microrganismos que estao crescendo no mesmo substrato. Associagdes sinergisticas
sdo capazes de uma biodegradagdo mais efetiva, uma vez que todos os
microrganismos se beneficiam no processo (Mueller er al., 1990; Walter, 1991:

Wiesel et al, 1993; Ginkel, 1996).
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5. METODOLOGIA

5.1. Microrganismos

As linhagens bacterianas (Bacillus badius, Enterobacter aglomerans,
Bacillus sphaericus e Bacillus cereus) foram utilizadas nos experimentos descritos
a seguir a fim de se entender a relagdo entre o metabolismos das mesmas, com a

degradacio do hidrocarbonetos aromaticos, estando divididos em etapas.

5.2. Meio de Crescimento Bacteriano

As linhagens bacterianas foram cultivadas em placas de Petri ou tubos de
ensaio, contendo meio NA (agar nutriente — Merk), ou meio NB (caldo nutriente —
Becton Dickinson) e HAP. Este foi utilizado para manter os genes responsaveis pela
sua degradagdo. A incubagdo se deu em estufa (Eletrolab) a 30°C até atingir fase

exponencial de crescimento (24 horas).

Etapa I: Estudo das Atividades Enzimaticas

5.1.1 Meio de Cultivo

As linhagens bacterianas foram cultivadas e mantidas em meio NB e apos
atingirem densidade optica (DOs90nm) igual a 1,0, 500 uLL foram transferidos para
fracos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio BH e cristais de
hidrocarbonetos aromaticos (naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno), numa
concentragdo final de 0,3% (m/v).
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O meio contendo os cristais foi autoclavado a 121 °C, durante 15 min. Apos
esterilizagdo, a cultura bacteriana, foi inoculada e incubada a 30 °C, no escuro e
sem agitagdo durante quinze dias. As amostras foram coletadas no sexto, nono,
décimo segundo e décimo quinto dias de crescimento. Uma vez que as enzimas
analisadas, neste trabalho, sao intracelulares, foi necessario realizar extracio celular

para libera-las.

5.1.2. Extracio

Para extragdo seguiu-se o método de Balajee & Mahadevean (1991), descrito
abaixo.

A) Os caldos das amostras foram centrifugados a 1000 g, durante 15 minutos;

B) O sobrenadante foi descartado e o extrato lavado duas vezes, com tampio
fosfato 0,025 M, pH 7.0, a 15000 g durante 10 min.;

C) Posteriormente a centrifugacio, o sobrenadante foi descartado e o extrato celular
ressuspendido no mesmo tampdo e homogeneizado com bastio de vidro
(macerando o extrato com o tampao);

D) Em seguida, o mesmo foi sonicado em Sonifer 250 Branson, durante 5 minutos;

E) Apos, a amostra foi centrifugada a 17000 g durante 60 min. a 5°C;

F) O sobrenadante resultante foi utilizado em analises enzimaticas.
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5.1.3. Catecol 2,3-dioxigenase

A atividade de catecol 2,3-dioxigenase foi determinada de acordo com o
método de Baggi et al. (1987) modificado. Consiste na leitura a 375 nm do produto

formado a partir da fissdo do anel aromatico do catecol. A mistura de reagao

continha:
Quantidade (mL) Composto
1,0 0,3 mM Catecol
1,0 50 mM Tampao fosfato (pH 7,0)
1,0 Extrato celular

A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para converter 1 mmol do substrato por minuto.

5.1.4. Protocatecol 3,4-dioxigenase

A atividade de protocatecol foi determinada de acordo com o método de
Fujisawa & Hayaishi (1968) modificado, sendo determinado

espectrofotometricamente a 290 nm. A mistura de reagao continha:

Quantidade (mL) Composto
1,0 0,12 mM Acido protocatecoico
1,0 15 mM Tampao tris-acetato (pH 7.5)
o 1,0 ‘ Extrato celular B

A atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para converter | mmol do substrato por minuto.
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5.L.5. Catecol 1,2-dioxigenase I

A atividade de catecol 1,2-dioxigenase I foi determinada de acordo com o
método de Hegman (1966) modificado. A atividade enzimatica foi determinada a

260 nm. A mistura de reagdo continha:

Quantidade (mL) Composto
1,0 0,3 mM Catecol
0,8 50 mM Tampao fosfato (pH 7,5)
0,2 0,4 mM EDTA
1,0 Extrato celular

Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade requerida para
transformar 1 mmol do substrato em produto, por minuto. A conversao de 1 mmol

do substrato corresponde a aumento de 5,63 unidades de absorbancia, sob estas

condigdes.

5.1.6. Catecol 1,2-dioxigenase II

A atividade de catecol 1,2-dioxigenase I foi determinada de acordo com o
método de Domn & Knackmuss (1978) modificado. A atividade enzimatica foi

determinada a 260 nm. A mistura de rea¢do continha:

Quantidade (mL) Composto
1.0 0,1 mM Catecol
0.8 [0 mM Tampaio tris-HCI (pH 8.0)
0,2 0,1 mM 2-Mercaptoetanol

1,0 Extrato celular
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Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade requerida para
transformar 1 mmol do substrato em produto, por minuto. A conversao de 1 mmol
do substrato corresponde a aumento de 5,63 unidades de absorbancia, sob estas

condigdes.

5.1.7. Determinacio Protéica

A proteina presente na amostra foi determinada através do Kit “Protein Assay
— Bio Rad”, baseado no método de Bradford.

As amostras cultivadas em meio BH durante 15 dias, foram centrifugadas a
15000 g, durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o extrato foi utilizado
na determinacdo protéica. A esse extrato adicionou-se 1,5 mL de hidroxido de sodio
10 M; misturou-se vigorosamente o extrato com bastonete de vidro; em seguida a
solugdo foi centrifugada a 10000 g durante 15 min. Apds a centrifugagéo, o
sobrenadante fo1 utilizado na seguinte mistura de reagao:

» 800 uL de sobrenadante;
» 200 uL do reagente concentrado;
> A solugio foi agitada e incubada por 5 min. até 1 hora em temperatura ambiente;

» Em seguida, efetuada a leitura em espectrofotometro a 595 nm.

Através da equacgdo obtida por uma curva padrdo, foi possivel determinar a

quantidade de proteina presente na amostra, sendo expressa em mg/mL.
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Etapa II: Estudo das Atividades de Biosurfactantes

5.11.1. Determinacao da Produgio de Biosurfactantes

As linhagens bacterianas foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio BH e cristais de HAPs (naftaleno, antraceno, fluoreno ou pireno), numa
concentracdo final de 0,3 % (m/v), como fonte de carbono, durante nove dias de
cultivo a 30°C, no escuro e sem agitagdo. As amostras foram coletadas no sexto e
nono dias de crescimento; centrifugadas a 15000 g durante 15 min. e o
sobrenadante, resultante, analisado quanto a:
> Produgdo de biosurfactantes através da tensao superficial, efetuado por um
tensiométro — Digital Tensiometer K10ST — Kruss; €
> Atividades de emulsificagio 6leo em agua determinada a 610 nm (Johnson et al.,
1992) e agua em oOleo, medindo a altura do halo formado apos 24 horas e

expresso em centimetros (Cooper & Goldenberg, 1987).

5.11.2. Efeito dos Surfactantes na Degradacio dos HAPs

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio NB a 30°C, sem agitagao.
Ap6s 24 horas de incubagdo, 500 uL dessa cultura foi transferida para frascos de
Elenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio BH e cristais de HAPs, numa
concentragdo final de 0,3% (m/v), como fonte de carbono e 10 ulL/mL de
surfactantes (Tween 20, Tween 80 ou Triton X-100). Os frascos foram incubados a

30°C, no escuro, durante nove dias e sem agitagao.
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As amostras coletadas no sexto e nono dias foram centrifugadas durante 10
min. a 15000 g e o sobrenadante resultante, analisado quanto a atividade de

emulsificagdo (6leo/agua e agua/dleo) e degradagdo dos HAPs por CLAE.

Etapa III: Estudo da Degradagio dos HAPs por Consércio das Linhagens

Bacterianas

Nao somente culturas puras, mas também uma mistura delas, apresentam
capacidade de degradar grande numero de compostos organicos, como os HAPs
(Wiesel et al. 1993; Walter, 1991; Mueller et al.1990).

Como nas etapas anteriores, as linhagens bacterianas  estudadas
separadamente — Bacillus badius, FEnterobacter aglomerans, B. cereus. e B.
esphaericus mostraram-se capazes de utilizar cristais de HAPs (naftaleno,
antraceno, fluoreno e pireno), como fonte de carbono e energia num periodo de
quinze dias, esta etapa teve como objetivo estudar a capacidade das mesmas
linhagens em degradar os cristais de HAPs, porém, em consércio e com menor

tempo de cultivo (nove dias)

S5.111.1. Cultivo

As linhagens bacterianas, em consoércio (Tabela IV.1.) foram cultivadas em
frascos de Erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de meio BH e os diferentes
HAPs, numa concentragdo final de 0,3% (m/v). Apos nove dias de incubacgdo a
30°C, e sem agitagdo, as amostras, coletadas no sexto e nono dias, foram

centrifugadas e tratadas como descrito no item 5.1.2. Os sobrenadantes resultantes
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da extragdo foram analisados quanto a atividades enzimaticas, proteinas e

porcentagens de degradagao de HAPs.

Tabela 1V.1. Consorcio das linhagens bacterianas

Linhagens Bacterianas

Consorcios B. badius E. aglomerans B. cereus B. sphaericus
01 + * + +
02 - + + +
03 + . + +
04 + + » +
05 4 + + -

Onde, + bactérias inoculadas no meio HB; - bactérias ndo inoculadas

Etapa IV.: Determinagio da Degradacdo de HAPs por Cromatografia Gasosa
(CG)

5.1V.1. Meio de Cultivo
As linhagens bacterianas foram cultivadas em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio BH e cristais de HAPs, numa concentragao final de 0,3%. Apds nove

dias de incubagdo a 30°C, no escuro e sem agitagdo, as amostras foram tratadas ¢

analisadas por cromatografo gasoso.
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5.1V.2. Extracio

A extragdo foi realizada de acordo com o método de Shimura ef al. (1999),
estando descritos a seguir as etapas realizadas neste processo.
A) Colocou-se os tubos em banho de gelo por 10 min.;

B) Adicionou-se 50 uL. de HCI concentrado na suspensdo:

C) Adicionou-se 10 mL de acetato de etila:

D) Misturou-se a suspensdo vigorosamente com um agitador Vortex durante 10
min.;

E) Centrifugou-se 5000 g por 10 min; e

F) Transferiu-se 1,0 mL da fase de acetato de etila para tubo de Ependorff.

S.IV.2. Condi¢des Cromatograficas

Um microlitro do volume extraido foi injetado em cromatdgrafo gasoso (CG
— 14 A, Shimadzu, Japan), conectado ao integrador CR6A. A unidade é equipada
com injetor Split / Splitless e detector de ionizagdo em chama (FID).

Foi utilizado coluna Supelcowax — 10 (Supelco), 30 m x 0,53 mm d.ie I um
de espessura de filme, detector a 280 °C, injetor a 250 °C, razdo de split 25:1 e
hélio como gas de arraste num fluxo de 1 mL/min. A coluna foi mantida a 100 °C
por 2 minutos, depois a 280 °C por 5 minutos, através de rampa de temperatura a 5
°C por minuto até 280 °C.

Os compostos foram identificados através do tempo de retencdo,
comparando-os com substancias padroes de HAPs e catecol e protocatecol,
determinado a porcentagem de degradagio através da area (Mlynaz-T, ef al., 1995

— modificado).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados nas diferentes etapas sao resultantes da média
aritmética das amostras analisadas em triplicata e descontados dos controles

abioticos.

Etapa 1. Estudo das Atividades Enzimaticas

As linhagens bacterianas cultivadas em meio BH e cristais de
hidrocarbonetos aromaticos (naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno), numa
concentragdo final de 0,3%, durante quinze dias, sem agitacdo; foram analisadas
quanto a produgdo de quatro enzimas — catecol 2,3-dioxigenase; protocatecol 3.4-
dioxigenase, catecol 1,2-dioxigenases I e II. Os resultados estdo apresentados nas

Figuras IV.13 a V.17, de acordo com a fonte de carbono utilizada.

1477



F R AT AL ) 1YE EIFISEF e LT Dy h ey LI W A TR 23 F ™ 5 Frn 15 45l
ML AC DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS P HACICLHCOS POR B

» Naftaleno

. B. badius E. aglomerans
0.025 _
g 0.02 £
= 0015 | E
] | ‘T;
0.01 |
: | £
0.005 | E H
. ol & A B J
6 =] 12 15 6 9 12 15
Dias Dias
- ]
B. sphaericus ( B. cereus
0.04 0.04
= =
E 503 £
£ 003 < ‘
3 002 4 5 0.2 ‘ :
E o001 i E i
E ' E b £l
0 ~D : : : i o 0 ,E : s
| 6 9 12 15 6 9 12 15
Dias | Dias J
[ o ' p—
2 catecol 2,3-dioxigenase protocatecol 3,4-dioxigenase
catecol 1,2-dioxigenase | [ catecol 1,2-dioxigenase II ‘

Figura IV.13. Atividades enzimaticas das linhagens bacterianas cultivadas em meio

contendo cristais de naftaleno.

As enzimas catecol 2,3-dioxigenase e protocatecol 3,4-dioxigenase ndo foram
detectadas em nenhuma das linhagens no nono e décimo quinto dias de cultivo.
Observou-se maior produgio enzimatica no sexto dia de cultivo das bactérias. Apds

quinze dias de cultivo nenhuma enzima foi produzida pelas linhagens estudadas
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Figura IV.14. Atividades enzimaticas das linhagens bacterianas cultivadas em meio

contendo cristais de antraceno.

Quase todas as enzimas foram produzidas pelas linhagens estudadas,
principalmente no sexto € no décimo quinto dias. O nono dia destacou-se pela
produgio de uma {inica enzima — catecol 1,2-dioxigenase 11. A linhagem B. badius
produziu dioxigenases em todos o0s dias avaliados. A maior atividade foi detectada
no sexto dia de cultivo, com a produgdo de catecol 2 3-dioxigenase. Para a
linhagem E. aglomerans, foi no sento dia onde se observou as maiores atividades de
catecol 2,3-dioxigenase e catecol 1,2-dioxigenase II. Quando a linhagem B.
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sphaericus foi cultivada em meio contendo cristais de antraceno, observou-se
maiores produgdes enzimaticas no sexto dia, com destaque para a enzima catecol
2,3-dioxigenase e no décimo qunto dia com produgdo de todas as enzimas
estudadas. O B. cereus produziu a enzima catecol 1,2-dioxigenase II em todos os

dias avaliados.
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Figura IV.15. Atividades enzimaticas das linhagens bacterianas cultivadas em meio

contendo cristais de fluoreno.
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A bactéria B. badius quando cultivado em fluoreno como tmica fonte de
carbono, produziu enzimas dioxigenases principalmente no nono dia. Ao contrario
do observado na Figura 1V.14, as maiores atividades foram detectadas apds nove
dias de cultivo, além de todas as enzimas serem produzidas. Observa-se produgdo
das enzimas catecol 1,2 dioxigenase I ¢ 11 no nono dia de cultivo pela linhagem £.
aglomerans. A bactéria B. sphaericus produziu maior atividade de catecol 1,2-
dioxigenase I no nono dia de cultivo. Quando B. cereus foi cultivado em fluoreno
como fonte de carbono, observa-se uma maior produgdo da enzima catecol 1,2-

dioxigenase a partir do nono dia de cultivo.
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Figura IV.16. Atividades enzimaticas das linhagens bacterianas cultivadas em meio

contendo cristais de pireno.

-151-



Todas as linhagens bacterianas produziram algum tipo de enzima nos
diferentes dias de cultivo, estudados. O décimo quinto dia se destacou-se, pois
todas as bactérias produziram as enzimas, exceto B. badius e L. aglomerans que
nao produziram as enzimas catecol 1,2-dioxigenase II e catecol 2,3-dioxigenase,
respectivamente. O fato das linhagens produzirem maior quantidade de enzimas
neste periodo esta relacionado com a utilizagdo do composto como fonte de
carbono, visto que a degradagdo do mesmo foi de 99%.

A quantidade de proteina medida neste experimento esta apresentada na

FiguraIV.17.
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Figura 1V.17. Concentragdo de proteina produzida pelas linhagens bacterianas

cultivadas em meios contendo cristais de HAPs.
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De acordo com os resultados descritos acima observa-se diferenga de
produgdo enzimatica entre as linhagens estudadas. Neste caso ¢ importante levar em
consideragdo que a degradagdo microbiana dos HAPs pode ser influenciada por
uma variedade de fatores abidticos, como: temperatura, pH, tipo de aeragao,
concentragio do nutrientes e compostos, umidade, intensidade luminosa, entre
outros; e fatores bidticos como: tipo e distribuigdo dos microrganismos; adaptacao
microbiana ao composto e biodisponibilidade do composto (Robert, 1992; Edward,
1993; Stapleton et al., 1998).

O fato de se ter uma enzima produzida em um dia, uma outra detectada em
outro dia, ou mesmo as atividades enzimaticas serem observadas em dias de
cultivos diferentes, pode estar relacionado a necessidade da bactéria em ter acesso a
fonte de carbono. Ao entrar em contato com o composto 0 microrganismo produz as
enzimas necessarias para torna-lo acessivel e a partir do momento em que 0
composto se torna fonte de carbono, as linhagens param de produzir as enzimas. A
medida que a fonte de carbono torna-se de dificil acesso, as mesmas voltam a ser
produzidas. Sendo assim, ¢ importante levar em conta o sistema regulatorio para
entender quando o mesmo pode operar, quando muito ou nada do substrato esteja
disponivel e assim reconhecer situagdes em que os HAPs sao degradados (Neilson,
1995).

Um outro fator importante € o metabolismo microbiano no processo de
degradagdo dos HAPs, que opera em dois estagios. No primeiro ocorre oxidagao
inicial do anel benzénico, para formar os cis-dihidrodiois; no segundo estagio
ocorre rearomatizagdo para formar um derivado hidroxilado (Patel & Gibson,
1974). Embora os passos iniciais de conversdo sejam semelhantes para muitos
compostos aromaticos, o nimero de intermediarios formados apos a rearomatizagdo

¢ limitada (Reineke & Knackmuss, 1988; Chaudhry & Chapalamadugu, 1991).
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Nesta rearomatiza¢do, pode haver a formagdo de outros compostos intermediarios
que nao seja catecol ou protocatecol. Estes foram os substratos essenciais para as
enzimas aqui estudadas. Portanto, a auséncia de uma dessas enzimas, ndo significa
necessariamente, que 0 compostos nio serdo degradados. Outras enzimas podem
estar participando do processo degradativo (Enseley et al., 1983; Trenz et al.,
1994); visto que, quando as amostras foram analisadas por CLAE, obteve-se

degradacio dos HAPs.
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Etapa II. Estudo das Atividade de Biosurfactantes

Esta etapa do trabalho foi dividida em trés fases, a) analise da produgdo de
biosurfactantes e atividades de emulsificagdo das bactérias cultivadas em cristais
de HAPs (0,3%); b) estudo do efeito dos surfactantes na degradag¢do de HAPs ¢ ¢)
utilizagdo de surfactantes como fonte de carbono pelas linhagens bacterianas. Todos
os resultados mostrados, a seguir, foram obtidos apos média aritmética das analises

em triplicata e descontados os controle abioticos.

A) Primeira Fase

As atividades de emulsificacdo o6leo/agua (ABS) e agua/oleo (formagdo de
halo — cm), assim como a produgdo de biosurfactantes (tensdo superficial — mN/m)

estio mostrados de acordo com a fonte de carbono utilizada.
» Naftaleno

Ao analisar a Tabela IV.2, constatou-se que a linhagens B.cereus apresentou
os dois tipos de emulsdo. Para a linhagem F. aglomerans observa-se atividade de
emulsificagdo oleo/agua, no sexto dia de cultivo. J4 no nono dia de cultivo, a
bactéria B. badius, também apresentou este tipo de emulsificagdo. Em relagdo a
tensdo superficial, os dados obtidos foram ligeiramente inferiores ao do respectivo

controle, concluindo-se, portanto, que houve pequena produgdo de biosurfactante.
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Tabela 1V.2. Atividades de emulsificagio e de biosurfactantes, das linhagens
bacterianas cultivadas durante nove dias em meio contendo cristais

de naftaleno.

Linhagens 6 Dias de Cultivo 9 Dias de Cultivo

O/A A/O T.S. O/A A/O T.S.
(cm) | (mN/m) (cm) (mN/m)

Controle 0 0 64,7 0 0 64,4
B. badius 0 0 63,2 0,116 0 61,8
I’ aglomerans | 0,051 0 62.4 0,036 0 62,9
B. sphaericus 0 0 61,0 0 0 63,1
B, cereus 0,077 0,5 62,6 0,235 2.5 60,5

O/A emulsdo oleo em agua; A/O emulsdo agua em oleo; T.S tensdo superficial
» Antraceno

Comparando os dias de cultivo em relagdo as atividades de emulsifica¢io
(Tabela IV.13), observou-se que a linhagem B. sphaericus néo apresentou nenhuma
das atividades, tanto no sexto como no nono dias de cultivo. B. badius apresentou
somente emulsdo O/A nos dois dias de cultivo. £. aglomerans apresentou atividade
de emulsificagcdo O/A no sexto e nono dia de crescimento e emulsio A/O, somente
no nono dia de crescimento. B. cereus apresentou um tipo de emulsdo no sexto dia
(O/A) e outro (A/O) no nono. Para esta bactéria, a tensdo superficial também foi
inferior, quando comparada com o controle. Nestas condig¢des de cultivo, destacou-
se a linhagem B. cereus, com a menor tensdo superficial, portanto, maior producdo

de biosurfactante, quando comparada com as demais linhagens.
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Tabela IV.3. Atividades de emulsificagdo e¢ de biosurfactantes, das linhagens

de antraceno.

bacterianas cultivadas durante nove dias em meio contendo cristais

Linhagens 6 Dias de Cultivo 9 Dias de Cultivo

O/A A/O T.S. O/A A/O T.S.
(cm) | (mN/m) (cm) (mN/m)

Controle 0 0 64,3 0 0 64,1
B. badius 0,005 0 63,5 0,124 0 63.4
b aglomerans 0,01 0 63,1 0,089 1,0 63,5
B. sphearicus 0 0 60,1 0 0 59,2
B. cereus 0,005 0 61,0 0 22 56,9

O/A = emulsio 6leo em agua; A/O = emulsao agua em Oleo; T.S = tensdo superficial

» Fluoreno

Com excegdo da linhagem B. sphaericus que nao formou nenhum tipo de

emulsificagdo, as demais apresentaram algum tipo de emulsdo (O/A e A/O). A

linhagens B. cereus, destaca-se por apresentar maior atividade de emulsificagdo ¢

menor tensdo superficial, quando cultivada por nove dias (Tabela IV .4).
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Tabela IV.4. Atividades de emulsificagdo ¢ de biosurfactantes, das linhagens

bacterianas cultivadas durante nove dias em meio contendo cristais

de fluoreno.

Linhagens 6 Dias de Cultivo 9 Dias de Cultivo

O/A A/O T.S. O/A A/O T.S.
(cm) | (mN/m) (cm) (mN/m)

Controle 0 0 69,0 0 0 68.6
B. badius 0,12 0 65,7 0,17 0 63,5
I, aglomerans 0,08 0,3 63.4 0,13 1,5 0l.3
B. sphaericus 0,14 0 61,3 0 0 59,0
B. cereus 0,08 1.5 58,1 1,49 2.3 57,2

O/A = emulsio 6leo em agua; A/O = emulsio agua em Oleo; T.S = tensdo superficial

» Pireno

No sexto dia de cultivo, todas as linhagens formaram emulsdo 6leo em agua.
No nono dia apenas E. aglomerans e B. cereus apresentaram este tipo de emulsio.
Assim como demonstrado com fluoreno, a linhagem B. cereus apresentou os dois
tipos de emulsdo, nos dois dias de cultivo, destacando-se 0 nono com atividade de
emulsificacdo de 1,30 de O/A e 2,3 de A/O, além de apresentar a menor tensio

superficial, quando comparada com o controle (Tabela IV.5).
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Tabela IV.5. Atividades de emulsificacdo e de biosurfactantes, das linhagens

bacterianas cultivadas durante nove dias em meio contendo cristais

de pireno.

Linhagens 6 Dias de Cultivo 9 Dias de Cultivo

O/A A/O T.S. O/A A/O T.S.
(cm) (mN/m) (cm) (mN/m)

Controle 0 0 64,8 0 0 64.8
B. badius 0,03 0 64,8 0 0 65,3
E. aglomerans 0,07 0 62,3 025 0 61,3
B. sphaericus 0,04 0 60,7 0 0 59.0
B. cereus 0,79 1.5 58,1 1.30 23 572

O/A = emulsio 6leo em agua; A/O = emulsdo agua em oleo; T.S = tensdo superficial

A producdo de agentes emulsificantes, assim como de biosurfactantes faz
com que estes se interajam com as moléculas de HAPs, tornando-os mais soluveis,
ou seja, aumentam a 4area superficial e concentragdo na fase aquosa e,
consegiientemente, aumentam sua acessibilidade aos microrganismos (Rouse et al.,

1994; Yeom et al., 1996).

Comparando as linhagens entre si em relagdo a produgdo de biosurfactantes e
emulsificantes, com porcentagem de degradagdo de HAPs, a linhagem B. cereus
destaca-se com produgdo destes agentes, quando cultivada por seis € nove dias em
naftaleno, fluoreno e pireno, apresentando maiores taxas de degradagdo que as
demais. Quando esta linhagem foi cultivada em antraceno, observou-se maior
porcentagem de degradagdo em nove dias de cultivo com produgdo de emulsio

agua em Oleo e diminuigdo da tensdo superficial. Os dados completos de



degrada¢ao dos HAPs obtidos pelas linhagens bacterianas, quando cultivadas em

compostos poliaromaticos esta mostrado na Figura IV.18.
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Figura IV. 18. Porcentagem de degrada¢do dos cristais de HAPs por linhagens

bacterianas, cultivadas durante nove dias.

Com seis dias de cultivo, todas as linhagens avaliadas apresentaram cerca de
75% de degradagdo do pireno. Para os demais compostos a porcentagem de
degradagéo foi baixa. Apés nove dias de cultivo, o fluoreno foi degradado em altas
taxas (90%) para todos os microrganismos estudados. As linhagens quando
cultivadas em naftaleno, apresentaram baixa degradagdo do mesmo. Com nove dias

de cultivo a bactéria B. cereus degradou 75% do composto antraceno.
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B) Segunda Fase

Nesta fase as linhagens foram cultivadas em cristais de HAPs e meio de
cultivo BH com surfactantes (Tween 20, 80 e Triton X-100) durante nove dias. Os
surfactantes foram adicionados com o objetivo de verificar sua agao nas moléculas
de HAPs, ou seja, se os microrganismos conseguiram utilizar os compostos
aromaticos como fonte de carbono em menos dias de cultivo. Para demonstrar esta
agdo, foram medidas atividades de emulsificagdo (A/O (halo - cm) e O/A- ABS) ¢
porcentagem de degradagdo por CLAE. Os resultados estdo apresentados a seguir,

de acordo com a fonte de carbono empregada.

» Naftaleno

Tabela IV.6. Atividades de emulsificagdo e porcentagem de degradagdo das
linhagens bacterianas cultivadas por seis dias em meio contendo

cristais de naftaleno e com adigdo de surfactantes.

) Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.
(em) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 1.0 87 | 0,56 0 0 0 0 0

L. aglomerans | 0,27 0 0,09 | 1,57 0 14 | 0,005] 1,3 22

_B. sphaericus | 0,25 0 39 1,61 1,5 0 0,005 0

13

B.cereus ] 029 ] 0 | 59 | 162] 05 ] 0 J0005] 05 | 44

O/A = emulsdo 6leo em agua; A/O = emulsdo agua em 6leo; % D. = % degradagao naftaleno
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Tabela IV.7. Atividades de emulsificagio e porcentagem de degradagdo das
linhagens bacterianas cultivadas por nove dias em meio contendo

cristais de naftaleno e com adi¢do de surfactantes.

Surfactantes

Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A [A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D
(cm) | (%) (em) | (%) (cm) | (%
B. badius 1,09 0 60 0 0 53 0,04 0 6
E. aglomerans | 0,61 0 42 0 0 10 0 0 5
B. sphaericus | 0,18 0 38 0 0 I 0 0 7
B. cereus 0,79 0 46 0,35 0 98 0 0 4

O/A = emulsio o6leo em agua; A/O = emulsio 4gua em dleo: % D. = % degradacdo naftaleno

Apesar das linhagens bacterianas terem formado emulsdo 6leo em agua no
sexto dia com a adigdio dos surfactantes, a degradagdo do naftaleno foi baixa;
exceto a linhagem B. badius com 87% do composto degradado. Com nove dias de
cultivo, pouco ou nenhuma atividade de emulsificagdo foi produzida, nos meios com
os trés surfactantes adicionados. No entanto ocorreu uma degradagdo do naftaleno,
fato este pode estar relacionado com a disponibilidade do naftaleno aos
MICrorganismos, ou seja, com a producdo de emulsificante o composto tornou-se
mais soltivel em agua, aumentando, portanto, a concentragdo do HAP que causou

toxidez ao microrganismo.
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» Antraceno

Tabela IV.8. Atividades de emulsificagdo e porcentagem degradagdo das linhagens

bacterianas cultivadas por seis dias em meio contendo cristais de

antraceno e com adi¢do de surfactantes.

Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.

(cm) |(%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 1.5 99 0 0 88 0 0 16
E. aglomerans | 031 0 59 0,40 | 0,1 21 0 0 0
B. sphaericus | 0,18 0 90 0,45 0 64 0,015 0 0
B. cereus 0,29 0 0 0,69 0 42 10,015 0 0

O/A = emulsao oleo em agua; A/O = emulsdo agua em 6leo; % D. = % degradagio antraceno.

Tabela 1V.9. Atividades de emulsificagdo e porcentagem de degradag¢do das

cristais de antraceno ¢ com adi¢do de surfactantes.

linhagens bacterianas cultivadas por nove dias em meio contendo

Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A | A/O | D. O/A |A/O | D.
(cm) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 0 |1 0 0 0 38 | 0,056 0 16
k. aglomerans 0 0 0 0 0 10 0 0 0
B. sphaericus 0 0 65 | 0 0 | 49 0 0 0
B. cereus 0 0O [ 0 047 1 0 | 46 [0,023] O 0

O/A = emulsao 6leo em agua; A/O = emulsao agua em oleo; % D. = % degradagdo antraceno.
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Com nove dias de cultivo (Tabela IV.9.), a adi¢do dos surfactantes parece ter
inibido a atividade de emulsificagdo, uma vez que a maioria das linhagens ndo
formaram nenhum tipo de emuls3o.

No entanto, quando adicionou-se Tween 20 obteve-se alta taxa de
degradacdo do antraceno, exceto linhagem Bacillus sp (Tabela IV.8.). Com adigédo
de Tween 80, a linhagem B. badius apresentou alta degradagio do composto (88%).
Ja com a adigdao de Triton X-100, pouco ou nada do composto foi degradado —
Tabelas IV.8. ¢ IV.9.

A concentragdo de Triton X-100 utilizada (10ulL/mL), apresentou efeito
toxico para as linhagens bacterianas, visto que as mesmas ndo conseguiram utilizar

0 antraceno como fonte de carbono, pois pouco do composto foi degradado.
» Fluoreno

Tabela 1V.10. Atividades de emulsificagdo e porcentagem de degradagido das
linhagens bacterianas cultivadas por seis dias em meio contendo

cristais de fluoreno e com adigdo de surfactantes.

Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.

(cm) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 1,0 90 0 0 98 0 0 0
L. aglomerans 0 0,8 93 0,06 | 0,2 56 0 0 0
B. sphaericus | 0,28 0 0 0,03 0,2 0 0 0 ] 18
B. cereus 0,48 0 0 0 0,2 91 | 0,009 0 14 |

O/A = emuls@o o6leo em agua; A/O = emulsio agua em oleo; % D. = % degradacao fluoreno.
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Tabela IV.11. Atividades de emulsificagdo e porcentagem de degradagdo das
linhagens bacterianas cultivadas por nove dias em meio contendo

cristais de fluoreno e com adigdo de surfactantes.

Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.
(cm) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius L1l 0 16 0 0 79 | 0,068 0 0

E. aglomerans | 0,43 58 0,28 0 60 | 0,072 0

0
B. sphaericus | 0,22 0 42 0 0 43 0 0
B. cereus (.57 0 31 0,28 0 63 0,04 0

O/A = emulsio 6leo em agua;, A/O = emulsdo agua em oleo; % D. = % degradagao fluoreno.

Assim como com antraceno, a linhagem B. badius conseguiu utilizar fluoreno
como fonte de carbono, quando cultivada em meio contendo Tween 20 e 80, no
sexto ¢ nono dias de cultivo, respectivamente. A linhagem £. aglomerans, também
degradou o composto quando cultivada em meio contendo Tween 20, no sexto dia
(93%) e nono dia (58%) de cultivo e Tween 80 com degradagao superior a 50 % no
sexto e nono dias.

Observou-se, também que nada do composto foi degradado quando

adicionou-se Triton X-100.
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» Pireno

Tabela IV.12. Atividades de emulsificacdo e porcentagem de degradagdo das

linhagens bacterianas cultivadas por seis dias em meio contendo

cristais de pireno e com adi¢do de surfactantes.

Surfactantes

Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.
(cm) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 1.5 98 0 0 82 0 0 0
E. aglomerans 0 0 70 0,29 0 0 0 0 0
B. sphaericus | 0,11 0 14 0,26 0 0 0 0 0
B. cereus 0,48 0 0 0,49 0 0 0 0 @

O/A = emulsao 6leo em agua; A/O = emulsio agua em Oleo; % D. =% degradagio pireno.

Tabela IV.13. Atividades de emulsificagio e porcentagem degradacdo das

cristais de pireno e com adi¢do de surfactantes.

linhagens bacterianas cultivadas por nove dias em meio contendo

Surfactantes

Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A {A/O | D. O/A |A/O | D. O/A [A/O | D.
B (cm) | (%) (em) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0,58 0 44 0,30 0 68 0 0 0
L. aglomerans 0 0 15 0 0 45 10,017 0 0
B. sphaericus 0 0 95 0,29 0 38 10,019 0 0
_B. cereus 0 0 42 0,25 0 46 1 0,011 0 | O

O/A = emulsédo oleo em agua; A/O = emulsio agua em oleo; % D. = % degradagio pireno.
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Com adi¢do dos surfactantes Tween 20 e 80, as linhagens produziram
principalmente emulsdo 6leo em agua (sexto dia). Como observado com as demais
fontes de carbono, a bactéria B. badius degradou pireno, quando cultivada em
Tween 20 ou 80, sendo a taxa de degradagao maior no sexto dia de cultivo.

A bactéria E. aglomerans utilizou pireno como fonte de carbono quando
adicionou-se Tween 20 no meio de cultura (sexto dia) e a linhagem B. sphaericus
apresentou 95% de degradacdo do composto quando cultivada em meio com Tween
20 durante nove dias.

A comparagdo das porcentagens de degradacdo dos HAPs em relagdo a

adicdo ou nao dos surfactantes estdo mostrados nas Figuras IV.19 a IV.22.

Naftaleno - 6 dias Naftaleno - 9 dias

100 100
o =] i
'S 75 - & 75
« b i
S 50 T 50 : 31
o ! o i T i
a4 254 _ i- o =25 o
;E 0 [_-1_ : ; H e l_—{— . . aE 4] 1 e .":. i - {j‘“ 3 I ;

S/Surf. C/T20 C/ T80 c/T100 S/Surf. C/T20 C/ T80 C/T100
Surfactantes Surfactantes
B. badius @ E. aglomerans i B. sphaericus i B. cereus \

Figura IV.19. Porcentagem de degradagdo de naftaleno pelas linhagens
bacterianas, quando cultivadas durante nove dias com ou sem
adicdo de surfactantes no meio de cultura. S/Surf (sem
surfactante); C/T20 (adigdo de Tween 20), C/T80 (adigdo de
Tween 80); C/T100 (adigao de Triton X-100).
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Observa-se na Figura IV.19 que em todas as condi¢des de cultivo e dias
avahados, a adigdo dos surfactantes favoreceram a degradagio do naftaleno, exceto
o sexto dia com adi¢do de Tween 80, onde ndo ocorreu um aumento de degradagéo

desse composto.

Antraceno -6 dias Antraceno - 9 dias
. 100 e “HOQ .
- } -
I 2 75
3 - )
& 50 = Bd -
o o :
a8 25 _ a 25 | I |
ES 1] r—ﬂ ! i : i . . ® 0 B f e |
S/Surf. C/T20 C/ T80 C/T100 S/Surf.  C/T20 C/ T8O CIT100
Surfactantes Surfactantes
L B. badius @ E. aglomerans 1 B. sphaericus 1 B. cereus

Figura IV.20. Porcentagem de degradagdo de antraceno pelas linhagens
bacterianas, quando cultivadas durante nove dias com ou sem
adicdo de surfactantes no meio de cultura. S/Surf (sem
surfactante); C/T20 (adigdo de Tween 20); C/T80 (adi¢do de
Tween 80); C/T100 (adig¢ao de Triton X-100).

Observando a Tabela 1V.20., a adi¢do dos surfactantes Tween 20 e 80
favoreceram a degradagdo do antraceno, quando comparado com a degradagdio do
composto sem adi¢gdo dos mesmos, com seis dias de cultivo. Com nove dias, esta
relagdo de adigdo do surfactante com aumento de degradacgdo esta bem evidenciado
na linhagem B. sphaericus, onde observa-se uma aumento em torno de 70% de

degradacdo com a adigdo de Tween 20.
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Figura IV.21. Porcentagem de degradagao de fluoreno pelas linhagens bacterianas,
quando cultivadas durante nove dias com ou sem adigdo de
surfactantes no meio de cultura. S/Surf (sem surfactante); C/T20
(adigdo de Tween 20); C/T80 (adicdio de Tween 80); C/T100
(adig¢do de Triton X-100).

Quando as linhagens bacterianas foram cultivadas em fluoreno, observa-se
que com seis dias de cultivo, a adicdo de Tween 20 e 80 ao meio, favoreceu um
aumento na degradacdo de fluoreno. No entanto, com nove dias de cultivo, a adi¢do
desses mesmos surfactantes, ndo interferiram na degradagdo do composto.

Em ambos os dias de cultivo, a adi¢do de Triton X-100 ndo aumentou a

degradacao do fluoreno.
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Figura 1V.22. Porcentagem de degradagfio de pireno pelas linhagens bacterianas,
quando cultivadas durante nove dias com ou sem adigdo de
surfactantes no meio de cultura. S/Surf (sem surfactante); C/T20
(adigdo de Tween 20); C/T80 (adigdo de Tween 80); C/T100
(adigao de Triton X-100).

Observando a Figura 1V.22, com seis dias de cultivo a adicdo dos
surfactantes parece ndo ter influenciado na degradagio de pireno, visto que somente
com a bactéria B. badius, com adigdo de Tween 20 resultou em uma maior
degradagio do composto. Ja com nove dias, a adigio de Tween 20 e 80 parece ter
ajudado na degradagdo do pireno, para a maioria das bactérias estudadas. Neste
caso, também, o Triton X-100, ndo influenciou na degradagdo desse composto,
visto que quando as linhagens foram cultivados na presenga do mesmo, o pireno

nao foi utilizado como fonte de carbono.
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Essa diferen¢a de resultados observados com as trés fontes de surfactantes
em relagdo a degradagdo dos HAPs, pode estar relacionada a variagio da
composi¢do e concentragdo dos mesmos, podendo solubilizar diferentemente os
compostos (Sobish er al., 2000). Igualmente, grupos de microrganismos similares
podem responder diferentemente ao mesmo surfactante. Este fator dificulta a
determinag¢do de mecanismos bioldgicos ou fisico-quimicos que sdo responsaveis
pelo aumento da biotransformagdo em sistemas liquido/liquido ou liquido/solido
pelos surfactantes (Yeh et al., 1998).

A biodisponibilidade dos hidrocarbonetos e conseqiientemente a velocidade e
grau de sua degradagdo ¢ “melhorada” pelos surfactantes, no entanto, efeitos
negativos podem ocorrer devido a toxicidade ou inclusdo de hidrocarbonetos em
micelas estaveis (Roch & Alexander, 1995; Deschenes ef al., 1996; Willunsen et

al., 1998).

C) Terceira Fase

Como existia a possibilidade das linhagens bacterianas utilizarem os
surfactantes como fonte de carbono ao invés dos HAPs, as mesmas foram avaliadas
quanto a capacidade de degradar Tween 20, Tween 80 e Triton X-100,
concentragdo final 10uLl. / mL (v/v) durante nove dia de cultivo. Os resultados estao

demonstrados nas Tabelas IV. 14 e IV.15.
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Tabela IV.14. Porcentagem de degradagdo e atividades de emulsificagdo (O/A e

A/O) das linhagens bacterianas cultivadas em meio contendo

surfactantes por seis dias.
Surfactantes
Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D
(cm) | (%) (em) | (%) (cm) | (%
B. badius 0 0 95 0 0 95 0,04 1 D
E. aglomerans | 0,04 1,4 86 0 0 85 0,18 05 0
B. sphaericus | 0,05 1.3 97 0,06 0 94 0,12 | 0,3 14
B. cereus 0,66 1,4 96 0,10 0 94 0,01 0,6 3

O/A = emulsao 6leo em 4gua; A/O = emulsdo agua em 6leo; % D. = % degradagio surfactantes.

Tabela IV.15. Porcentagem de degradagdo e atividades de emulsificagdo (O/A e

surfactantes por nove dias.

A/O) das linhagens bacterianas cultivadas em meio contendo

Surfactantes

Linhagens Tween 20 Tween 80 Triton X-100
O/A |A/O | D. O/A |A/O | D. O/A |A/O | D.
(cm) | (%) (cm) | (%) (cm) | (%)
B. badius 0 0 98 0 0 98 0 0 3
E. aglomerans 0 0 98 0 0 9 | 0,012 0 C
B. sphaericus 0 0 98 0 0 90 0,06 0 (
B. cereus 030 | O 0 0,03 0 98 100161 0 | (

O/A = emulsio 6leo em agua; A/O = emulsdo agua em oleo; % D. = % degradagdo surfactantes.
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Os resultados listados nas Tabelas 1V.14. e IV.15. demonstram que as
linhagens bacterianas utilizaram o Tween 20 e 80 como fonte de carbono, uma vez
que a degradacdo desses compostos foram em torno de 90%, tanto no sexto como
no nono dias de cultivo. Apesar das bactérias formarem emulsdo oleo em agua
quando cultivadas em Triton X-100, o mesmo ndo foi degradado, o que leva a crer
que quando ocorre emulsificagdo, o composto torna- se mais acessivel as bactérias

e portanto mais toxico, para as mesmas, inibindo seu crescimento.

Nesta etapa do trabalho, conclui-se portanto, que os surfactantes auxiliam os
compostos aromaticos a tornarem-se mais disponiveis as linhagens bacterianas, no
entanto, esse aumento de solubilizagdo dos HAPs pode torna-los mais toxicos e
portanto, menos utilizados como fonte de carbono. A mesma capacidade das
bactérias utilizarem HAPs foi observada com os surfactantes, quando ambos foram

utilizados como fonte de carbono.
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Etapa IIl. Estudo das Linhagens Bacterianas Estabelecidas em Consércio e

Cultivadas em Meio Contendo Cristais de HAPs

As linhagens bacterianas cultivadas em meio contendo cristais de naftaleno,
antraceno, fluoreno ou pireno, foram capazes de sintetizar enzimas envolvidas no
processo degradativo destes compostos. Esta etapa teve como objetivo, cultivar
estas mesmas linhagens em meio contendo estes compostos, sé que estabelecidas
em consorcio, para verificar se existe interagdes entre as linhagens em relagdo ao
aumento da taxa de degradagdo dos HAPs em menor tempo de cultivo. Os
resultados estdo representados nas Figuras descritas abaixo, de acordo com a fonte
de carbono utilizada. Todos os resultados apresentados, a seguir, foram obtidos
apés meédia aritmética das analises em triplicata e descontados os controles

abi6ticos.
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Figura IV.23. Atividades enzimaticas e porcentagem de degradagio das linhagens
bacterianas em consorcio e cultivadas durante nove dias em meio

contendo cristais de naftaleno.
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Com seis dias de cultivo, observou-se que em todos os consorcios houve
producdo enzimatica, exceto o consorcio 3 que ndo produziu a enzima catecol 2.3-
dioxigenase. Com nove dias de cultivo, os consorcios 1, 2 e 3 ndo produziram a
enzima catecol 2,3-dioxigenase.

Com relagdo a degradagdo do naftaleno, observou-se que apenas nos

consorcios 1 e 5 no sexto dia de cultivo, pouco do composto foi degradado.
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Figura 1V.24. Atividades enzimaticas e porcentagem de degradagdo das linhagens
bacterianas em consorcio e cultivadas durante nove dias em meio

contendo cristais de antraceno.

Apenas a enzima catecol 2,3-dioxigenase ndo foi produzida nos consorcios 3,
4 e 5, no sexto dia. Ja para o nono dia de cultivo, esta enzima s6 foi produzida no
consoreio 5.

As linhagens submetidas em consorcio (consorcios 1 a 5), apresentaram

maiores taxas de degradagdo com nove dias de cultivo.
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» Fluoreno
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Figura IV. 25. Atividades enzimaticas e porcentagem de degradacao das linhagens
bacterianas em consorcio e cultivadas durante nove dias em meio

contendo cristais de fluoreno.

Apenas a enzima catecol 2 3-dioxigenase ndo foi produzida em nenhum
consorcio. Com nove dias de cultivo a enzima protocatecol 3,4 dioxigenase so foi
produzida no consorcio 3.

Quando as linhagens foram submetidas em consorcio, altos indices de
degradacdo do fluoreno foram obtidos (mais de 90%), no sexto e nono dias de
cultivo. O fato das linhagens inoculadas, separadamente, em meio contendo cristais
de fluoreno, ndo apresentarem esta taxa de degradagdo pode estar relacionado a
fatores de inibi¢do, uma vez que a toxicidade ou antagonismo ao composto pode

causar inibi¢do (Bouchez ef al., 1995).
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» Pireno
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Figura IV. 26. Atividades enzimaticas e porcentagem de degradagdo das linhagens
bacterianas em consorcio e cultivadas durante nove dias em meio

contendo cristais de pireno.

Com seis dias de cultivo todas as enzimas foram produzidas, quando as
linhagens foram submetidas em consorcio. No nono dia de crescimento, este quadro
mudou, ressaltando o consorcio 1 que sé apresentou a enzima catecol 1,2-
dioxigenase 1. Assim como obtido com fluoreno, o pireno também foi utilizado
como fonte de carbono, visto que sua taxa de degradagdo foi alta, principalmente no

sexto dia de cultivo.

Nesta etapa do trabalho pdde-se observar que as linhagens submetidas em
consoércio conseguiram utilizar os HAPs como fonte de carbono, em menos tempo
de cultivo (nove). Uma vez que as linhagens puras necessitaram, em média, de
quinze dias de incubagdo para degradar os compostos aromaticos (naftaleno,

antraceno, fluoreno e pireno).
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O metabolismo “coletivo” dos microrganismos pode aumentar a utilizagdo
dos HAPs, ou seja, a biotransformacdo de produtos intermediarios de um
microrganismo pode servir como substrato para o catabolismo e crescimento de
outros (Wiesel et al., 1993).

Linhagens em consorcio, degradaram mais rapidamente compostos de maior
massa molar — fluoreno e pireno — em relagdo aos HAPs de menor massa molar —
naftaleno e antraceno. Estes resultados contrariam a literatura (Stapleton et al.,
1998; Cerniglia, 1992); que relatam que a biodegradacao dos compostos aromaticos
¢ inversamente proporcional ao nimero de anéis benzénicos. Este fato pode estar
relacionado a alguns fatores citados abaixo:

a) HAPs de menor massa molar sdo mais “soltveis” em meio de cultivo, quando
comparados com os de maior massa molar, por este motivo, naftaleno e
antraceno, estariam mais “disponiveis” as linhagens bacterianas. Essa maior
disponibilidade poderia ser toxica aos microrganismos (Lee ef al., 1992: Sims &
Overcash, 1983);

b) As linhagens podem produzir enzimas que teriam maior especificidade a

compostos de maior massa molar, principalmente o pireno.

Através dos resultados pdde-se concluir que pelo menos uma das enzimas foi
produzida nos consorcios e as linhagens submetidas em diferentes consorcios
(consorcios 1 a 5), apresentaram alta porcentagem de degradacdo do fluoreno e

pireno, no sexto dia de cultivo.

-178-




Etapa IV. Determinacdo da Degradagio de HAPs por Cromatografia Gasosa

Esta etapa do trabalho teve como objetivo estudar a degradagdo dos HAPs
por cromatografia gasosa (CG), visando estabelecer a rota metabolica das bactérias
quando cultivadas nestes compostos.

A porcentagem de degradagdo foi calculada em comparagdo com a area dos
experimentos controle, estando os resultados mostrados conforme a fonte de

carbono utilizada (Tabela IV.16.).

Tabela IV.16. Porcentagem de degradagio de HAPs pelas bactérias cultivadas

durante nove dias e analisadas por CG.

Degradacio (%)
Linhagens Naftaleno Antraceno Fluoreno Pireno
B. badius 80 78 79 91
E. aglomerans 56 67 7o 85
B. sphaericus 73 92 84 79
B. cereus 65 58 79 88

Assim como demonstrado em CLAE; em CG também detectou-se consumo

dos HAPS pelas bactérias, visto que os mesmos foram degradados.
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Na oxidagdo bacteriana dos HAPs, uma dioxigenase introduz oxigénio
molecular no anel aromatico formando um composto cis-dihidrodiol. O dihidrodiol
através de varios passos enzimaticos formam o catecol, que posteriormente sera
convertido em intermediarios que entrardio no ciclo de Krebs (Chaudhry &
Chapalamadugu, 1991; Reineke & Knackmuss, 1988). Nesta etapa, detectou-se
catecol produzido pelas linhagens bacterianas, cultivadas em antraceno, fluoreno e
pireno, indicando, assim, que o anel aromatico do HAP for atacado pelas
dioxigenases das bactérias. O catecol é um composto fenodlico que existe em
grandes quantidades em plantas superiores, algumas frutas (Delage e al., 1991),
vegetais (Xiong et al., 1993), tabaco e alguns medicamentos tradicionais chineses
(Zhang et al., 1996). Este composto apresenta algumas fungdes, como:
antioxidantes (Zhu & Xiao, 1991), antivirais (Zhang et al., 1996) e estimulam o
florescimento de algumas plantas (Sun et al., 2000). Por este motivo, existe um
interesse comercial em relagio a produgdo de catecol.

As Figuras IV. 27. a IV. 29. demonstram o perfil cromatografico das
linhagens que apresentaram maior taxa de degradagdo dos compostos estudados

(Tabela 1V, 16).
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Figura IV.27. Cromatograma do HAP da linhagem B. sphaericus cultivado por
nove dias em meio contendo cristais de antraceno, sendo (A) amostra
mostrando o acumulo de catecol e antraceno e (B) amostra padrio.
Coluna: capilar, Supelcowx-10, 30m x 0,53 mm d.i, espessura de filme 1pm.
Condi¢des cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 1 mL/min,
temperatura inicial da coluna: 100°C, tempo inicial: 2 min, taxa de programagao:
5°C/min., temperatura final da coluna: 280 °C, tempo final: 5 min., temperatura
do injetor: 250°C, temperatura do detector: 280°C, detector FID, razdo de split:

25:1, volume da amostra injetado: 1uL.
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Figura IV.28. Cromatograma do HAP da linhagem B. sphaericus cultivado por
nove dias em meio contendo cristais de fluoreno, sendo (A) amostra
mostrando o acumulo de catecol e fluoreno e (B) amostra padrio.

Coluna: capilar, Supelcowx-10, 30m x 0,53 mm d.i, espessura de filme 1pm.
Condigdes cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 1 mL/min,
temperatura inicial da coluna: 100°C, tempo inicial: 2 min, taxa de programagio:
5°C/min., temperatura final da coluna: 280 °C, tempo final: 5 min., temperatura
do injetor: 250°C, temperatura do detector: 280°C, detector FID, razao de split:

25:1, volume da amostra injetado: 1pL.
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Figura IV.29. Cromatograma do HAP da linhagem B. badius cultivado por nove

dias em meio contendo cristais de pireno, sendo (A) amostra

mostrando o acamulo de catecol e pireno e (B) amostra padrao.

Coluna: capilar, Supelcowx-10, 30m x 0,53 mm d.i, espessura de filme lum.

Condicdes cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 1 mL/min,

temperatura inicial da coluna: 100°C, tempo inicial: 2 min, taxa de programagao:

5°C/min., temperatura final da coluna: 280 °C, tempo final: 5 min., temperatura

do injetor: 250°C, temperatura do detector: 280°C, detector FID, razdo de split:

25:1, volume da amostra injetado: 1uL.
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Com este trabalho foi possivel selecionar e identificar trés linhagens Gram
positivas (Bacillus badius; Bacillus sphaericus e Bacillus cereus) e uma linhagem
Gram negativa (Enterobacter aglomerans), de solos contaminados com uma
mistura de o6leos, com capacidade de degradar naftaleno, antraceno, fluoreno e
pireno. Compostos, estes, que apresentam atividade toxica quando descartados no
meio ambiente (Acaro ef al., 1999; Till ef al., 1999; Santodonato, 1997).

Devido a dificuldade de algumas células em metabolizar hidrocarbonetos
aromaticos, por apresentarem baixa solubilidade em agua ou serem instaveis,
investigou-se a interagdo dessas bactérias com os HAPs, através de analises
enzimaticas; de produgdo de biosurfactantes; interagio quando estabelecidas em
consorcio; degradagao por CLAE e caracterizagdo de produtos via cromatografia
gasosa.

Para a degradagao dos HAPs, utilizando analises de culturas apds €Xposi¢ao
das linhagens B. badius, I. aglomerans, B. sphaericus e B. cereus ao antraceno,
fluoreno e pireno, identificou-se o catecol como subproduto do processo de
degradacdo desses compostos. A oxidagdo de antraceno, fluoreno e pireno a catecol
fo1 demonstrada através das atividades de catecol 2,3-dioxigenase, protocatecol 3,4-
dioxigenase e/ou catecol 1,2-dioxigenase I e 11,

O metabolismo desses composto foi investigada por vérios pesquisadores.
Monohar et al. (1999) isolaram uma linhagem de Pseudomonas sp NGK1, capaz de
degradar antraceno, formando intermediarios de 1 ,2-dihidroxiantraceno, salicilato e
catecol.; e produzir enzima catecol 2 3-dioxigenase. Ja Milo et al. (1999)
caracterizaram a enzima catecol 2,3-dioxigenase de um Bacillus termofilico. Cenci
et al. (1999) isolou dez diferentes linhagens de Pseudomonas capazes de expressar

diferentes enzimas dioxigenases (catecol 1,2-dioxigenase; catecol 2,3-dioxigenase e
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protocatecol 2,3-, 3,4- e 4,5-dioxigenases), quando cultivadas em compostos
aromaticos.

As linhagens estudadas, demonstraram ampla versatilidade metabolica, visto
a capacidade em degradar naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno, além de
crescerem em compostos monoaromaticos (tolueno e m-xileno) e utilizarem Tween
20 e 80 como fonte de carbono. Isto indica que as mesmas possam transformar
outros hidrocarbonetos aromaticos, através dessas dioxigenases que parecem nao
apresentar especificidade a um substrato. Caracteristicas, similares, ndo tem sido
muito descritas em relagdo a bactérias isoladas de ambientes ndo contaminados. O
fato de um mesmo microrganismo apresentar capacidade em degradar
hidrocarbonetos aromaticos como naftaleno e monoaromaticos, como o-xileno ¢
incomum (Gennaro et al. 2000). Por outro lado, quando as bactérias sdo expostas a
compostos toxicos, uma forte pressdo aplicada pelos poluentes, induz selegdo dos
microrganismos presentes (Herrick er al., 1997, Wunsche er al., 1995). Varios
pesquisadores relatam este fato com bactérias do género Rhodococcus (Uz et al.,
2000; Bickerdike ef al., 1997; Warhurst ef al. 1994), e do género Pseudomonas
(Leblond ef al., 2001; Cenci et al. 1999; Balashova er al. 1999) com capacidade em
utilizar uma variedade de compostos xenobioticos. No entanto, pouco se sabe sobre
o metabolismo de bactérias do género Bacillus (Doddamani & Ninnekar, 2000;
Milo et al., 1999; Shimura et al., 1999) e bactérias Gram negativas, do género
Klebsiella (Mansi — El et al., 2000), espécie essa bioquimicamente similar a famiha
Enterobacteriaciea.

Portanto, este estudo representa uma tentativa de elucidar a interagdo entre as
bactérias com relagdo a degradagdo dos hidrocarbonetos aromaticos, visto que a
coexisténcia de diferentes vias catabolicas num mesmo microrganismo pode ser

uma vantagem da linhagem que pode crescer e sobreviver na presenga de diferentes
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substratos, mesmo sendo poluentes toxicos (Hedlund ef al., 1999; Kaschabek ef al.,
1998; Schneider et al.,1996; Harms, 1996), com isso um significante impacto no
ambiente contaminado pode ocorrer, uma vez que as enzimas responsaveis pela
degradagao dos HAPs apresentam amplo espectro de atividades, que podem evoluir
para novas rotas degradativas para o catabolismo de compostos recalcitrantes,

resultando em maior remogao dos mesmos do meio ambiente.

-186-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

7. REFERENCIAS

Acaro, K. F., O’Keef, P. W, Yang, Y., Clayton, W., Gierthy, J. F. Antiestrogenicity of
environmental polycyclic aromatic hydrocarbons in human breast cancer cells. Toxicology.
1999. v. 133, p. 115-117.

Baggi, G.; Barbieri, P.; Galli. E., Tollari, S. Isolation of a Pseudomonas stutzeri strain that
degrades o-xylene. Applied Environment Microbiology. 1987 v. 53, p. 2129 - 2132.

Balajee, S., Mahadevan, A. Influence of temperature on growth, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
degradation and plasmid transfer in azotobacter chroococcum. Biotechnology Technology.
1991. %5, p. 55-56.

Balan, D. S. L. Descoloracio de corantes e efluentes téxteis. Trabalho apresentado ao II
Workshop sobre Biodegradagao. Campinas, 2001.

Balashova, N. V., Kosheleva, I. A., Golovchenko, N. P, Boronin, A. M. Phenanthrene
metabolism by Pseudomonas and Burkholderia strains. Process Biochemistry. 1999 v. 35, 291
- 296.

Barbosa, H. R_; Torres, B. B. (Eds) Microbiologia Basica. 1998. Editora Ateneu, 196p.

Bickerdike, S. R.; Holt, R. A. Stephens, G. M. Evidence for metabolism of o-xylene by
simultaneous ring and methyl group oxidation in a soil isolate. Microbiology. 1997, v. 143, p.
2321-2329.

Bidaud, C.; Minh-T, C. Polyciclic aromatic hydrocarbons (HAPs) biodegradation in the soil of a
former gasworks site: selection and study of PAHs-degrading microorganisms. Journal
Molecular Catalalytic B-Enzymatic. 1998 v. 5, p. 417 — 421.

Bouchez, M; Blanchet, D., Vandecasteele, J-P. Degradation of polycyclic aromatic-hydrocarbons
by pure strains and by defined strain associations - inhibition phenomena and cometabolism.
Applied Microbiology Biotechnology. 1995. v. 43, p. 156 — 164.

Burlage, R. S.; Hooper, S. W., Sayler, G. S. The tol (pwwO) catabolic plasmid. Applied
Environment Microbiology. 1989, v. 55, p. 1323-1328.

Bury, S. J, Miller, C. A. Effect of micellar solubilization on biodegradation rates of

hydrocarbons. Environment Science Technology. 1993. v. 27, p. 104.

-187-



DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Cenci, G.; Galdini, G.; Boari, L. Dioxygenase activity relative behaviour of Pseudomonas strains
from soil in the presence of different aromatic compounds. World Journal Microbiology
Biotechnology. 1999. v. 15, p. 47 — 52.

Cerniglia, C. E. Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Biodegradation. 1992. v.
3,p. 351 —368.

Chapman, P. J. Degradation mechanisms. /n: Bourquian, A. W. & Pritchard P. H. (Eds).
Precedings of the workshop: Microbial Degradation of Pollutants in Marine Enviroments.
U. S. Emviroment Protection Agency, Gulf Breeze. 1979. p. 28-66.

Chaudhry, G. R, Chapalamadugu, S. Biodegradation of halogenated organic-compounds.
Microbiology Review. 1991. v. 55, p. 59 — 79.

Conceigdao, D. M ; Bidoia, E. D.; Angelis, D. A ; Angelis, D. F. Detec¢iio de fenol-oxidase em
fungos filamentosos isolados do rio Atibaia, visando biodegradacio de compostos
fenolicos. Trabalho apresentado ao IT Workshop sobre Biodegradagao. Campinas, 2001.

Cooper, D., Goldenberg, B. G.. Applied Environment Microbiology. 1987. v. 53, p. 224-229.

Dagley, S. Biochemical approach to some problems of environmental-pollution. Essays
Biochemistry. 1975 v. 11, p. 81 — 138.

Delage, E., Bohuon, G., Baron, A, Drilleau, J. F. Journal Chromatography. 1991. v. 555, p.
125.

Deschenes, L.; Lafrance, P.; Villeneuve, J. P. & Sanson, R. Adding sodium dodecyl sulfate and
Pseudomonas aeruginosa UG2 biosurfactants inhibits polycyclic aromatic hydrocarbon
biodegradation in a weathered creosote-contaminated soil Applied Microbiology
Biotechnology. 1996. v.46, p. 638 — 646.

Doddamani, H. P., Ninnekar, H. J. Biodegradation of phenanthrene by a Bacillus species.
Current Microbiology. 2000. v. 41, p. 11 — 14.

Dorn, E., Knackmuss, H-J. Chemical structure and biodegradability of halogenated aromatic
compounds. Biochemistry Journal 1978 v. 174, p. 73 — 84.

Edward, J. C. Principles and Pestices for Petroelum Contaminates Soil. Lewis Publishers, New
York. 1993,

Enseley, B. D, Gibson, D. T. Naphthalene dioxygenase: purification and properties of a terminal

oxygenase compounds. Journal Bacteriology. 1983 v. 155, p. 505-511.

-188-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Filonov, A. E., Karpov, A. V., Kosheleva, 1. A., Puntus, 1. F., Balashova, N. V., Boronin, A. M.
The efficiency of salicylate utilization by Pseudomonas putida strains catabolizing naphthalene
via different biochemical pathways. Process Biochemistry. 2000. v. 35, p. 983 — 987.

Fujisawa, H., Hayaishi, O. Protochatechuate 3,4 — Dioxygenase. Journal of Biology Chemical.
1968. v. 243, p. 2673 — 2681.

Gennaro, Di F., Galli, E., Orsini, F., Pelizzoni, F., Sello, G., Bestetti, G. Development of
biocatalysts carryng naphthalene dioxygenase and dihydrodiol dehydrogenase genes inducible
in aerobic and anaerobic conditions. Research Microbiology. 2000. v. 151, p. 383 —391.

Ginkel, Van G. G. Biodegradation. 1996. v.7, p. 151-164.

Gutnick, D. L., Rosenberg, E. Oil tankers and pollution - microbiological approach. Ann.
Review Microbiology. 1977. v. 31, p. 379 — 396.

Hahn, D. R, Solenberg, P. J , Baltz, R. H. Tn5099 a xylE promoter probe transposon for
Streptomyces spp. Journal Bacteriology. 1991. v. 173, p. 5573-5577.

Haigler, B. E., Gibson, D. T. purification and properties of ferredoxin NAP a component of
naphthalene dioxygenase from Pseudomonas sp. strain NCIB 9816. Journal Bacteriology.
1990. v. 172, p. 465 — 468.

Harayama, S., Kok, M., Nedleid, A. V. Functional and evolutionary relationship among diverse
oxygenases. Annul Review Microbiology. 1992 v. 46, p. 565 — 601.

Harms, H. Bacterial growth on distant naphthalene diffusing through water, air and water-
saturated and nonsaturated porous media. Applied Environment Microbiology. 1996 v. 02,
p. 2286 — 2293,

Hedlund, B. P.; Geiselbrecht, A. D_; Bair, T. J.; Staley, J. T. Polycyclic aromatic hydrocarbon
degradation by a new marine bacterium, Neptunomonas naphthovorans gen. Nov., sp. nov.
Applied Environment Microbiology. 1999. v. 65, p. 251 — 259,

Hegman, G. D. Synthesis of the enzymes of the mandelate pathway by Pseudomonas putida.

Journal of Bacteriology. 1966. v. 91, p. 1140 — 1154,
Herrick, J. B.; Keil-S, K. G.; Ghiorse, W. C.; Madsen, E. L. Natural horizontal transfer of a
naphthalene dioxygenase gene between bacteria nativa to a coal tar-contaminated field site.

Applied Environment Microbiology. 1997 v. 63, p. 2330-2337.

-189-



DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Igbal, S.; Khallid, Z. M. & Malik, K. A. Enhanced biodegradation and emulsification of crude-oil
and hyperproduction of biosurfactants by a gamma-ray-induced mutant of pseudomonas-
aeruginosa. Letter Applied Microbiology. 1995. v. 21, p. 176 — 179.

Johnson, V. ; Singh, M ; Saini, V. S.; Adhikardi, D. K ; Sista, V., Yadav, N. K. Transformation of
vegetable-oils by an oleaginous yeast - rhodotorula-glutinis iip-30. Biotechnology Letter.
1992 v. 6, p. 487-490.

Karegoudar, T. B.; Kim, C. K. Microbial degradation of monohydroxybenzoic acids. Journal
Microbiology. 2000. v. 38, p. 53 — 61.

Kaschabeck, S. R.; Kasberg, T.; Muller, D.; Mars, A. E.; Janssen, D. B: Reineke, W.
Degradation ofchloroaromatics: purification and characterization of a novel type of
chlorocatechol 2,3-dioxygenase of Pseudomonas putida GJ31. Journal Bacteriology. 1998, v.
180, p. 296 —302.

Leblond, J. D.; Schultz, T. W_; Sayler, G. S. Obseervations on the prefential biodegradation of
selected components of polyaromatic hydrocarbon mixtures. Chemosphere. 2001, v. 42, p.
333 — 343,

Lee, L. S;; Rao, P. S. C., Okuda, 1. Equilibrium partioning of polycyclic aromatic hydrocarbons
from coal tar to water. Environment Science Technology. 1992 v. 26, p. 2110 - 2115.

Li, G; Huang, W, Lerner, D. N, Zhang, X Enrichement of degrading microbes and
bioremediation of petrochemical contaminants in polluted soil. Water Research. 2000. v. 34,
p. 3845 — 3853,

Mansi — EI, M.; Anderson, K. J ; Inche, C. A_; Knowles, L. K_; Platt, D. J. Isolation and curing of
the Klebsiella pneumoniae large indigenous plasmid using sodium dodecyl sulphate. Research
Microbiology. 2000 v. 151, p. 201 — 208.

Mars, A. E.; Kingma, J.; Kaschabeck, S. R ; Reineke, W_; Janssen, D. B. Conversion of 3-
chlorocatechol by varius catechol 2,3-dioxygenase and sequence analysis of the chlorocatechol
dioxygenase region od Pseudomonas putida GJ31. Journal Bacteriology. 1999 v. 181, p.
1309 — 1318,

Meyer, S.; Moser, R.; Neef, A; sthal, U.; Kampfer, P. Differential detection of key enzymes of
polyaromatic-hydrocarbon-degradading bacteria using PCR and gene probes. Microbiology-

UK. 1999. v. 145, p. 1731 — 1741.

-190-




DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Milo, R. E; Dufiner, F. M., Muller, R. Catechol 2,3-dioxygenase from the thermophilic, phenol-
degradading Bacillus thermoleovorans strain A2 has unexpected low thermal satability.
Extremophiles. 1999. v. 3, p. 185 - 190.

Milynarz, T., Ward, O. P. Degradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by a mixed
culture and its component pure cultures obtained from PAH — contaminated soil. Canadian
Journal Microbiology. 1995. v. 41, p. 470 — 476.

Monohar, S., Kim, C. K.; Karegoudar, T. B. Degradation of anthracene by a Pseudomonas strain,
NGK 1. Journal Microbiology. 1999. v. 37, p. 73 — 79.

Mueller, J. G.; Chapman, P. J.; Blattmann, B. O., Pritchard, P. H. Isolation and characterization
of a fluoranthene — utilizing strain of Pseudomonas paucimobilis. Applied Environment
Microbiology. 1990. v. 56, p. 1079 — 1086.

Patel, T. R. and Gibson, D. T. Purification and properties of (+) cis-naphthalene dihydrodiol
dehydrogenase of Pseudomonas putida. Journal Bacteriology. 1974 v. 119, p. 879 — 888.
Rehmann, K.; Noll, H. P.; Steinberg, C. E. W.; Kettrup, A. A. Pyrene degradation by

Mycobacterium sp. strain KR2. Chemosphere. 1997. v. 36, p. 2977 — 2992.

Reineke, W., Knackmuss, H-J. Microbial-degradation of haloaromatics Annul Review
Microbiology. 1988. v. 42 p. 263 — 287.

Robert, E. R. Bioremediation of Petroleum Contaminated Sites. CK Smoley Publishers, New
York. 1992.

Roch, F., Alexander, M. Biodegradation of hydrophobic compounds in the presence of
surfactants. Environment Toxicology. Chem. 1995. v.14, p. 1151 — 1158,

Romantchuk, M., Sarand, 1., Petdanen, T., Peltola, R.; Vihanne — J., M.; Koivula, T.; Yrjila, K ;
Haahtela, K. Means to improve the effect of in situ bioremediation of contaminated soil: an
overview of novel approaches. Environment Pollution. 2000. v. 107, p. 179 — 185.

Rosato, Y. B. Biodegradacdo de Petroleo. In: Microbiologia Ambiental. Mello, I. S., Azevedo, J.
L. Eds. Embrapa — CNPMA. 1997, p. 307-334.

Rouse, J. D; Sabatini, D. A_; Suflita, J. M., Harwell, J. H. Influence of surfactants on microbial-
degradation of organic-compounds. Critcal Review Environment Science Technology.

1994, v. 24, p. 325-370.

-191-



DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Santodonato, J. Review of the estrogenic and antiestrogenic activity of polycyclic aromatic
hydrocarbons: relationship to carcinogenecity. Chemosphere. 1997. v. 34, p. 835 — 848.

Schneider, J.; Grosser, R.; Jayasimhulu, K.; Xue, W. Warshawsky, D. Ddegradation of pyrene,
benz(a)anthracene, and benzo(a)pyrene by Mycobacterium sp. strain RIGII-135, isolated from
a former coal gasification site. Applied Environment Microbiology. 1996. v. 62, p. 13 — 19.

Shimura, M., Mukerjee-Dhar, G., Kimbara, K., Nagato, H.; Kiyohara, H., Hatta, T Isolation and
characterization of a thermophilic Bacillus sp. JF8 capable of degradading polychlorinated
biphenyls and naphthalene. FEMS Microbiology Letter. 1999. v. 178, p. 87 — 93.

Sigma. Citacdes e referéncias a documentos eletronicos.
<http://www sigald.sial. com/sigma/proddata/p1754 .html > Acesso em: 22 agosto 2001

Sims, R. C.; Overcash, M. R. Fate of polynuclear aromatic compounds (PNAs) in soil-plant
systems. Residues Review. 1983 v. 88, p. 1 — 68.

Sobisch, T ; Heb, H.; Neibelscheiitz, H., Schimidt, V. Colloid and Surfaces A: Physicochem. And
Engen. Aspects. 2000. v. 162, p. 1 —14.

Solanas, A. M.; Feng, J Fluoreno Degradation Pathway Map. Citacdes e referéncias a
documentos eletrénicos. <http://www.labmed.umn edu/umbbd/flu/flu_map html > Acesso
em: 13 agosto 1999

Stapleton R. D.; Savage, D. C; Sayler, G. S., Stacey, G. Biodegradation of aromatic
hydrocarbons in an extremely acidic environment. Applied Environment Microbiology.
1998. v. 64, p. 4180 — 4184.

Sullivan, D. Citacdes e referéncias a documentos eletrénicos. <http://www.bostick-
sullivan.com/Technical_papers/tween20 html > Acesso em: 22 agosto 2001

Sun, Y-G, Cui, H,, Li, Y-H., Lin, X-Q. Determination of some catecol derivates by flow
injection electrochemiluminescent inhibition method. Talanta. 2000. v. 53, p. 661-666.

Till, M.; Riebinger, D.; Schimitz, H-J., Sehrenck, D. Potency of various polycyclic aromatic
hydrocarbons as inducers of CYP1ATI in rat hepatocyte cultures. Chem. Biol. Interact. 1999
v 117, p. 135=150,

Trenz, S. P.; Engesser, K. H.; Fischer, P., Knackmuss, H-J. Degradation of fluorene by
brevibacterium sp strain dpo-1361 - a novel c-c bond-cleavage mechanism via 1,10-dihydro-

1,10-dihydroxyfluoren-9-one Journal Bacteriology. 1994 v.176, p. 789-795.

2109




DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS

Tuhackova, J.; Cajthaml, T.; Novak, K., Novotny, C.; Mertelik, J. Hydrocarbon deposition and
soil microflora as affected by highway traffic. Environment Pollution. 2001. v. 113, p. 255 —
262.

Uz, I, Duan, Y.P., Orgram, A. Characterization of naphthalene-degrading bacterium,
Rhodococcus opacus M213. FEMS Microbiology Letter. 2000. v. 185, p. 231 — 238.

Xiong, F., Yuan, L., Lu, C., Chin, J. Chromatography. 1993. v. 11, p. 246.

Zhang, D. Z, Li, Z., Jiamg, Y. Journal Pharm. Anal. 1996. v. 16, p. 83.

Zhu, M., Xiao, P. Phytother Reserch. 1991. v. 5, p. 239.

Walter, V.; Beyer, M ; Klein, J., Rehm, H-J. Degradation of pyrene by Rhodococcus sp. VWI.
Applied Microbiology Biotechnology. 1991. v. 34, p. 671 - 676.

Warhurst, A. M.; Clarke, K. F. Hill, R. A ; Holt, R. A, Fewson, C. A. Metabolism of styrene by
Rhodococcus rhodochrous NCIMB13259. Applied Environment Microbiology. 1994 v. 60,
p. 1137 —1145.

Wiesel, I.; Wibker, S. M., Rehm, H. J. Degradation of polycyclic aromatic-hydrocarbons by an
immobilized mixed bacterial culture Applied Microbiology Biotechnology. 1993. v. 39, p.
110-116.

Willunsen, P. A ; Karlson, U., Pritchard, P. H. Response of fluoranthene-degrading bacteria to
surfactants. Applied Microbiology Biotechnology. 1998. v. 50, p. 475 — 483.

Wilson, L. P., Bouwer, E. JBiodegradation of aromatic compounds under mixed
oxygen/denitrifying conditions: A review. Journal Industrial Microbiology Biotechnology.
1997. v.18, p. 116-130.

Wunsche, L.; Bruggemann, L.; Babel, W. Determination of substrate utilization patterns of soil
microbial communities: an approach to assess population changes after hydrocarbons pollution.
FEMS Microbiology Ecology. 1995 v. 17, p. 295 — 306.

Yeh, D. H; Pennell, K. D Pavlostathis, S. G. Toxicity and biodegradability screening of
nonionic surfactants using sediment-derived methanogenic consortia ~ Water Science
Technology. 1998, v.38, p. 55-62.

Yeom, 1. T, Ghosh, M. M., Cox, C. D. Micellar solubilization of polynuclear aromatic
hydrocarbons in coal tar-contaminated soils. Environment Science technology. 1996. v. 30,

p. 1589-1595.

-193-






e € @SStin termina”

CONSIDERACOES
FINAIS E CONCLUSAO

GERAL

-----






DEGRADAGAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS POR BACTERIAS POR BACTERIAS

1. CONSIDERAGOES FINAIS

Estd bem estabelecido que os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs), existem na forma de diversos multi-componentes misturados em locais
contaminados pela conversao de carvao e creosoto.

Por exemplo, uma analise superficial de extrato de fluido critico de solos
contaminados com carvao, Yu ef al. (1990) identificou 120 diferentes HAPs que
variaram em massa molar de 128 g mol' (naftaleno) a 302 g mol’
(dibenzo(a,e)pireno). Entre muitos estudos reportando a capacidade de bactérias de
biotransformarem ou biodegradarem os HAPs (Leblond ef al., 2001; Uz et al.,
2000; Shimura et al, 1999), o presente, demonstrou a capacidade de quatro
linhagens bacterianas (Bacillus badius, Enterobacter aglomerans, Bacillus
sphaericus e Bacillus cereus) em utilizar naftaleno, antraceno, fluoreno e pireno
como fonte de carbono. A capacidade de biodegradagdo dos HAPs que ocorreu
nestes microrganismos chama-se adaptagdo (Spain er al.,, 1990). Respostas
adaptativas tem sido observadas em culturas puras, ambientes aquaticos, solos e
aquiferos (Moorman, 1990).

Quando os microrganismos sao expostos a um determinado HAP, ha
geralmente um periodo inicial de adaptagdo e nenhuma transformagdo ocorre. Esta
fase finaliza-se quando o inicio de degradagdo ¢ detectado. Estratégias genéticas e
bioquimicas para adaptagdo e biodegradagdo incluem indugdo enzimatica,
mutagdo, transferéncia e rearranjo do material genético. Estes mecanismos
isolados ou em combinag¢do contribuem para mudanga nas taxas de biodegradagao,
observadas depois que os microrganismos sao expostos aos substratos (Spain &
Vanveld, 1983). Um longo periodo de adaptagdo poderia acomodar mudancgas

genéticas como um mecanismo do microrganismo. Van der Meer e al (1994)
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preconizaram duas possibilidades para a adaptagdo dos microrganismos as
moléculas sintéticas: a) existéncia de enzimas nas células microbianas que
reconhecem a estrutura do composto como substrato, conduzindo a uma
“adaptacdo bioquimica” celular; b) alteragdo do sistema enzimatico, pelo estimulo
na expressdo de novos genes necessarios a conversdo do composto conduzindo a
uma “adaptacdo genética” celular.

A produgdo de emulsificantes pode ser considerado como uma forma dessas
linhagens em aumentar a area de superficie dos HAPs e, portanto torna-los mais
acessiveis (Prince, 1993). Além disso, quando submetidas em consércio; certas
linhagens podem ter agido na remogdo de intermedisrios produzidos por outros
membros do consorcio e, conseqilentemente, facilitado a degradagdo total dos
HAPs. A biotransformagdo dos compostos aromaticos pelas células estd no
mecanismo de produgdo de energia celular, uma vez que a variagio de energia
livre disponivel durante a oxidagdo de certos aromaticos é alta. Alguns trabalhos
sugerem que as reagdes microbianas favorecem a destoxificagdo do proprio meio
pelos microrganismos. E certo contudo, que a disponibilidade energética evidencia
“o interesse real das células™ na utilizagdo de um aromatico poluente (Vazoller,
2002).

Sendo assim, estes microrganismos tornam-se promissores para um emprego
futuro, em processos bioldgicos, atendendo as necessidades inerentes a qualidade
ambiental e de saide publica, além da preservagio dos recursos naturais,

notadamente os ecossistemas aquaticos.
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2. CONCLUSAO GERAL

De acordo com os resultados conclui-se que:
As quarenta oito linhagens conseguiram utilizar pelo menos um composto
aromatico, como fonte de carbono e energia;
Com andlises em CLAE e espectro de absorgdo, foi possivel efetuar uma preé-
selecdo, escolhendo quinze linhagens dentre as quarenta e oito estudadas;
Utilizando os compostos aromaticos estabelecidos em cristais ou misturados,
selecionou-se quatro linhagens — Bacillus badius, Enterobacter aglomerans, L

28 e Bacillus sp.;

Com estudos mais detalhados das quatro linhagens pode-se concluir que
As linhagens conseguiram crescer em meio contendo os HAPs tanto
solubilizados em acetona como em forma de cristais;
Produziram pelo menos uma das enzimas estudadas, assim como atividade de
emulsificagdo 6leo em agua e/ou agua em Oleo;
Quando submetidas em consorcio produziram enzimas e, portanto, degradaram
os HAPs;
Analises em CG, foi possivel identificar a formagdo de catecol, intermediario
para as enzimas estudadas;
Utilizando o Kit Api 50 CHB e 50 CH, a linhagem 128 foi identificada como
Bacillus sphaericus e a linhagem Bacillus sp., como Bacillus cereus; e
Essas linhagens sdo promissoras em futuras aplicagbes em processos de

biorremediagao.
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