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RESUMO

Dentre os contaminantes ambientais mais abundantes, destacam-se os
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), que apresentam elevado
potencial toxico, sendo imprescindivel sua remogédo do ambiente. O objetivo deste
trabalho foi analisar, em microcosmos, a biodegradagdo de HAPs por um
consorcio bacteriano e identificar fatores que influenciam nesta degradacéo e na
andlise dos dados. A degradacdo dos HAPs no solo sem histérico de
contaminacgao foi muito semelhante em todos os microcosmos, apresentando uma
porcentagem de aproximadamente 85%. Para analisar a toxicidade do solo antes
e depois da biorremediacao, realizou-se um testes de germinagao de sementes de
Lactuca sativa (alface). O teste mostrou baixa toxicidade do solo apds 80 dias da
contaminagdo, com ou sem a adicdo do consoércio. Durante estudos de
remediacao bioldgica, é necessario utilizar um marcador interno para minimizar a
dispersédo e extragao irregulares dos contaminantes. Neste estudo foi utilizado o
hexaclorobenzeno, que mostrou excelente, uma vez que nao sofreu nenhum tipo
de degradacdo. Analises moleculares mostram que a adicdo de HAPs alterou
significativamente a comunidade microbiana, favorecendo 0s membros
degradadores de tais poluentes. O consércio adicionado inibiu o crescimento de

alguns micro-organismos autdctones. Além disso, ndo houveram evidéncias de
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que os micro-organismos degradadores de HAPs adicionados persistiram,
sugerindo que eles podem ndo competir eficientemente com a populagédo
microbiana autoctone. Na&o houve efeito claramente identificado do
hexaclorobenzeno sobre o crescimento de micro-organismos, com exce¢ao de um

aumento no numero de organismos pertencentes da classe Alphaproteobacteria.

Palavras-chave: Biorremediacdo, Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos,

Consoércios microbianos, Degradagao, Hexaclorobenzeno.
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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) stand out as among the most
abundant and toxic of environmental contaminants, and their removal from
contaminated sites is indispensable for a healthy environment. The objective of this
study was to analyze, in soil microcosms, the biodegradation of PAHs by a
bacterial PAH degrading consortium and identify factors that influence this
degradation and data analysis. Degradation of PAHs in soil with no history of
contamination was very similar in microcosms with or without bioaugmentation,
with the extent of PAH removal of about 85% in all cases. The germination of
Lactuca sativa (lettuce) in soils taken from the microcosms was used to examine
the toxicity of the soil before and after bioremediation. The test showed a low
toxicity of the soil 80 days after PAH contamination, with or without the addition of
the consortium. During studies of biological remediation it is necessary to use an
internal non-biodegradable marker to minimize the effect of uneven dispersion and
irregular extraction of pollutants. This study used hexachlorobenzene as the non-
biodegradable marker and it proved to be an excellent marker as it did not suffer
any significant degradation in the soil microcosms. Molecular analyzes showed that
the addition of PAHSs significantly altered the microbial community by encouraging

the growth of PAH degraders. In addition, the added microbial consortium was

XX



found to inhibit the growth of some of the indigenous microorganisms.
Furthermore, there was no evidence that the added PAH degraders persisted,
suggesting that they might not compete effectively with the native microbial
population. There was little effect of hexachlorobenzene on the microbial
community or on the removal of the PAH contaminants, with the exception of an

increase in the number of organisms belonging to the class Alphaproteobacteria.

Keywords: Biorremediation, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Microbial

consortia, Degradation, Hexachlorobenzene.
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Introducao

1. INTRODUGAO

A contaminacdao ambiental crescente nas ultimas décadas e acentuada
apos a segunda guerra mundial € o resultado direto de atividades petroquimicas,
industriais, agricolas e do proprio estilo de vida moderno. Substancias
provenientes do petrdleo sdo as matérias-primas e fontes de energia mais
utilizadas na industria e em nosso cotidiano e, consequentemente, estdo entre os
contaminantes ambientais mais abundantes. Dentre essas substancias, destacam-
se os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, que apresentam elevado potencial
toxico e recalcitrante.

Além da emissdao de residuos durante a utilizagdo, muitos acidentes e
derramamento de 6leo ocorrem durante a exploragéo, a produgao, o refinamento,
o transporte e o armazenamento de petroleo e seus produtos. A liberagdo de
hidrocarbonetos no ambiente, acidentalmente ou por atividades humanas, é a
maior causa de poluicdo da agua e do solo. Essa contaminagao € preocupante,
pois muitos destes compostos sdo altamente téxicos ao meio ambiente e a saude
dos seres humanos e de outros seres vivos, podendo ocasionar a morte desses
organismos ou mutacgdes genéticas.

Atualmente, dispdem-se de diversas estratégias para remediacdo de
ambientes impactados, podendo ser empregadas agdes quimicas, fisicas ou

bioldgicas. No entanto, técnicas de remediagao fisica e quimica sao dispendiosas
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e podem levar a uma decomposi¢ao incompleta dos contaminantes. A remediacao
bioldgica, ou biorremediacdo, € considerada a técnica menos invasiva e que
apresenta melhor custo-beneficio. Essa técnica consiste em utilizar a capacidade
intrinseca de alguns micro-organismos metabolizarem determinados poluentes,
mineralizando-os completamente até H.O e CO2 ou reduzindo seu potencial toxico
inicial.

A intensidade da biodegradacgao € influenciada por varios fatores, tais como
a disponibilidade de nutrientes, oxigénio, pH, temperatura, umidade, micro-
organismos presentes, qualidade e quantidade de contaminantes biodisponiveis e
propriedades do solo ou da agua. Assim, a biorremediagado pode ser realizada por
bioestimulagdo, quando sao otimizadas as condigdoes do ambiente a ser
remediado (temperatura, umidade, aeracao, nutrientes e pH), promovendo o
crescimento das populagdes de micro-organismos do local e o0 aumento de suas
atividades metabdlicas. Ou por bioaumentacdo, quando se introduz no local
contaminado micro-organismos com potencial de degradagao elevado.

Micro-organismos individuais podem metabolizar apenas uma limitada
fracdo dos compostos organicos presentes no petréleo. No entanto, comunidades
microbianas complexas, como as presentes no solo, dispdem de uma grande
variedade de complexos enzimaticos que podem levar a completa mineralizagao

dos contaminantes. Assim, em experimentos de bioaumentacgao, € importante que
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se utilize um consorcio microbiano, ou seja, um conjunto de diferentes espécies de
micro-organismos. Em resumo, a adigdo de diferentes micro-organismos aumenta
a chance de um composto ser completamente mineralizado quando comparada a
adicdo de uma unica espécie de micro-organismos, o qual pode nao ser capaz de
degradar totalmente o composto estudado.

Em vista disso, este trabalho estudou a degradagao de alguns
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em solo, utilizando um consorcio

bacteriano.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HHDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS

2.1.1. Definicdo e Contaminacdao Ambiental

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) representam uma classe
de compostos organicos constituidos de dois ou mais anéis benzénicos
(Clemente, 2002) (Figura 1). Sao produzidos principalmente pela combustdo
incompleta de matéria organica e varios HAPs sao encontrados naturalmente no
ambiente. Entretanto, nas ultimas décadas, o aumento da populacdo e o
desenvolvimento de novas tecnologias, tém proporcionado um aumento
significativo destas substancias, causando transtornos ecoldgicos (Barbosa et al.,

2008).
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Figura 1. Exemplos de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.
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O acumulo de HAPs no ambiente ocorre por atividades humanas, como na
queima de combustiveis fosseis, derramamento de petrdleo e diversas atividades
industriais. Sado encontrados também em produtos quimicos, como tintas,
repelentes de insetos e materiais de construgdo. Fontes nao-antropogénicas
incluem queimadas em florestas e erupg¢des vulcanicas (Silva, 2007).

A forma mais comum de liberagdo de HAPs é na atmosfera, seja como
vapores de alta temperatura, seja incluidos em particulas de fuligem. O processo
industrial que apresenta maior liberagdo de HAPs é a coqueificacdo, no qual o
carvao mineral € submetido a temperaturas elevadas na auséncia de oxigénio, a
fim de evitar a combustdo. Ocorre entdo a liberagdo de gases presentes em sua
estrutura, originando um residuo sélido poroso e infusivel, o carvao coque,
constituido praticamente de carbono puro. Embora existam riscos de inalagéo, que
aumentam com a exposigao ocupacional, os compostos acabardao sendo
depositados em solos e sedimentos (Prince, 1993).

Outras fontes importantes de HAPs sdo o petroleo e seus derivados. O
petréleo € constituido por uma mistura complexa e variavel de compostos
organicos, dos quais a maioria é de hidrocarbonetos (50-98%) (Casellas et al,
1995). Esses hidrocarbonetos podem apresentar-se em uma ampla variedade de
estruturas moleculares, como cadeias lineares ou ramificadas, anéis simples,

condensados ou aromaticos (Speight,1991). Os HAPs mais abundantes no
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petréleo sdo compostos com até quatro anéis benzénicos (Tissot e Welte, 1978),
conhecidos como: naftaleno (2 anéis); fenantreno, antraceno, fluoreno e
dibenzotiofeno (3 anéis); pireno, benzo(a)antraceno e criseno (4 anéis).

Embora essenciais a vida moderna como principal fonte de energia e
matéria-prima para industria petroquimica, o petréleo e seus derivados, quando
dispostos no ambiente causam sérios problemas ambientais e oferecem um alto
risco a saude do homem e de outros seres vivos (Prince, 1993; Kanaly et. al.,
2000, Valentin et. al., 2006). Historicamente, tém-se noticias de inumeros
acidentes ocorridos no mundo todo. Grande parte dos acidentes ocorre durante o
transporte naval, representando 45,5% do total de petréleo langado ao mar. Nao
muito distante dos acidentes durante o transporte naval, vazamentos em terra
representam 29% (Sloan, 1999).

O primeiro grande acidente com petroleo ocorreu na Inglaterra em 1967
(Poffo, 2000). Contudo, o acidente mais conhecido ocorreu em 1989, no Alaska,
com o petroleiro Exxon Valdez, que derramou 37.000 toneladas de petréleo que
impactaram 5.000 quildbmetros de costa desse estado e foi considerado o maior
acidente ecologico dos Estados Unidos e um dos maiores do mundo (CETESB,
2007a). Em abril de 2010, o acidente envolvendo a plataforma de perfuragao
offshore - Deepwater Horizon, no Golfo do México, resultou no vazamento de

aproximadamente 780.000 m3 de 6leo cru no mar (Inafuku e Helal, 2011).
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No Brasil, os maiores acidentes ocorreram nos anos setenta envolvendo os
petroleiros Tamika Maru, em 1974, no canal de Sdo Sebastido, litoral norte de Sao
Paulo; e Tarik Ibn Zyaid, em 1975, na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro. No
entanto, o acidente com maior repercussao na midia, devido a seu impacto sdcio
ambiental, ocorreu na Baia de Guanabara em 2000, com o rompimento de um
oleoduto que verteu 1,3 toneladas de petroleo (CETESB, 2007a). Mais
recentemente, em novembro de 2011, ao menos 2,4 mil barris de petréleo da
plataforma pertencente a empresa multinacional americana, Chevron, vazaram na
bacia de Campos, Rio de Janeiro. No ano seguinte, outra fissura deu origem a um
novo vazamento (Pacheco, 2012).

No estado de Sao Paulo, a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo
(CETESB) é o 6rgao responsavel pelo levantamento e monitoramento de areas
contaminadas. O ultimo relatério divulgado, em dezembro de 2010, revelou um
dado alarmante: de um total de 3.675 areas contaminadas, 1.411 consideradas
contaminadas por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, apenas 4% foram
remediadas. Todas as areas enquadradas como contaminadas devem fornecer
uma proposta de remediacédo junto a CETESB. Porém, o levantamento sobre o
estagio de remediacdo destas areas demonstrou que apenas 163 locais
contaminados tiveram o processo concluido, enquanto que 1674 areas (46%)

continuam sem qualquer proposta de remediagcéo (CETESB, 2010).
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Esta estatistica submete a reflexdo que existe uma alta demanda por
tecnologias de remediagao, das quais podemos destacar a biorremediagao como

uma plausivel ferramenta biotecnolégica para este emprego (CETESB, 2007b).

2.1.2. Efeitos sobre o ambiente e os seres vivos

Apods a entrada no ambiente, substancias contaminantes sofrem alteragcdes
de suas caracteristicas originais, devido a fatores fisicos (evaporacéao, dissolugao,
dispersdo, adsorgdo as particulas) e Dbiolégicos (biodegradagao). As
transformacdes fisicas e bioldgicas sao reguladas pelas caracteristicas especificas
das moléculas liberadas e do ambiente atingido. Assim, o grande impacto
ambiental e persisténcia do contaminante no ambiente dependem de fatores
como: habitat atingido, tipo e quantidade do composto emitido, espécies de
organismos atingidos, época do ano, condi¢gbes hidrograficas e meteorologicas,
frequéncia e duracdo da exposicdo e praticas utilizadas na tentativa de
descontaminacgéao (Sloan, 1999).

O petréleo e seus derivados, por exemplo, podem persistir por mais de 20
anos nos manguezais, antes que a vegetacdo se recupere totalmente (Michel,
2002). Esta alta persisténcia € explicada pela lenta biodegradacdo destes
compostos, devido a limitagcdo de oxigenagdo do meio e ciclagem lenta dos

nutrientes, essenciais para a atividade microbiana aerdbia. Os efeitos téxicos
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imediatos tendem a ser causados, principalmente, por moléculas de baixa massa
molecular e que se degradam mais rapidamente. Ja os efeitos toxicos cronicos,
sdo devidos as moléculas de alta massa molecular, geralmente aromaticas. Tais
moléculas apresentam menor toxicidade aguda, mas sdo persistentes, causando
efeitos mais duradouros e mais significativos do que os efeitos imediatos (Spies et
al, 1996). Pequenas quantidades de petroleo podem ter efeitos de longo prazo na
diminuicdo da diversidade de espécies em um sistema (Howarth, 1991). Essa
alteracdo € causada principalmente por efeitos fisioldgicos, carcinogénicos e
citogenéticos de longo prazo, alterando a reprodugado, crescimento, respiragao,
movimentacado e susceptibilidade a doengas de espécies vegetais e animais em
um ambiente contaminado (Suchanek, 1993; Neff, 2002). Foi observado que
plantas de mangue diminuiram drasticamente a produgao de sementes durante 17
meses apos um derramamento de petréleo no sudeste da Australia (Clark e Ward,
1994). Ja em outras regides, a presenga do 6leo exerceu impacto negativo sobre a
vegetacao durante 17 anos (Baker et al, 1993).

Os HAPs, por possuirem muitos anéis aromaticos, sdo muito resistentes a
biodegradagao, persistindo por um longo periodo nos ambientes contaminados.
Como exemplos destes compostos altamente toxicos e persistentes estdo o
antraceno, o pireno, o fenantreno e o naftaleno. O fenantreno e o benzo-a-pireno

(outro HAP) estdo entre os 16 HAPs prioritarios pela EPA (Agéncia de Protecgao
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Ambiental) (Sisinno, 2003). Estes HAPs sao de facil solubilidade em solventes
organicos e baixa solubilidade em agua, por possuirem maior massa molar (Atlas,
1995 e Farahat e EI-Gendy, 2008).

Dentre os efeitos carcinogénicos causados pelos HAPs, cita-se as
alteragdes enzimaticas nas mucosas do trato gastrintestinal, aumento do peso do
figado, leucemia e tumores no figado e estdmago de animais. Os compostos mais
soluveis em agua podem ser adsorvidos pela corrente sanguinea, ocasionando
danos as células, a medula 6ssea e, principalmente, ao sistema nervoso central

(Dias, 2007).

2.2. BIORREMEDIAGCAO

2.2.1. Definicdo e técnicas

Biorremediacao é a utilizagdo da atividade bioldgica de micro-organismos
para a transformacao de contaminantes em substancias inertes, que ndo oferecam
riscos a saude (Hollinger, 1997). Quando comparada as técnicas fisico-quimicas
de remediagao, apresenta melhor custo-beneficio, mostrando-se uma alternativa
promissora (Chauhan et al., 2008).

Embora baseadas no principio da biodegradagdo, as técnicas de
biorremediagao envolvem variagdes de tratamentos, podendo ser in situ (no local)

ou ex situ (fora do local). A biorremediagao in situ € uma 6tima opg¢ao quando as
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propriedades fisico-quimicas do solo e do contaminante favorecem a aplicagao
das técnicas de biorremediagao, caso contrario, € necessaria a remog¢ao dos
contaminantes para tratamento em local adequado - ex situ (Silva, 2007). Entre as
estratégias para biorremediacdo de hidrocarbonetos no ambiente, destacam-se a
biorremediagao passiva, a bioestimulagao, a bioaumentacao e o /andfarming.

Na biorremediagdo passiva ou intrinseca, os contaminantes sao
degradados pelos micro-organismos naturalmente presentes no solo, sem a
aplicagao de nenhum método que auxilie nesta degradacgao. Por depender apenas
de processos naturais, a biorremediagao passiva pode ser muito lenta, exigindo o
monitoramento do local por um longo tempo (Jacques et al, 2007). Ja na
bioestimulacdo, as condicbes de aeragcdo, umidade, composicdo quimica e
nutricional do solo sao otimizadas, estimulando o crescimento de sua microbiota
(Silva, 2007). A bioaumentagao consiste da inoculagdo de micro-organismos
selecionados (culturas puras ou consércios) com alta capacidade de degradacéao e
competicao, para degradar compostos especificos (Skipper, 1999; Silva, 2007).

No /andfarming, os residuos podem ser tratados utilizando as trés
estratégias anteriormente mencionadas. A biorremediagcdo realizada pela
microbiota da camada superficial do solo € estimulada por diferentes processos: o
solo € revolvido, com o intuito de aerar e homogeneizar as camadas com

diferentes concentragcdes de contaminantes; sao adicionados também corretivos,

11
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fertilizantes e, se necessario, agua; e pode-se, ainda, bioaumentar o solo e
adicionar surfactantes, visando aumentar a biodisponibilidade dos contaminantes.
Esta técnica pode ser realizada in situ ou ex situ. (Jacques, et al., 2007; Silva,
2007).

A medida do sucesso da remediacédo de locais contaminados com petréleo
e derivados depende de varios parametros, entre eles, a degradagédo dos HAPs
presentes (Farahat e EI- Gendy, 2008). Microcosmos em escala laboratorial
servem como um estagio importante no estudo da eficiéncia da biodegradacao por
micro-organismos e também podem servir como um sistema de teste-padrao, que
pode ser adaptado a diferentes condigcbes ambientais. Os resultados destes
estudos sao, frequentemente, utilizados para o desenvolvimento de testes de

biorremediagdo em escala piloto (Farahat e EI-Gendy, 2008).

2.2.2. Biorremediagcao de HAPS

Embora os hidrocarbonetos estejam amplamente distribuidos no ambiente,
a capacidade de degradacido destas moléculas por animais e plantas é muito
limitada. Contudo, bactérias, fungos filamentosos e leveduras possuem alta
capacidade para degradar e metabolizar estes compostos. Isto acontece porque
alguns micro-organismos possuem um complexo sistema enzimatico que confere

a capacidade de utilizar os hidrocarbonetos como uma fonte de carbono e energia

12
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(Jacques, 2005). O metabolismo dos hidrocarbonetos pode ser dividido em:
metabolismo da fragdo saturada (n-alcanos, alcanos ramificados e cicloalcanos) e
metabolismo da fragcdo aromatica, em funcdo dos distintos passos, genes e
enzimas envolvidas na degradacao (Melo e Azevedo, 1997).

O primeiro passo para biodegradagcdo de hidrocarbonetos por bactérias e
fungos envolve a oxidagdo do substrato por oxigenases. A biodegradagao da
fracdo saturada comecga por um ataque monoterminal, onde ocorre a formacao de
um alcool primario, seguido por um aldeido e um acido monocarboxilico. O acido
carboxilico € degradado via B-oxidagao, ocorrendo formagdo de acidos graxos
com dois carbonos a menos e formacao de acetil-coenzima A, com liberagao
eventual de CO2 (Melo e Azevedo, 1997).

A fracdo aromatica comega a ser degradada por meio de uma reacéo de
hidroxilagao, formando didis, seguida da clivagem do anel. Ocorre a formacéao de
intermediarios comuns (catecol, protocatecol e gentisato), que posteriormente sédo
degradados em intermediarios do ciclo de Krebs (Figura 2) (Alexander, 1997). O
fator primordial para que ocorra a biodegradacdo é a existéncia de genes
apropriados que poderao ser expressos na célula. Em micro-organismos, estes
genes podem estar presentes em moléculas de DNA extracromossomal (em

plasmideos), e sdo genes indutiveis (Burlage et al., 1989).

13
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Figura 2. Rotas metabdlicas da degradagdo de HAPs por bactérias e fungos em sistema
aerobio (Silva, 2007).

2.2.3.Micro-organismos degradadores de HAPs

Apesar de suas propriedades xenobidticas, uma grande variedade de
bactérias, fungos e algas foram caracterizadas por sua habilidade em degradar
HAPs (Chauhan, et al., 2008). Desde 1950, bactérias degradadoras desses
compostos vém sendo isoladas. Os principais géneros encontrados sao:
Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Flavobacterium, Nocardia,
Corynebacterium, Sphingomonas, Mpycobacterium, Stenotrophomonas,
Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Gordonia, entre outros (Jacques, et al.,

2007).
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Porém, comparados as culturas puras, consoércios microbianos mostram-se
mais eficazes na degradacdo desses poluentes. Um conjunto de micro-
organismos possui maior capacidade de utilizagdo de um grande numero de HAPs
como fonte de carbono, do que bactérias isoladas. Além disso, um consorcio
consegue, mais facilmente, mineralizar completamente estes compostos, uma vez
que as vias metabdlicas de seus membros se complementam (Jacques, et al.,
2007). Um exemplo disso € o estudo de Richard e Vogel (1999), no qual verificou-
se que, dos sete membros de um consércio bacteriano degradador de dleo diesel
em solo, quatro ndo utilizavam diretamente o 6leo como fonte de carbono;
contudo, essas bactérias consumiam os intermediarios produzidos pelos demais

membros, mineralizando-os.

2.2.4_ Marcadores internos e a molécula de hexaclorobenzeno

Experimentos de biorremediagcao em solo apresentam alguns problemas de
distribuicdo e extragdo dos contaminantes a serem estudados. O solo é uma
mistura complexa e heterogénea de materiais solidos, organicos ou inorganicos,
com superficies altamente irregulares, diversos graus de porosidade e variadas
propriedades quimicas. Homogeneizar mecanicamente os contaminantes do solo
nao garante a homogeneizagao dos componentes do mesmo. Essa heterogenia

leva a ocorréncia de variagdes nas concentragées dos compostos xenobidticos em
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pontos distintos do solo contaminado. Assim, diferentes amostras apresentam
quantidades variadas de contaminantes e, consequentemente, uma extragao
irregular destes. Com isso, a medicdo das taxas de remocgédo do residuos é
prejudicada, reduzindo a confiabilidade do estudo (Davis et al., 2003).

Moléculas efetivamente nao-biodegradaveis, que possam ser analisadas
por cromatografia gasosa e que fagam parte da composi¢cédo do contaminante do
solo, podem ser utilizadas como marcadores internos, também conhecidos por
biomarcadores em estudos de biorremediacdo. Um exemplo de marcador interno
€ a molécula de hopano, encontrada e utilizada nas analises da eficiéncia de
biorremediagdo no litoral impactado pelo derramamento de petréleo, ocorrido
1989, com o petroleiro Exxon Valdez (Douglas et al, 1992; Prince e Douglas
2005). A analise dos dados utiliza a relagao entre a quantidade do contaminante e
a quantidade do biomarcador extraidas da amostra (contaminante/biomarcador)
para determinar a taxa de degradacdo. A aplicacdo desta técnica possibilita a
realizacado de estimativas razoaveis da porcentagem de degradacéo.

Exemplos de marcadores que ja foram utilizados em estudos anteriores
sdo: metais, hidrocarbonetos e hidrocarbonetos clorados. A maioria dos metais
nao apresenta propriedades fisicas semelhantes as dos hidrocarbonetos e, por
isso, ndo podem ser analisados pela mesma técnica. Hopanos purificados séo

extremamente caros para serem usados em experimentos laboratoriais. Porém,
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outros hidrocarbonetos, principalmente alcanos com muitas ramificacdes e alto
peso molecular, e HAPs sdo uteis, se disponiveis, mas sao mais facilmente
degradados do que hopanos. Os hidrocarbonetos altamente clorados, por sua vez,
sdo muito resistentes a degradagdo e seu custo-beneficio permite que sejam
usados em experimentos laboratoriais como biomarcadores (Prince et al., 2008).

Ja se demonstrou que o hexaclorobenzeno (HCB) (CAS 118-74-1), um
hidrocarboneto altamente clorado (Figura 3) , € um marcador eficaz para a analise
de biodegradacédo de combustivel B20 (20% de éster metilico de acidos graxos de
Oleo de soja, 80% diesel de petrdleo) em culturas liquidas em escala laboratorial.
O HCB é considerado um poluente organico persistente (POP). Apresenta meia-
vida longa, chegando 1.500 dias em solo (Beck e Hansen, 1974), com taxas de
degradagdo quimica e biolégica consideradas irrelevantes (Prince et al., 2008;
Barber et al., 2005; Mansour et al., 1986). Além disso, apresenta mobilidade nula
no solo e sua alta adsorgao e baixa pressao de vapor atenuam grande parte da
volatilizagdo deste composto (Yaws, 1994).

No ar, o HCB é encontrado quase que exclusivamente na forma gasosa,
estando menos de 5% associados a particulas (Cortes ef al., 1998). Assim, o HCB
pode ser transportado por longas distancias na atmosfera — aproximadamente 105
km - antes de ser removido por deposi¢ao ou degradacao. Desta maneira, o HCB

€ amplamente distribuido, em escala regional, nacional e global. Por possuir
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natureza hidrofébica, o HCB deposita-se preferencialmente em sedimentos, solos
e superficies vegetais. Uma taxa relativamente menor € encontrada na agua e no
ar (Barber et al., 2005).

Assim como os HAPs, o HCB pode ser produzido por combustao
incompleta de matéria organica e € encontrado em residuos industriais. As
principais fontes de HCB sao aplicagcdo direta de pesticidas, deposicao
atmosférica, derramamentos, erosao de areas contaminadas proximas e irrigagao

por agua contaminada.

Cl
Cl Cl

Cl Cl
Cl

Figura 3. Formula estrutural da molécula de hexaclorobenzeno.

2.2.5.Fatores que afetam a biodegradacido no solo

A degradacao microbiana de hidrocarbonetos no solo depende de uma
série de fatores abidticos, como as caracteristicas das moléculas a serem
degradadas e do local onde ocorrera a remediagao. As principais caracteristicas
quimicas do produto que afetam a degradacao sao: tamanho, estrutura quimica,

forma, carga da molécula e a existéncia de grupos funcionais. Esses fatores
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determinam o comportamento da molécula no solo, sua toxicidade, rota
metabdlica e a absor¢ado pelos micro-organismos. Em geral, quanto maior, mais
condensada e mais ramificada for a molécula, maior a estabilidade quimica e
menor sera a degradagao.

Entre os fatores abidticos do solo que afetam a biodegradacédo destacam-se
agua, temperatura, pH e raios UV recebidos. Dentre os processos fisico-quimicos
naturais que ocorrem no solo e que reduzem as concentragbes dos
contaminantes, estdo a volatilizacdo e a sorcdo (Seabra, 2008). Algumas
propriedades dos compostos quimicos podem influenciar estes processos: a
constante da lei de Henry (Ky), cujo valor indica o grau de volatilidade de um
composto (Prata, 2002); o coeficiente de particdo normalizado para carbono
organico (Koc), que indica o potencial de adsor¢gdo de um composto; e a pressao
de vapor, sao alguns exemplos. De acordo com Lyman e colaboradores (1982),
um composto € pouco volatil se Ki<10-7 , medianamente volatil se 107 < Ky < 105,
consideravelmente volatil se Ky > 10-° e muito volatil se Ky > 10-3. Quanto maior o
Koc, menor a mobilidade e maior a adsorgcéo ( Mattos e Silva, 1999). E quanto
maior a pressao de vapor, mais volatil € o composto.

Considerando a degradacdo biolégica, o conteudo de agua no solo é
considerado vital devido a essencialidade desta substancia aos processos

fisiolégicos e por sua elevada participagdo na composi¢ao celular, sendo
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imprescindivel para uma alta atividade microbiana. O conteudo de agua no solo
influencia indiretamente o volume de oxigénio, por ocuparem o mesmo espacgo, €
assim, determina o tipo de metabolismo (aerdbio e anaerdbio). A degradacao de
hidrocarbonetos de petroleo frequentemente requer a acdo de enzimas
oxigenases, fato que torna o processo biodegradativo dependente do oxigénio
molecular (Atlas e Philip, 2005).

Por serem extremamente hidrofébicos, os hidrocarbonetos formam ligagées
fortes com as particulas do solo. Assim, a presenga de surfactantes (compostos
constituidos por moléculas anfipaticas que facilitam a mistura de liquidos
imisciveis) em um processo de biorremediacdo € outro fator que influencia a
eficiéncia da degradacdo. O composto aumenta a solubilidade em agua dos
hidrocarbonetos e, portanto, sua biodisponibilidade (Woo et al., 2004; Lee et al.,

2007).

2.3. TOXICOLOGIA

Embora alguns micro-organismos possam degradar poluentes do solo, a
mineralizagao total dos compostos nem sempre € alcangcada. Muitas vezes sao
produzidos metabdlitos secundarios também toxicos (Plazaa et al., 2005). Assim,
em estudos de biorremediacdo, € importante avaliar ndo apenas a retirada dos

contaminantes, mas também a ecotoxicidade do solo remediado. Indicadores
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desta toxicidade incluem mortalidade de invertebrados terrestres, como Lumbricus
terrestris; germinacdo de sementes; elongacao de raizes; inibicdo do crescimento
de algas e inibicao de bioluminescéncia em bactérias (Pseudomonas fluorescens)
(Cook et al., 2002).

Estudos anteriores demonstram que sementes de alface (Lactuca sativa)
sdo bastante sensiveis a toxicidade ocasionada por HAPs e compostos
intermediarios obtidos na sua degradagdo. Assim, a espécie é considerada um
excelente indicador de toxicidade do solo (Plazaa et al., 2005; Banks e Schultz,

2005; Charles et al., 2011).

2.4. TECNICAS MOLECULARES APLICADAS A BIORREMEDIACAO

Estudos realizados por diversos autores concluiram que bactérias
cultivaveis representam apenas de 0,1 a 10% da populagédo bacteriana total no
ambiente (Ferguson et al.,, 1984; Amann et al., 1995; Hugenholtz et al., 1998).
Este fato certamente impediu, por décadas, um avango mais rapido do
conhecimento da diversidade microbiana existente.

Recentemente, gracas ao desenvolvimento de metodologias moleculares
independentes de cultivo, foram realizadas grandes descobertas nesse campo
(Forney et al., 2004). Estas ferramentas moleculares podem ser a chave para uma

melhor compreensao e para a utilizagao racional de micro-organismos envolvidos
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nas diversas ciéncias ambientais aplicadas. Isto porque possibilitam uma
integracdo do conhecimento da estrutura da comunidade microbiana com as
consequéncias desta estrutura em processos ambientalmente relevantes (Head e
Bailey, 2003).

Acredita-se atualmente que estudos de ecologia microbiana, baseados em
métodos moleculares, fornecerdo a base tedrica definitiva para o projeto
inteligente e operagao de estagdes de tratamento, gerando grande economia de
espaco e recursos (Curtis et al,, 2003). O mesmo pode ser esperado em relagao
as tecnologias de remediagdo de ambientes contaminados que se baseiam em
processos microbioldgicos. Técnicas moleculares baseadas em sequéncias do
gene RNA ribossomal 16S tém se mostrado extremamente uteis em estudos de
caracterizagao da estrutura de comunidades microbianas (Brito et al., 2006; Hong
et al., 2007; Muckian et al., 2007). Dentre elas, uma abordagem bastante utilizada
€ a construgao e analise de bibliotecas de clones do gene RNA ribossomal 16S,
que prové informacdes filogenéticas detalhadas dos membros da comunidade. Ou
seja, torna possivel a identificacdo das espécies presentes, sem a necessidade de

isolamento e cultivo dos micro-organismos (Forney et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar a capacidade de um consorcio composto por bactérias produtoras de
biossurfactantes e com habilidade para degradar diferentes tipos de
hidrocarbonetos de petréleo, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, em

microcosmo de solo, para fins de biorremediacao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar parametros para a construgdo dos microcosmos.

» Determinar a degradacdo dos HAPs por um consércio de bactérias em
microcosmos de solo contaminado, por meio de cromatografia gasosa;

= Avaliar a capacidade de produgdo de biossurfactante pela bactéria
Gordonia amicalis e determinar a qualidade do biossurfactante produzido
por diferentes métodos.

»= Avaliar a influéncia do biossurfactante produzido pela G. Amicalis na taxa
de degradacao dos HAPs.

= Selecionar os microcosmos que melhor promoveram a degradagao dos
HAPs;

» Avaliar a estabilidade do composto Hexaclorobenzeno como biomarcador;
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= Avaliar a ecotoxicidade dos microcosmos antes e apos a remediagao do
solo.

= Conhecer a composi¢cdo da comunidade microbiana, do Dominio Bactéria,
do solo dos microcosmos selecionados antes e apds a inoculagdo do

consorcio bacteriano.
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4. MATERIAL E METODOS

OBS: Todos os ensaios descritos a seguir foram realizados em duplicata.

4.1. SELECAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas bactérias isoladas de solos contaminados com
hidrocarbonetos, coletados perto da REPLAN, refinaria de petréleo de Paulinia,
SP, e bactérias isoladas do efluente de oficinas de lavagem a vapor dos tanques
de caminhbes de petréleo, produtoras de biossurfactantes, comprovados em
estudos anteriores (Carvalho et al, 1997 e Jacobucci, 2000), pertencentes a
colecdo de cultura do Laboratorio de Sistematica e Fisiologia Microbiana,
Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP (Tabela 1).

As linhagens foram reativadas em meio Caldo Nutriente e, apos 24 horas,
inoculadas em agar nutriente. Apés o crescimento na placa, uma verificacdo de
cada linhagem foi realizada através da coloragdo de Gram e visualizagao
microscopica. Como a linhagem de Gordonia amicalis nao se desenvolveu bem
em NA (nutriente agar), foi utilizado um meio diferente, composto por 0,5% de

extrato de levedura, 2% de glicose, 1% de agar e 1% de peptona.
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Tabela 1. Bactérias isoladas de ambientes contaminados com derivados de petréleo e produtoras
de biossurfactantes.

Identificagao

Linhagem
4002 Bacillus firmus
4004 Bacillus circulans
4005 Bacillus megaterium
4007 Bacillus brevis
4008 Bacillus sp.
4010 Bacillus sphaericus
4012 Bacillus badius
4013 Bacillus subtilis
4015 Chromobacterium sp.
4018 Gordonia amicalis
4019 Aeromonas sp.
4021 Micrococcus luteus
4023 Enterobacter aerogenes
4024 Staphylococcus sp.
5B4 Flavobacterium sp.
B1A Enterobacter agglomerans
B1F Bacillus sp.

As culturas puras (2 algadas cada) foram inoculadas separadamente em
30mL de meio minimo de sais (Tabela 2) adicionado de 30uL de vitamina (Tabela
3) e 3 mL da solugéo padrao de fonte de carbono (Grossman, 2009) (mg . 100mL
acetona): 300 naftaleno (CAS 91-20-3) e fenantreno (CAS 85-01-8), 200 de
antraceno (CAS 120-12-7) e de pireno (CAS 129-00-0); sendo incubadas a 30°C

em agitador rotatorio a 150 rpm para conferir a aeragao adequada. Também foram
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preparados dois frascos controle, com meio minimo de sais, vitamina e solugao

padrao de fonte de carbono, sem a adigdo de inéculo.

Tabela 2. Composicdo do meio minimo de sais (pH 7,3) em 1L de agua destilada.
(Rambeloarisoa et. al., 1984)

Componente Quantidade
Tris(hidroximetil)Jaminometano (0,1 M) 12,1g
NacCl 23g
KClI 0,759
CaCl2.2H20 1,479
MgCl2.6H20 5,089
MgS04.7H20 6,169
NH4CI 3,749
Solugéao de sulfato de ferro (1 g/L) 2mL
Solugao de fosfato de sédio (0,1 M). 4mL

Tabela 3. Composicdo da solucéo de vitaminas para 500mL de agua destilada (Faria, 2010).

Componente Quantidade (mg)
Biotina 1
Acido Félico 1
Piridoxina 5
Riboflavina 2,5
Tiamina 2,5
Acido Nicotinico 2,5
Acido Pantoténico 2,5
Cobalamina 0,05
Acido Tiéctico 2,5
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Esses HAPs foram selecionados por serem comuns dentre substancias
contaminantes no ambiente contaminado com petréleo e seus derivados
(Grossman, 2009). Além disso, apresentam propriedades distintas entre si e,
portanto, possibilitam uma analise mais completa da degradacdo destes
compostos (Clemente, 2002).

O crescimento visual foi acompanhado por 24, 48, 72, 96 e 120 horas € as

linhagens que apresentaram maior crescimento foram selecionadas.

4.2. SOLO UTILIZADO

Dois tipos de solo foram utilizados na montagem dos microcosmos:

- Solo sem histérico de contaminacgao, coletado em uma area localizada no
Campo Experimental da Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade
Estadual de Campinas, sob as seguintes coordenadas geograficas: latitude
22°48’57” sul, longitude 47°03’33” oeste e altitude média de 640 m. Esta
classificado como Latossolo Roxo distréfico textura argilosa, pertencente a
Unidade Barao Geraldo, o que corresponde na classificagdo norte americana, a
um solo Typic Haplorthox, localizado no tergo médio de uma encosta com 9% de
declive, orientagcao norte-sul e exposi¢cao oeste.

- Solo proveniente do “landfarming da REPLAN, sob as seguintes

coordenadas geogréficas: latitude 22°43'41.8” sul, longitude 47°7°54.5” oeste e
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altitude média de 600m. O landfarming foi construido em 1987 e ocupa uma area

de 40.000 m2 (250 X 160 m), onde sao recebidos a borra oleosa proveniente do

refino do dleo bruto. Com isso, este solo apresenta, teoricamente, uma microbiota

adaptada para degradagao de compostos derivados de petréleo (Dias, 2007).

Os solos foram peneirados com peneira Granutest ABNT 16 (1,18mm) para

retirada de pedacos de raizes e para uma melhor homogeneizagéao.

4.3. MONTAGEM DOS MICROCOSMOS DE SOLO

4.3.1. Preparo do solo

Apés a correcédo da umidade dos solos para 55% da capacidade de campo
(CC) e homogeneizagao, amostras de 400 g de solo foram colocados em frascos

herméticos de vidro com capacidade de 1,5 L.

4.3.2. Preparo do indéculo

As linhagens selecionadas foram cultivadas separadamente em meio Caldo
Nutriente em agitador rotatério a 150 rpm e 30°C até atingirem o crescimento
desejado (DOsgonm =1). Foi realizada a contagem por plaqueamento em superficie.
Para cada bactéria, foram retiradas aliquotas de 1000uL e colocadas em frasco
Eppendorf. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 50.400 G,
ressuspendidas em 200ul de solugdo salina 0,75% e misturadas para inoculagéo

nos microcosmos em uma concentracgao final de 100 UFC. g solo.
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Além das linhagens selecionadas, em alguns microcosmos foi adicionada a
bactéria Gordonia amicalis, devido a sua alta capacidade de producdo de

biossurfactantes (Faria, 2010).

4.3.3. Parte | — Experimento preliminar

Esta primeira parte do projeto teve como objetivo determinar as condi¢oes
minimas necessarias para a condugdo dos experimentos e averiguar o tempo

maximo requerido para a degradagao dos HAPs.

4.3.3.1. Preparo dos microcosmos

A primeira parte do projeto foi realizada com o solo sem historico de
contaminacao e com o solo da REPLAN. Sete microcosmos foram construidos
em duplicata (Tabela 4). Os HAPs foram dissolvidos em 60mL de acetona por
microcosmo (Tabela 5) de modo a se obter as concentragdes finais de (mg.kg
solo'): 375 de naftaleno, 375 de fenantreno, 250 de antraceno e 250 de pireno.
Em seguida, 50 mg de hexaclorobenzeno foram dissolvidos em 30 mL de acetona
e adicionados em cada microcosmo separadamente, exceto no microcosmo M10,
no qual o composto nao foi colocado, afim de se verificar uma possivel inibigao

dos micro-organismos por esta molécula. O in6culo foi adicionado logo em
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seguida aos HAPs e a homogeneizacéo foi realizada com mixer, apos a adicéo de
todos os componentes de cada microcosmo.
Amostras foram retiradas no dia da montagem dos microcosmos e apos, 1,

3,4, 6, 8,10, 12 e 16 semanas.

Tabela 4. Microcosmos construidos para a primeira parte do projeto.

Microcosmos Descrigao
M2 Solo sem contaminagao + HAPs + HCB
M3 Solo sem contaminagao + in6culo + HAPs + HCB
M4 Solo sem contaminagao esterilizado + in6culo + HAPs + HCB
M6 Solo Replan + HAPs + HCB
M7 Solo Replan + in6culo + HAPs + HCB
M8 Solo sem contaminagao + G. amicalis + HAPs + HCB
M10 M3 sem hexaclorobenzeno

Tabela 5. Solucéo padréo de HAPs.

HAP Quantidade (mg/dL acetona)

Naftaleno 300
Fenantreno 300
Antraceno 200
Pireno 200
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4.3.4. Parte |l

ApoOs o experimento preliminar, algumas metodologias foram alteradas
durante a realizagao da segunda parte do projeto:

- O solo da Replan foi descartado, pois nao apresentou biodegradacgao;

- O hexaclorobenzeno foi adicionado juntamente com os HAPs para que
pudesse ser avaliado como biomarcador de maneira mais eficaz;

- Os HAPs foram dissolvidos em tolueno, ao invés de acetona, pois é
necessaria uma quantidade muito menor de tolueno (6mL) para esta dissolugao;

- O tempo do experimento foi reduzido de 16 semanas para 4 semanas;

- O microcosmo controle para a presenga de micro-organismos foi
esterilizado quimicamente, pois a esterilizagao por autoclavagem mostrou-se
ineficaz.

A produgao de biossurfactantes por G. amicalis e o teste de toxicidade

com sementes de alface foram realizados apenas na segunda parte do projeto.

4.3.4.1. Produgédo de biossurfactante por Gordonia amicalis

A Gordonia amicalis foi cultivada em Erlenmeyer de 100mL contendo
50mL de meio composto (por Litro) por: 5g de extrato de levedura, 10g de triptona

e 5g NaCl (Maniatis et al., 1982), e foi incubada em shaker rotatério a 200 rpm e
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30°C por 24h. E seguida, as células foram removidas por centrifugagao a 50.400G
por 10 minutos, lavadas duas vezes com meio mineral (Tabela 6) e
ressuspendidas no mesmo meio mineral e medida a absorvancia (DOesoonm ). A
cultura foi inoculada em 50mL do meio mineral base em concentragao inicial
referente a OD de 0,40. Foram testados como fontes de carbono hexadecano e 1-
hexadeceno, ambos a 1% (v/v). Também foi testada a producdo de

biossurfactantes no meio de cultura utilizado para o crescimento do inéculo.

Tabela 6. Composicdo do meio mineral para a producéo de surfactante por G. amicalis em 1L de
agua destilada (Franzetti, 2008 - adaptado)

Componente Concentragao (g)
K2HPO4 1,32
KH2PO4 1,00

NH4CI 0,81
NaNOs3 0,84
FeS04.7H20 0,01
MgS04.7H20 0,40
CaClz 0,02
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Apods o crescimento da bactéria nas diferentes fontes de carbono, foram
testados trés diferentes tipos de tratamento:

1- O meio de cultura foi congelado a -20°C para que ocorresse 0 rompimento das
células e, em seguida, descongelado. As células foram retiradas por centrifugagao
a 50.400G por 10 minutos.

2- O meio de cultura foi sonicado a 200W, por 2 intervalos de 10 minutos, visando
o rompimento celular, e centrifugado a 50.400G por 10 minutos para a retirada das
células.

3- O meio de cultura ndo foi tratado e as células ndo foram retiradas.

Em seguida, a qualidade biossurfactante do sobrenadante de cada
tratamento foi testada, separadamente, pelo seguinte procedimento : em tubos de
ensaios foram colocados 3,5mL dos sobrenadantes e 2mL de tolueno; Os tubos
foram agitados com vortex por 1 minuto e colocados em descanso. Apos 24 horas
da agitacéo, a altura do halo formado foi medida em centimetros, com o auxilio de
uma régua. Quanto maior a altura do halo, melhor é a capacidade de emulséo
agua em o6leo (A/O) do sobrenadante (Clemente, 2002).

O melhor tratamento foi escolhido de acordo com a maior altura do halo
formado no procedimento descrito anteriormente e também pela absorvancia
(ODsoonm) mensurada apos 24h da agitagdo - emulsdo 6leo em agua (O/A)

(Clemente, 2002).

34



Material e Métodos

A fonte de carbono que apresentou melhor resultado foi utilizada para o
in6culo e crescimento de uma maior quantidade de G. amicalis, e o melhor

tratamento foi utilizado para a obtengao do surfactante.

4.3.4.2. Purificagédo parcial do biossurfactante (Faria, 2010)
O meio selecionado foi precipitado com sulfato de amaénio (65%) overnight
e centrifugado posteriormente a 18.000G por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet ressuspendido em agua destilada. A suspensao foi colocada
em membranas de celofane (10 kD), as quais permaneceram em agua destilada
sob agitacdo durante 24 horas. Em seguida, o substrato restante dentro das
membranas foi colocado em béquer e congelado para posterior liofilizagao.
Uma pequena parte do liofilizado obtido foi reidratado e analisado segundo
o halo formado e a absorvancia mensurada (processos descritos no item anterior).
Além disso, a tensao superficial do meio foi medida utilizando tensidmetro (Marca
K10S- Kriss), sem acréscimo de tolueno, afim de testar a qualidade do
surfactante. O restante foi adicionado ao microcosmo M5, descrito a seguir (item

4.3.4.3).

4.3.4.3. Preparo dos microcosmos
Nesta segunda parte do projeto foi realizada apenas com o solo sem

histérico de contaminagdo. Seis microcosmos foram construidos em duplicata
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(Tabela 7). O microcosmo acrescido de azido de sédio (composto de esterilizagao)
teve por objetivo verificar a ocorréncia de degradacao abidtica dos HAPs no solo

(Arias et al., 2008), assim como a sua adsorgao.

Tabela 7. Microcosmos construidos na segunda parte do projeto.

Microcosmos Descrigao
M1 Solo
M2 Solo + HAPs
M3 Solo + in6culo
M4 Solo + in6culo + HAPs
M5 Solo + in6culo + HAPs + biossurfactantes®
M6 Solo + HAPs + 0,5M azido de sodio

*biossurfactantes produzidos por Gordonia amicalis (item 3.4.1)

Os HAPs foram dissolvidos em tolueno (mg. 6mL tolueno -' por
microcosmo): 150 naftaleno e fenantreno, 100 antraceno e pireno, 50
hexaclorobenzeno, de modo a se obter as concentragdes citadas no item 4.3.1. A
acetona foi substituida por tolueno pois o volume de tolueno (6mL) necessario
para dissolver as mesmas quantidades de HAPs é muito menor que o volume de

acetona (50mL).

36



Material e Métodos

Apods a dos HAPs adicdo no solo, os recipientes foram deixados abertos
durante 48h para a evaporagao do tolueno. Depois do acréscimo do azido de
sédio e do biossurfactante, o solo de todos os microcosmos foi homogeneizado
com ajuda de um “mixer” antes da adigdo do inéculo. Foram retiradas amostras

durante 30 dias, trés vezes por semana, obtendo-se um total de 12 amostragens.

4.4, ESTUDO DO HEXACLOROBENZENO COMO BIOMARCADOR

4.4.1. Microcosmos

Para analisar a eficacia da molécula de hexaclorobenzeno como
biomarcador, foram construidos dois microcosmos (A e B) com 400g de solo sem
contaminacgao, acrescidos de solugdo de HAPs dissolvidos em tolueno (mg. 6mL
tolueno ' por microcosmo): 150 naftaleno e fenantreno, 100 antraceno e 50
hexaclorobenzeno. Né&o foi utilizado o pireno com o objetivo encurtar o tempo de
cromatografia durante a analise de degradagdo, uma vez que esta molécula
apresenta um tempo maior de retencdo na coluna cromatografica. Apos a adigao
dos HAPs, o solo foi homogeneizado manualmente e com a ajuda de um mixer e
os frascos foram deixados abertos durante 48h, para evaporag¢ao do solvente.

Trés amostras de trés pontos distintos foram retiradas de cada
microcosmos (A, Al e All; B, Bl e Bll) imediatamente apds a constru¢gao do

microcosmo (tempo zero) e apds 2, 7 e 14 dias do inicio do experimento. A
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degradacgao dos HAPs e do hexaclorobenzeno foram analisadas de acordo com os

protocolos apresentados no item 4.5.

4.4.2. Bandeja

Um segundo teste foi realizado para reproduzir a distribuicdo desigual dos
HAPs que ocorre em casos de contaminagcdo ambiental, utilizando HCB como
biomarcador.

Para tanto, o solo sem histérico de contaminacao foi colocado em uma
bandeja de aluminio e uma solu¢do de HAPs dissolvidos em tolueno (mg. 6mL
tolueno ' por bandeja): 150 naftaleno e fenantreno, 100 antraceno e pireno e 50
hexaclorobenzeno, borrifada sobre o solo. A solugdo foi borrifada de modo a
simular um derramamento de petréleo, cuja dispersao € irregular.

A bandeja foi dividida em quadrantes, com linhas imaginarias, em 4 zonas
de mesmo tamanho (A, B, C e D) e cada zona foi subdividida em 4 partes iguais,

como mostra a Figura 4.

i (] :
Ay ' Az 1 B ' B
1 . 1
......... _e.-.-.-.-.-..-.-.-.-.-.Q.-.-.-.-.-.
AE I: Aq i Ba : B-‘1
Ci -I Co : D : D
......... .Q.-.-.-.-....-.-.-.-.-e.......-.-.
Ca ; Cs : Ds : Da
! i .

Figura 4. Esquema de divisbes imaginarias da area total da bandeja utilizada para teste de
estabilidade do hexaclorobenzeno.
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No dia de inicio do experimento, foram retiradas amostras dos quadrantes
A1, B4, C1 e D1 (uma amostra de cada quadrante). Apos 3 dias, foram retiradas
amostras dos quadrantes Az, B2, C2 e Do, No 7° dia de experimento, foram
retiradas amostras dos quadrantes As, B3, C3 e D3. Apos 14 dias do inicio do
experimento, foram retiradas amostras dos quadrantes A4, B4, C4 € D4, E apds 35
dias de experimento, foram retiradas amostras nos pontos de intercessdo de cada
quadrante (ponto 5 da Figura 4). A extragdo a degradagcédo dos HAPs e do
hexaclorobenzeno foram analisadas de acordo com os protocolos apresentados

no item 4.5.

4.5. DETERMINACAO DA DEGRADAGAO DOS HAPs

4.5.1 Extragcdo dos HAPs do solo (Silva, 2007 - modificado)

O protocolo de extracdo de HAPs da matriz do solo foi modificado do
protocolo de US EPA (1992). Em resumo, foi coletado 1g de solo de cada
microcosmo e colocado em frascos contendo diclorometano (DCM, 1mL). Os
frascos com o solo foram, entdo, sonicados por cinco minutos, com intervalos de
30 segundos a cada meio minuto. Em seguida, adicionou-se 1g de Na>SO4, com o
intuito de retirar a umidade da amostra. O sobrenadante foi transferido a um

eppendorf e centrifugado por 5 minutos a 50.400G a 4°C. Em seguida, 1uL do
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sobrenadante de cada amostra foi colocado em frascos de 2mL e estocado a -

200C para posterior analise.

4.5.2. Analise por cromatografia gasosa (Silva, 2007 — adaptado)

Uma aliquota de 1ul foi retirada de cada frasco, usando seringa de 1pl
(Agilent), e injetada no modo splitless em cromatégrafo a gas (Shimadzu GC 14A)
equipado com detector de ionizagdo de chama (GC-FID), usando coluna BPX-5 de
silica fundida em 5% fenil polisilfenilene-siloxane como fase estacionaria (com 25
m x 0.22 mm ID x 0.25 pm de espessura de filme SGE-Australia), sob vazao de
Hélio a 0,7 mL por minuto. A temperatura do forno foi programada da seguinte
maneira: 70°C por 1 minuto, aumentando 30°C por minuto, até chegar aos 160°C.
O segundo aumento de temperatura foi de 15°C por minuto até chegar a 310°C,

diminuindo imediatamente.

4.6. TESTE TOXICOLOGICO: Lactuca sativa.

Para analisar a ecotoxicidade dos microcosmos antes e apds a
remediacdo do solo, foi realizado um teste de germinagcdo de sementes de alface
(Lactuca sativa), de acordo com o protocolo da EPA (Linder et al., 1992).

Trés microcosmos de solo foram construidos para a realizagao do teste:

controle (sem nenhum aditivo) (M1), com HAP (M2) e com HAP e in6culo (M4). O
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microcosmo controle (M1) indica a porcentagem de germinagdo do lote de
sementes utilizado. Apods 80 dias da construgdo dos microcosmos realizou-se o
teste toxicolégico da seguinte forma: primeiramente, a umidade do solo foi
ajustada a 85% da capacidade de campo; Em seguida, o solo de cada
microcosmo foi distribuido em 7 placas de Petri (com 50 sementes em cada
placa), sendo 350 sementes por microcosmo.

As sementes foram incubadas por 120 horas a 25°C. Durante as primeiras
48 horas, foram mantidas na escuriddo total. Nas 72 horas restantes, as sementes
foram mantidas em um ciclo de 16 horas de luz, seguidas de 8 horas de

escuridao.

4.7. ANALISES MOLECULARES

4.7.1. Extracdo e purificacao de DNA

A extracao de DNA seguiu o protocolo do kit PowerSoil DNA Isolation, com

as seguintes etapas:

dispersao das particulas do solo;

- lise das células microbianas;

- separacao de DNA dos materiais organicos e inorganicos restantes;
- isolamento do DNA com a utilizagao de uma membrana de silica;

- retirada de impurezas presentes no DNA isolado;
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- desprendimento do DNA da membrana de silica, com uso de tampao;

- armazenamento do DNA em baixas temperaturas.

4.7.2. Amplificacdo do gene que codifica para o RNA ribossomal

As reacbes de amplificacdo foram realizadas com o uso dos primers
universais  27f (5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3) e 1401r (5-
CGGTGTGTACAAGACCC-3). O ciclo de PCR foi de 94°C por 5 minutos seguido
por 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos. No
ultimo ciclo, a temperatura de 72°C foi mantida por 10 minutos, ao invés de 3. Isto
assegura que todos os produtos da PCR estejam completos, ndo restando
produtos parciais.

Utilizou-se o equipamento BioRad modelo iCycler. A quantidade de DNA

utilizada variou entre 1uL e 2pL.

4.7.3. Purificagcdo dos produtos de PCR e construciao de

bibliotecas gendémicas

As proximas etapas descritas foram realizadas no Laboratério de Genética
Molecular da Universidade Federal de Sao Carlos, com a colaboracdo da Dra,

Francine Amaral Piubeli.
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Os produtos de PCR foram purificados em gel de agarose, usando o kit de
purificacgo GFX™ PCR DNA e Gel Band Purification kit, (GE Healthcare). As
bibliotecas foram construidas em vetor pGEM-T (Promega), de acordo com
instru¢des do fornecedor, usando o produto de varias amplificagdes (entre 5 a 10).
As transformagdes ocorreram em células competentes E. coli JM109. Os clones
positivos foram selecionados em meio LB com ampicilina (100 mg/mL) e X-gal (80

mg/mL) e estocados em glicerol 15% a —-70°C.

4.7.4. Analise dos clones

Os clones obtidos nas bibliotecas gendmicas foram sequenciados a partir
da amplificagao do fragmento rDNA 16S, utilizando os primers universais M13f (5'-
CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC - 3") e M13r (5"-TTT CAC ACA GGA
AAC AGC TAT GAC - 3’). Os clones foram inoculados em meio Circle Grow com
ampicilina (100 mg/mL) e mantidos a 37°C com agitacao (100 rpm) por 18-24hs.
Uma aliquota (1-2 mL) do crescimento de cada clone foi transferida para
microplaca de PCR (96 orificios), contendo os seguintes reagentes para
amplificagdo: 2,0 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen); 1 ~ Tampdo da Taq
(Invitrogen); 1,5 mM de MgCI2; 0,2 mM de uma mistura de dNTP e 0,4 mM de
cada primer (M13f e M13r). O programa de amplificacao consistiu de um passo de

desnaturacgao inicial a 94 °C por 3 min, 30 ciclos a 94°C por 20 seg., 60°C por 20
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seg. e 72°C por 1 min e 30 seg. As reagdes de PCR foram feitas em equipamento

BioRad modelo iCycler.

4.7.5. Sequenciamento dos produtos amplificados

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o kit GFXTM PCR-
DNA e Gel Band Purification Kit (GE Health Care) e utilizados para o
sequenciamento no sequenciador automatico MegaBace (GE Health Care),
empregando o kit DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBace DNA Analysis Systems (GE Health Care). Os primers utilizados para
sequenciamento foram o T7 (5°- GTA ATA GGA GTG AGT ATA GGG C- 37), M13r
(5°-TTT CAC ACA GGA AAC AGC TAT GAC -3") e 782r (5- ACC AGG GTA TCT
AAT CCT GT- 3°). Reagdes de sequenciamento (10 mL) contendo 1 a 2 mL de
produto de PCR purificado; 3,2 pmoles/mL de primer e 4 mL de Kit Dye ET (GE
Health Care) foram submetidas ao programa de amplificagdo com 30 ciclos,
iniciando com a desnaturacao a 95°C/20 seg., seguido de anelamento a 50°C/15
seg. e extensao de 60°C/1 min em ciclizador térmico BioRad modelo iCycler. Os
produtos do sequenciamento foram aplicados no sequenciador automatico

MegaBace, de acordo com os parametros especificados pelo fabricante.
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4.7.6. Montagem dos contigs e analises filogenéticas

As sequéncias parciais de rDNA 16S obtidas com cada primer foram
montadas em um contig (sequéncia unica combinando os diferentes fragmentos

obtidos) com ajuda do software phredPhrap (http://www.phrap.org/) (Erwing et al.

1998). As regides do vetor plasmidial e sequéncias com baixa qualidade (< 20,
segundo o score do Phred) foram removidas. As sequéncias foram comparadas
com as sequéncias de rDNA 16S de organismos representados nas bases de
dados RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin, USA;

(http://rdp8.cme.msu.edu/html/) e Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

Sequéncias de organismos relacionados a sequéncia do organismo desconhecido
foram selecionadas e alinhadas utilizando-se o programa CLUSTAL X (Thompson
et al., 1994) e analisadas no programa Mega 2.0 (Kumar et al., 2001), utilizando-
se 0 método de distdncia e 0 modelo evolutivo Kimura 2-parametros (Kimura,
1980). A reconstrucao filogenética foi executada com o algoritmo neighbor-joining
(NJ), com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 amostragens,

utilizando o software de rotina incluido no programa MEGA 2.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SELECAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Quando comparadas aos controles, as linhagens que apresentaram melhor
crescimento foram: Bacillus brevis (linhagem 4007), Bacillus sphaericus (linhagem
4010), Bacillus subtilis (linhagem 4013), Chromobacterium sp. (linhagem 4015) e
Bacillus sp. (linhagem B1F). Este resultado assemelha-se ao obtido no estudo
realizado por Neves (2002), no qual bactérias do género Bacillus foram as que

melhor degradaram HAPSs.

5.2. PARTE | - EXPERIMENTO PRELIMINAR

Como dito anteriormente, a parte | do projeto teve como objetivo determinar
parametros e aprimorar metodologias. Assim, os resultados obtidos neste

experimento preliminar serao discutidos sob esta vis&o.

5.2.1. Determinacdao da degradacido dos HAPs

5.2.1.1. Solo sem historico de contaminagao
Na primeira parte do projeto, ndo foi construido um microcosmo controle
(sem presengca de micro-organismos), impossibilitando a determinagdo da

porcentagem de diminuicdo dos HAPs por degradacdo fisico-quimica e por
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adsorcao do solo. Assim, a discussao destes resultados limitou-se a comparagao
entre os microcosmos e nao foram analisados os valores absolutos de degradagao
de cada HAP.

Além disso, a esterilizagcdo do solo em M4 por autoclavagem nao se
mostrou eficaz. Ocorreu ruptura do frasco durante o processo e, no decorrer do
experimento, visualizou-se crescimento de micro-organismos, incluindo fungos,
no microcosmo. Assim, nao foi possivel detectar as diferengas entre a degradacao
realizada pela microbiota natural do solo e a realizada isoladamente pelo inéculo,
e os resultados obtidos em M4 nao foram analisados.

Todos os microcosmos estudados apresentaram taxa de degradacao
semelhantes (Tabela 8), indicando que os micro-organismos inoculados nao

alteraram a decomposigao total dos HAPs adicionados.

Tabela 8. Porcentagem de degradacdo dos HAPs apds 16 semanas, nos microcosmos da parte |
do projeto. Média obtida das duplicatas.

Degradacgao (%)

Microcosmo Naftaleno Fenantreno Antraceno Pireno Total
M2 90 82 57 65 77
M3 87 81 59 69 76
M8 86 75 49 56 71
M10 81 77 48 77 71
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Em experimentos anteriores (Silva et al.,, 2009; Sayaraa, et al., 2011), o
in6culo também n&o ocasionou um aumento na remogao de poluentes. Sayaraa et
al. (2011) obtiveram, ainda, resultados que demonstraram uma maior degradacgao
com métodos de bioestimulagdo, quando comparados a bioaumentagcdo. No
entanto, no experimento de Sayaraa e colaboradores, a microbiota natural do solo
apresentou um baixo indice de degradagao intrinseca. No experimento de Bento
et al. (2003), os resultados foram opostos, com maior degradacdo por
bioaumentagdo, quando comparada com a degradagao natural e degradacgao
ocasionada por bioestimulagao.

Micro-organismos capazes de degradar poluentes organicos quando
cultivados em meio liquido podem falhar em ambientes naturais, por estarem
sujeitos a toxinas presentes neste ambiente. Além disso, podem utilizar outros
compostos preferencialmente aos poluentes, ou serem incapazes de se mover
pelo solo até o contaminante (Mariano, et al., 2007).

Analisando as figuras 5 e 6, que mostram a porcentagem de degradacao
dos HAPs em M2 (HAP) e M3 (HAP+ inéculo), notamos que a velocidade de
degradacgao dos HAPs foi maior no microcosmo M3, com ino6culo. Em apenas 3
semanas, as taxas de degradagao dos HAPs no microcosmo M3 chegaram ao

mesmo nivel que as taxas de degradagao no microcosmo M2, apds 4 semanas.
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Figura 5. Porcentagem de degradacdo dos HAPs nos microcosmos construidos com solo sem
histérico de contaminagéo, acrescidos de HAP (M2) Duplicatas (A e B) e média entre elas.
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Figura 6. Porcentagem de degradagdo dos HAPs nos microcosmos construidos com solo sem
histérico de contaminagéo, acrescidos de HAP e ind6culo (M3) Duplicatas (A e B) e média entre
elas.

A diferenca entre a acdo do consorcio bacteriano, no microcosmo M3, e a
acao de apenas uma espécie de bactéria (G. amicalis), no microcosmo M8, foi
pequena, quando comparamos a degradagao total dos dois microcosmos (Tabela
8). O consorcio bacteriano apresentou uma capacidade de degradagao sutiimente
maior do que a bactéria G. amicalis isoladamente (5%). Esta diferenga se mostrou
mais evidente para os compostos de mais dificil degradacao (antraceno: 10%, e

pireno: 13%), indicando uma possivel necessidade de cooperacéo entre diferentes
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espécies para a quebra de suas moléculas. Em adicdo, a velocidade de
degradacgao do fenantreno, antraceno e pireno foi mais elevada em M3 que em

M8 (Figuras 6 e 7).
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Figura 7. Porcentagem de degradagdo dos HAPs nos microcosmos construidos com solo sem
histérico de contaminagéo, acrescidos de HAP e G. amicalis (M8) Duplicatas (A e B) e média entre
elas.

Em todos os microcosmos, a degradagao inicial, durante as 3 primeiras
semanas, foi rapida, seguida por uma degradacdo mais lenta até o final do
experimento (Figuras 5, 6, 7 e 8). Uma quantidade residual dos compostos nao foi

degradada, tratando-se, provavelmente da fragdo nao biodisponivel dos poluentes

51



Resultados e Discussao

ou de uma porcao resistente a biodegradagao. Resultados semelhantes foram

obtidos em estudos anteriores (Silva, 2007).
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Figura 8. Porcentagem de degradacdo dos HAPs nos microcosmos construidos com solo sem
histérico de contaminagéo, acrescidos de HAP e in6culo, sem HCB (M10) Duplicatas (A e B) e
média entre elas.

As duplicatas (A e B) de cada microcosmo apresentaram resultados
significantemente diferentes (Figuras 5, 6, 7 e 8). Isso mostra a importancia de se
utilizar um biomarcador e de aplica-lo em conjunto com os HAPs, como na parte |l
do projeto. Mesmo homogeneizando o solo, os HAPs e o biomarcador nao se
distribuem uniformemente. Assim, pode-se coletar quantidades diferentes dos

compostos em diferentes pontos do solo. Por este motivo obteve-se diferentes
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porcentagens de degradacao nas duplicatas e, algumas vezes, diminuicao e
aumento destas porcentagens ao longo do experimento.

O hexaclorobenzeno nao foi utilizado no microcosmos M10 para verificar
se sua presencga prejudicaria a microbiota e diminuiria a biodegradacdo. Os
resultados indicam que este composto nao altera significantemente a capacidade
de degradagao dos micro-organismos (Tabela 8), embora diminua um pouco sua

velocidade (Figura 8).

5.2.1.2. Solo proveniente da REPLAN

Nao ocorreu degradacao dos HAPs no microcosmo M6, construido com
solo proveniente da REPLAN e sem in6culo. Esperava-se que, por ser um solo
com historico de contaminagdo por petréleo, sua microbiota estivesse mais
adaptada aos HAPs e que, consequentemente, apresentasse uma maior
capacidade de degradagdo dos mesmos. No entanto, € possivel que, devido a
uma contaminagdo muito elevada e prolongada, como € o caso deste solo de
landfarming, nao existiam mais micro-organismos, ou que 0S Micro-organismos
existentes ndo foram suficientes para degradar os HAPs ja existentes no solo e os
HAPs adicionados.

Quando o inéculo foi adicionado ( em M7), houve apenas a degradagao do

naftaleno (60%). A falta de alguns compostos essenciais aos micro-organismos no
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solo pode ser uma das explicagbes deste resultados, conforme observados por
Dias (2007), que também utilizou solo da REPLAN em experimentos de
biodegradagao e conseguiu melhores resultados adicionando uréia como fonte de
nitrogénio, fosfato de potassio como fonte de fésforo e sulfato de ferro como fonte

de ferro.

5.3. PARTE Il

5.3.1. Producao de biossurfactante por Gordonia amicalis

Como observado em estudo anterior (Faria, 2010), a Gordonia amicalis
produziu surfactante capaz de diminuir a tensdo superficial e formar emulsdes. A
fonte de carbono usada para o crescimento do inéculo que apresentou melhor
resultado foi a composta por 5g de extrato de levedura, 10g de triptona e 5g NaCl
(meio de cultura). A altura do halo formado, de acordo com a fonte de carbono, foi
de 0,3cm para o hexadecano;, de 0,4cm para o hexadeceno; e de 2,3cm para o
meio de cultura. Embora muitos biossurfactantes sejam produzidos por micro-
organismos em meios de cultivo contendo substancias imisciveis em agua,
existem estudos que relatam a produgdo de biossurfactante em substratos
soluveis em agua (Faria, 2010). Meios de cultivo soluveis em agua normalmente

apresentam menor custo e fermentacdo mais facil (Makkar e Cameotra, 1997).
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O tratamento que mostrou melhores resultados para a recuperagdo do
biossurfactante produzido foi o congelamento (-20°C) do meio de cultura, seguido

de descongelamento e a retirada das células por centrifugacéo (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados de trés tratamentos diferentes para a obten¢do de biossurfactantes. Halo e
absorvancia obtidos apos 24 horas de agitagao.

Absorvancia

Tratamento Halo (cm)
(ODsoonm)
Congelamento 2,5 0,05
Sonicacao 2,1 0,03
Sem tratamento 1,8 0,04

Apds a selegao da melhor fonte de carbono e tratamento, 2 litros do
meio de cultura foram inoculados com Gordonia amicalis para a produgao e
purificacdo parcial do surfactante e posterior liofilizacdo. Neste processo, foram
obtidos 1,542g de biossurfactante. Destes, 0,03g foram ressuspendidos em agua
e analisados. Os resultados obtidos foram: emuls&o éleo/agua (absorvancia) - 0,1;
emulsdo agua/éleo (altura do halo) - 2,5cm (Figura 9) ; Tensao superficial - 48,6

mN.m-1. O restante do surfactante (1,5399) foi adicionado ao microcosmos M5.
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Figura 9. Altura do halo formado apds 24h da agitagao com tolueno.

5.3.2. Determinacdo da degradacido dos HAPs

Na segunda parte do projeto, o microcosmo M6 foi eficazmente esterilizado
pela adicdo do composto azido de sddio. Assim, a analise dos resultados deste
microcosmo mostra a reducado da quantidade de HAPs por fatores fisicos como
volatilizagdo, fotdlise e adsorgdo. Para determinar a degradagao biolégica (DB)
dos HAPs, os valores obtidos no microcosmo M6 foram subtraidos dos valores

obtidos nos demais microcosmos (Tabela 10).
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Tabela 10. Porcentagem de degradac&o dos HAPs apds 4 semanas, nos microcosmos da parte
Il do projeto. Média obtida das duplicatas.

Naftaleno Fenantreno Antraceno Pireno Total HCB

TR DB TR DB TR DB TR DB TR DB T DB
M2 100 16 98 98 99 98 89 89 98 84 0 0
M4 100 16 99 99 99 98 98 98 99 86 15 15
M5 100 16 97 97 99 98 99 99 99 85 12 12

M6 84 - 0 1 S O — 0

T=degradacgao total TR=taxa relativa de degradagdo (HAP/HCB) DB=degradacao bioldgica(TRm — TRwms)

Em todos os microcosmos estudados, o naftaleno foi o composto que
apresentou a maior reducao (100%). No entanto, a maior parte desta reducéo
(84%) foi ocasionada por fatores fisico-quimicos, devido a sua elevada
degradacgao abiodtica. Os demais HAPs mostraram uma taxa de redugado por
fatores fisicos insignificante (max. 1%) e uma elevada taxa de degradacao
biolégica (acima de 85%) (Tabela 10).

O naftaleno apresenta um valor de Koc (coeficiente de particdo normalizado
para carbono organico) de 440 a 830 (Kishi, et al., 1990), indicando tratar-se de
um composto de moderada a baixa mobilidade no solo. De acordo com o valor de
Kn (constante da lei de Henry - grau de volatilidade) (4,4x10-4atm.m3.mol-') (Shiu
et al., 1997), espera-se que o naftaleno apresente uma volatilizagdo consideravel,
que pode ser explicada também por seu tamanho reduzido e sua alta pressao de

vapor, quando comparada a dos demais HAPs utilizados (Tabela 11). A meia-vida
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estimada do naftaleno por volatilizagdo em solo € de 1,1 e 14 dias quando
incorporado a 1cm e 10 cm de profundidade, respectivamente (Jury, et al. 1984).

O fenantreno, o antraceno e o pireno apresentam baixa mobilidade e alta
adsorcdo, com valores de Koc elevados: Ko fenantreno = 9180 (Bonin e Simpson,
2007) a 25300 (Carmo, 2000); Koc antraceno = 2600 a 8600 (Brusseau, 1993); e Koc
pireno = 61936 a 90000 (Abdul e Gibson, 1987; Enfield, et al.,1989). De acordo com
os valores de Ky (Tabela 11) espera-se que estes compostos apresentem
volatilizacdo consideravel. No entanto, seus altos valores de adsorcao e baixas
pressdes de vapor (Tabela 11), acabam por atenuar esse processo (Sonnefeld, et
al, 1983).

Com excec¢do do pireno, todos os contaminantes foram degradados
igualmente nos microcosmos M2, M4 e M5. Isto indica que a microbiota natural do
solo apresenta uma alta capacidade de degradagao do naftaleno, do fenantreno e
do antraceno, e que a adigdo do inéculo e do biossurfactante ndo alterou a
reducdo final destes hidrocarbonetos. Estudos anteriores também relatam o
sucesso na degradacado de HAPs pela microbiota nativa (Horunouchi, 2000; Roper
e Pfaender, 2001; Silva, 2007).

O pireno, por sua vez, apresentou uma maior degradagcao na presenca de
inoculo (M4) (98%) e na presenca do biossurfactantes (M5) (99%), resultado

semelhante ao obtido por Silva ef al. (2009). De acordo com Eggen e Majcherczyk
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(1998) e Eggen (1999), o potencial de biodegradacao € inversamente proporcional
ao numero de anéis benzénicos da molécula. Assim, por apresentar o maior
numero de anéis dentre os HAPs estudados, o pireno pode ser considerado o
composto de mais dificil degradacao. A presenca de micro-organismos pré-
selecionados pela sua alta capacidade de degradacao de HAPs mostrou facilitar a
degradacgao desta substancia, aumentando de 89% para 99% sua taxa de redugao

(Tabela 10).

Tabela 11. Caracteristicas dos HAPs utilizados (Seabra, 2008)

HAP Naftaleno Fenantreno Antraceno Pireno
Férmula molecular C1oHs C14H10 C14H10 C1sH10
o . .

Ne° de anéis benzénicos 9 3 3 4
Massa molar (g/mol) 128,16 178,22 178,22 202,4
Ponto de Fuséao (°C) 80 101 217 150

Ponto de Ebuligao (°C) 218 340 354 360
Solubilidade (mg.L-") 31,7 1,1 0,04 0,13

3 o
Pressdo de vapor a 25°C 0,085 1,2x10 2,6x106 4,5x10
(mmHg)
Volatilidade - Ku 4,4x10 4,23x10° 4,88x10 1,19x10°
(atm.m3.mol-"

Estrutura Quimica OQO
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Nao ocorreram diferengcas entre as taxas de degradacdo do microcosmo
com inéculo (M4) e do microcosmo com inéculo e biossurfactantes (M5). Isto pode
ter ocorrido devido a presenga de micro-organismos produtores de
biossurfactantes no indculo e na microbiota do solo. Estudos anteriores
mostraram, por exemplo, que bactérias do género Bacillus, como as utilizadas no
in6culo, apresentam grande capacidade de produgdo de biossurfactantes com
altas taxas de emulsificagdo (Neves, 2002; Fonseca, et al., 2007; Faria, 2010).

A molécula de hexaclorobenzeno mostrou-se muito estavel, apresentando
taxas de degradacéo fisico-quimicas nula e de biodegradacdo muito baixa (max.
15%) (Tabela 10).

Analisando a Figura 10, nota-se que o naftaleno foi o primeiro composto a
ser degradado. Por ser menor, sua degradacao € mais facil e estimula a utilizagao
dos HAPs de maior massa molar (Dean-Ross et al., 2002). O naftaleno apresentou
também a maior velocidade de degradacédo. Embora a adicdo de azido de sédio
no microcosmo M6 mostre que o naftaleno apresenta uma alta taxa de
degradacgao por fatores fisicos, a velocidade de degradagdo deste composto é
muito maior na presenga de micro-organismos: nos microcosmos M2, M4 e M5,
100% do naftaleno foi degradado em, aproximadamente, 3 dias; enquanto que no
microcosmo M6, a maior taxa de degradacao s6 foi alcangada em cerca de 24

dias.
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A velocidade de degradacao dos demais HAPs n&o se alterou com a
presenca do inéculo ou do biossurfactantes. Nos 3 microcosmos, a maior
porcentagem de degradagdo do fenantreno (97%-99%) foi obtida em
aproximadamente 17 dias. O tempo necessario para a degradacgao total do
antraceno e do pireno foi de, aproximadamente, 30 dias (Figura 10).

Todos os HAPs mostraram uma redugao inicial rapida, seguida por um

decaimento, representando a fragdo menos biodisponivel desses poluentes.
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Figura 10. Porcentagem de degradacéo relativa dos HAPs (HAP/HCB) nos microcosmos M2

(HAP sem inéculo), M4 (HAP + in6culo), M5 (HAP + in6culo + biossurfactante) e M6 (HAP + azido

de saédio).
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5.4. ESTUDO DO HEXACLOROBENZENO COMO BIOMARCADOR

5.4.1. Microcosmos

A degradacado final obtida em todos os pontos amostrados foi muito
semelhante para os trés HAPs adicionados, assim como as degradagdes finais
totais e relativas (Tabela 12). Isso demonstra que o processo de homogeneizagao
foi muito eficiente. Além disso, a degradacédo do hexaclorobenzeno foi muito baixa
(max. 25%), evidenciando, mais uma vez, sua eficacia como biomarcador.
Opostamente, a degradacao de todos os HAPs estudados foi elevada (acima de

70%), comprovando a alta capacidade degradativa da microbiota do solo.

Tabela 12. Porcentagem de degradagédo dos HAPs apos 14 dias. Microcosmos construidos para
analise do hexaclorobenzeno como biomarcador.

Naftaleno Fenantreno Antraceno HCB

T TR T TR T TR
A 100 100 99 98 89 86 25
Al 100 100 99 98 95 81 18
All 100 100 97 97 73 71 9
B 100 100 99 98 86 84 12
Bl 100 100 98 98 84 82 12
BlI 100 100 98 98 84 82 9

T= degradacao total TR= taxa relativa de degradagéao (HAP/HCB)
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O naftaleno foi o composto com maior velocidade de degradacgao ( 3 dias),
seguido pelo fenantreno (7 dias) e pelo antraceno (14 dias), repetindo-se os
resultados obtidos anteriormente (Figuras 11 e 12). Além disso, o antraceno foi o
composto que apresentou menor degradacgéo (71-95%). Isto pode ser explicado
pela sua estrutura quimica, mais complexa que a estrutura do naftaleno e do
fenantreno, com mais anéis benzénicos e massa molar. Assim como por sua
menor solubilidade (Tabela 11), dificultando o acesso dos micro-organismos a

molécula.
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Figura 11. Porcentagem de degradagéao total e relativa dos HAPs no microcosmo A, construido
para analise do hexaclorobenzeno como biomarcador. A, Al e All indicam pontos de coleta
distintos dentro do mesmo microcosmo.
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Figura 12. Porcentagem de degradacgao total e relativa dos HAPS no microcosmo B, construido
para analise do hexaclorobenzeno como biomarcador. B, Bl e BIl indicam pontos de coleta
distintos dentro do mesmo microcosmo.
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5.4.2. Bandeja

Analisando a Figura 13, nota-se que os resultados obtidos para a
degradacao de HAPs das amostras coletadas nas diferentes regides da bandeja
sdo mais semelhantes quando utilizamos o hexaclorobenzeno como parametro
(taxa relativa de degradacao). Além disso, quando o hexaclorobenzeno nao é
considerado na analise dos resultados, a porcentagem de degradacao apresenta
elevagbes e quedas ao longo do experimento, evidenciando a distribuicao
aleatdria dos HAPs entre as regides amostradas. Isso ndo acontece com as taxas
relativas. Com isso, conseguimos comprovar a importancia de se utilizar uma
molécula estavel como biomarcador e também a eficacia do hexaclorobenzeno
como tal.

O naftaleno foi o composto que apresentou menor variagdo entre as
regides amostradas e entre as taxa totais de degradagao e as taxas relativas. Uma
possivel explicagdo para essa melhor distribuicdo da molécula é a maior
solubilidade do naftaleno (Tabela 11). Por ser mais soluvel do que os outros HAPs
na agua do solo, consegue distribuir-se mais uniformemente pela bandeja,

mostrando resultados mais estaveis nas diferentes regides.
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Figura 13. Porcentagem de degradagao total e relativa dos HAPs nas diferentes regides

amostradas na bandeja (figura 4).
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5.5.TESTE TOXICOLOGICO: Lactuca sativa

O microcosmos M1 (solo sem historico de contaminagao e sem adicao de
HAPs e in6culo) foi utilizado como controle, para determinar a taxa germinativa do
lote de sementes utilizado no experimento. Neste microcosmo, houve um total de
156 sementes germinadas.

No microcosmo com HAP (M2), germinaram, aproximadamente, 65% das
sementes em cada placa, somando um total de 104 sementes germinadas. No
microcosmo com HAP em que foi acrescentado o inéculo (M4), germinaram, em
média, 73% das sementes de cada placa, com um total de 115 sementes
germinadas. Nos dois microcosmos, ocorreu uma redugao na taxa de germinagao
de sementes, quando comparados a situagao controle (M1), indicando a presenca
de substancias téxicas em M2 e M4.

Considerando o desvio padrdao dos dados amostrados (Figura 14), as
amostras dos microcosmos M2 e M4 nao apresentaram diferencas significativas,
entre si, na taxa de germinagado das sementes (Figura 14). Isso indica que o
in6culo nao foi mais eficiente no tratamento deste solo, em relagao a toxicidade do
mesmo, do que a microbiota natural. Como os experimentos de degradacao dos
HAPs mostraram uma grande redugao destes contaminantes (item 5.3.2), é

possivel que os micro-organismos biodegradadores nao tenham mineralizado
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completamente os HAPs, mas sim os transformado em outras substancias

também tdxicas as sementes.

100 1
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Porcentagem relativa de sementes
germinadas

M4

Figura 14. Germinagado das sementes de Lactuca sativa nas amostras dos M2 = HAPs, M4 =
HAPs + indculo.

Porém, a germinagao de sementes nos microcosmos M2 e M4 nao foi
baixa, indicando que o solo nao apresenta toxicidade elevada para sementes de
alface. A alta taxa de degradagao obtida nos experimentos anteriores e o longo
tempo transcorrido apos a adicao dos HAPs (80 dias) podem ter ocasionado esta
baixa toxicidade. Resultados semelhantes foram obtidos em experimento realizado
por Cook et al. (2002), no qual a contaminagao do solo por derivados do petroleo
nao alterou significativamente a germinagao das sementes. Contudo, Plazaa et al.

(2005), que testaram a toxicidade de derivados de petréleo em diversos vegetais,
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obtiveram resultados de uma maior toxicidade em solo ndo tratado, sendo as

sementes de alface mais sensiveis do que as de outras espécies.

5.6. ANALISES MOLECULARES

A diversidade taxonémica das comunidades bacterianas dos diferentes
microcosmos foi determinada utilizando-se o programa CLASSIFIER da base de
dados RDP (Wang et.al., 2006; Cole et al., 2009.). A comparagao entre essas
comunidades foi realizada através do programa RDP LIBCOMPARE. O programa
estima a probabilidade de se obter as diferengas observadas em um determinado
taxon, utilizando a identificagcdo taxonémica das sequéncias dos genes 16S rRNA
produzidas pelo programa RDP CLASSIFIER e um teste estatistico desenvolvido
por Audic et al. (1997).

O DNA genbmico total do solo dos microcosmos M1A, M1B, M2 e M4 foi
extraido e utilizado para a amplificagao por PCR, clonagem e sequenciamento dos
genes eubacterianos 16S rRNA presentes. M1A € o microcosmo controle sem
HAP e sem hexaclorobenzeno (HCB) e M1B é o controle sem HAP mas com
HCB. Esses microcosmos mostram o efeito isolado do HCB e de tolueno residual
(utilizado na dissolugado dos HAPs e do HCB) sobre a comunidade microbiana. Ao
microcosmo M2 foram adicionados HAPs e HCB, sem inoculo. J&4 o microcosmo

M4 recebeu HAPs, HCB e in6culo. Nesses microcosmos, permitiu-se avaliar o
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efeito da adicdo de degradadores exdgenos de HAPs sobre a comunidade
microbiana local.

Foram analisadas amostras de 2 periodos distintos: TO de M1A, que
representa a comunidade microbiana inicial do solo, e T7 (ap6s 22 dias do inicio
do experimento) de todos 0os microcosmos.

Os seguintes numeros de sequéncias de boa qualidade, acima de 300bp,
foram obtidas de cada microcosmo [microcosmo (numero de sequéncias)]: M1A
TO (145), M1A T7 (248), M1B T7 (255), M2 T7 (118) e M4 T7 (188). Os taxons
com um asterisco (*) nas figuras indicam que duas popula¢cdes comparadas sao
estatisticamente significantes a um nivel de 1%, ou 1 chance em 100, conforme
determinado pelo programa Libcompare. No entanto, deve-se notar que, no geral,
outras diferencas claramente significantes foram encontradas entre amostras que
ndo possuem o critério de serem estatisticamente significantes a 1% e a maioria
delas foi incluida na analise das mudancas das comunidades microbianas.

Além disso, existe um numero de sequéncias que ndo puderam ser
classificadas em género e sdo designadas UC (unclassified) nas figuras 15 a 27.
Sequéncias nao classificadas além de um certo nivel, por exemplo filo, classe,
ordem ou familia, sdo frequentemente encontradas em amostras ambientais
devido a presenga de micro-organismos que ainda nao foram isolados e

caracterizados em sua forma pura.
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Para determinar as mudangas que ocorreram na estrutura da comunidade
microbiana no solo controle de TO a T7, M1A TO foi comparado a M1A T7. A
Figura 15 mostra as diferengcas entre M1A TO e M1A T7, no que se concerne ao

filo.
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Figura 15. Filos dominantes encontrados no microcosmos controle M1A no tempo inicial (T0) e
apos 22 dias (T7).

Os filos encontrados em maior quantidade nos microcosmos de solo deste
trabalho sao consistentes com outros estudos de comunidades microbianas em
solo, os quais mostraram que membros dos filos Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria, e Verrucomicrobia sao frequentemente
os mais dominantes (Janssen, 2006; Schloss e Handelsman, 2006). As mudancas
mais significantes em relagcdo ao filo foram observadas entre os filos

Actinobacteria* e Firmicutes®.
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Considerando o filo Actinobacteria*, as mudangas sao quase inteiramente
atribuidas ao crescimento da ordem Actinomycetales* e subordens
Corynebacterineae,  Jiangellineae, Micrococcineae, Micromonosporineae,
Pseudonocardineae (Figura 16). Essas ordens de micro-organismos utilizam
amplas variagcbes de substratos e os membros tanto das subordem
Corynebacterineae e Pseudonocardineae sao conhecidos por serem
degradadores de HAPs (Tsitko, 2007) . No entanto, neste caso, o crescimento
desses grupos nao pode ser explicado pela presengca de HAPs e, portanto, deve
ser ocasionado por outros fatores, tais como o ambiente do microcosmo, a
homogeneizacao regular durante cada amostragem ou mudangas no substrato,

conforme a degradagao dos componentes presentes naturalmente no solo.

EMIATO% “MI1AT7 %

2,5 7
2 -
1,5 1
1 -
0’5 | I
0 T T T T T ]
Q 3 3 e & S
& & & & & &
N N & & & &
X% Q (/ ) $ *
< & &S L ‘d
2 N N Q) Y &
o0 N ‘ o §) Q
& N O & N
& O P x>
0(% <0(° q)} ()Y’c
C @'\(’ Qc" Q

Actinomycetales * - Suborders

Figura 16. Subordens de Actinomycetales dominantemente encontradas em M1A (controle) no
tempo inicial (TO) e apés 22 dias (T7).
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Em relagao ao filo Firmicutes* (Figura 17), as mudangas sao atribuidas ao
crescimento da classe Bacilli*, principalmente o género Bacillus e, em menor
proporgao, o género Paenibacillus. Ambos contém degradadores de HAP mas,
neste microcosmo, essas mudangas nao podem ser atribuidas a presenca dos
contaminantes e podem ser consideradas apenas o resultado das condigdes do

microcosmo.
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Figura 17. Principais classes do filo Firmicutes encontradas no microcosmo M1A no tempo inicial
(TO) e apos 22 dias (T7).

Em relagao ao filo Proteobacteria, ocorreu um grande aumento no numero
de clones da classe Betaproteobacteria, principalmente nas familias
Comamonadaceae e Oxalobacteraceae, ordem Burkholderiales (Figura 18).

Embora a ordem Burkholderiales contenha muitos degradadores de HAPSs,
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sobretudo nas familias Alcaligenaceae, Burkholderiaceae (com destaque para
Burkholderia sp.) e Comamondadaceae, os géneros degradadores de HAP da
familia Comamonadaceae, Acidovorax e Comomonas, nao estavam entre os
géneros que apresentaram crescimento entre M1A TO e M1A T7 (Ni Chadhain,

et.al., 2006)
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Figura 18. Principais familias da ordem Burkholderiales encontradas no microcosmo M1A no
tempo inicial (T0) e apds 22 dias (T7).

Além disso, na familia Oxalobacteraceae foram encontrados membros do
género Oxalicibacterium , o qual nao é conhecido como degradador de HAP mas

sim de oxalato (Tabela 13).
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Tabela 13. Géneros da ordem Oxalobacteraceae encontrados no microcosmo no tempo inicial
(TO) e apos 22 dias (T7).

M1A TO (%) M1A T7 (%)
Oxalicibacterium 0 0,8
UC Oxalobacteraceae 0,7 0

Em relacdo a classe Alphaproteobacteria, a ordem Sphingomonadales
apresentou a mudanga mais significativa (Tabela 14), a qual ocorreu na familia

Erythrobacteraceae (Tabela 15), ndo associada a degradagao de HAP.

Tabela 14. Ordens da classe Alphaproteobacteria encontradas no microcosmo M1A no tempo
inicial (TO) e ap6s 22 dias (T7).

M1A TO (%) M1A T7 (%)
Caulobacterales 0,7 1,2
Sphingomonadales 1,4 4
Rhizobiales 8,3 7,3
Rhodospirillales 21 0,4
UC Alphaproteobacteria 55 0,8

Tabela 15. Familias da ordem Sphingomonadales encontradas no microcosmo M1A no tempo
inicial (TO) e ap6s 22 dias (T7).

M1A TO (%) M1A T7 (%)
Erythrobacteraceae 0 1,6
Sphingomonadaceae 1,4 1,6
UC Sphingomonadales 0 0,8

A comparagao entre M1A TO (controle) e M2 T7 (com HAP) revela um
numero de diferengas significantes na composicdo da comunidade microbiana

presente nas amostras de solo, que podem ser atribuidas ao efeito do HAP
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adicionado. A mudanga mais significativa foi no filo Bacteroidetes® , que caiu de
16,6% do total de clones do gene 16S rRNA para 4,2% (Figura 19). Tal queda é
observada em todas as classes identificadas. Nao ha evidéncia de selegcao de
degradadores de HAP neste filo e o declinio pode indicar a toxicidade dos HAPs
para este grupo ou uma possivel inibicdo pela emergéncia de outras bactérias em

resposta a adigao de HAPs.

EMIATO% “M2T7%

Phyla

Figura 19. Comparagao entre os filos encontrados em M1A TO (controle) e M2 T7 (microcosmo
com HAP, apds 22 dias).

Analisando o filo Firmicutes, notamos que seu crescimento (de 17.2% para
28%) (Figura 19) é maior na classe Bacilli (Tabela 16), género Bacillus, como

ocorreu em M1A TO e, portanto, ndo pode ser atribuida a presenga dos HAPs.
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Tabela 16. Classes do filo Firmicutes encontradas nos microcosmos M1A TO (controle) e M2 T7
(microcosmo com HAP, apds 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Bacilli 7,6 13,6
Clostridia 9 13,6
Erysipelotrichia 0,7 0
UC Firmicutes 0 0,8

O numero de clones do filo Actinobacteria também aumentou (Figura 19),
sobretudo na subclasse Actinobacteridae (Tabela 17), como observado em M1A
TO, porém em uma menor extensao e onde a maioria ndo pode ser identificada ao
nivel familia ou género. Considerando as similaridades com M1A T7,

provavelmente essas mudangas nao sao resultado da presenca de HAPs.

Tabela 17. Subclasses do filo Actinobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO (controle) e
M2 T7 (microcosmo com HAP, apds 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Acidimicrobidae 0 0,8
Actinobacteridae 0,7 2,5

Observando o filo Proteobacteria, percebemos um crescimento de
Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria e uma diminuicdo no numero de

Gamaproteobacteria (Figura 20).
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Figura 20. Diferengas observadas nas classes do filo Proteobacteria entre os microcosmos M1A
TO (controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apds 22 dias).
Entre as Alphaproteobacteria, a mudangca mais significativa foi o
crescimento dos membros da ordem Sphingomonadales (Figura 21), que mostrou
um grande aumento no numero de bactérias das familias Erythrobacteraceae e,

sobretudo, Sphingomonadaceae (Tabela 18).

80



Resultados e Discussao

EMIATO% “M2T7 %

10 1

9 -

8 <

7 -

6 -

5 4

4 B

3 4

' 1

1

o W : : : L :

fb\g) ) &Qfo &Qf—.) 4 q}ze ’b\@% é-@
o3 O >y N > &
& oS & & N &
& =N & K 6‘0 N
O < ¥ § & &
G'b.\} \\0 %0 \(\Q‘ ’bQ'ﬁ
Q’ 'Q X
S Y}Q
O
S

Alphaproteobacteria - Orders

Figura 21. Diferengas observadas nas ordens da classe Alphaproteobacteria entre os
microcosmos M1A TO (controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apds 22 dias).

Tabela 18. Familias da ordem Sphingomonadales encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apés 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Erythrobacteraceae 0 2,5
Sphingomonadaceae 1,4 4,2
UC Sphingomonadales 0 0,8

A familia Sphingomonadaceae possui muitos degradadores de HAP,
principalmente nos géneros Sphingomonas e Sphingopyxis. Neste caso, foi o
género Sphingopyxis que apresentou o maior crescimento, de 0% a 2,5% do total

da populagao (Tabela 19).
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Tabela 19. Géneros da familia Sphingomonadaceae encontrados nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apos 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Sphingomonas 0,7 0
Sphingopyxis 0 2,5
UC Sphingomonadaceae 0,7 1,7

Além disso, houve um aumento no género Brevundimonas, da familia
Caulobacteraceae, ordem Caulobacterales. Tal género tem sido frequentemente
identificado em solos contaminados com HAP e € conhecido por possuir diversas
espécies degradadoras de HAP (Phillips et al., 2008). Assim, o crescimento do
numero de Sphingopyxis e Brevundimonas pode ser atribuido a presenca de
HAPs e representa uma diferenga significante entre solo ndo contaminado e solo
contaminado com HAP, demonstrando a selegao de degradadores de HAPs.

A avaliacdo da classe Betaproteobacteria revela um amplo crescimento
relativo no numero de membros da ordem Burkholderiales de 3,4% para 9,3% da

comunidade microbiana total (Tabela 20).

Tabela 20. Ordens da classe Betaproteobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apos 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Burkholderiales 3,4 9,3
Rhodocyclales 0,7 0,8
UC Betaproteobacteria 1,4 0
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Porém, em contraste ao microcosmo M1A T7 (Figura 18), membros da
familia Alcaligenaceae mostraram os maiores aumentos, de 2,1% para 6,8% da

comunidade microbiana total (Figura 22).
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Figura 22. Diferengas observadas nas familias da ordem Burkholderiales entre os microcosmos
M1A TO (controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apds 22 dias).

O crescimento em Alcaligenaceae ocorreu nos géneros Achromobacter,
Bordetella, Pusillimonas (Tabela 21) e todos esses grupos sao descritos como
degradadores de HAPs (Eriksson et al., 2003; Hilyard et al., 2008). Portanto, seu
crescimento indica claramente uma selegcao de degradadores de HAPs e pode ser

atribuido a presenca de HAPs no solo.
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Tabela 21. Géneros da familia Alcaligenaceae encontrados nos microcosmos M1A TO (controle)
e M2 T7 (microcosmo com HAP, apds 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Achromobacter 0 0,8
Bordetella 0 2,5
Pigmentiphaga 0,7 0
Pusillimonas 1,4 3.4

Observando as Gammaproteobacteria, um grande declinio em todas as
ordens identificadas € notado, com excegao para Pseudomonadales (Tabela 22).
Esta ordem mostrou um pequeno aumento atribuido a um leve crescimento do
género Pseudomonas (Tabela 23), o qual é conhecido por ter habilidade em
degradar um amplo numero de substratos, particularmente HAPs e outros

hidrocarbonetos.

Tabela 22. Ordens da classe Gammaproteobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apos 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Aeromonadales 1,4 0
Methylococcales 1,4 0,8
Pseudomonadales 1,4 1,7
Xanthomonadales 9 5,1
UC Gammaproteobacteria 2,8 0,8

Tabela 23. Géneros da ordem Pseudomonadales encontrados nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apos 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Pseudomonas 0,7 0,8
UC Pseudomonadaceae 0,7 0,8
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Em adicdo, embora membros da ordem Xanthomonadales tenham
diminuido de 9 para 5,1% (Tabela 22), o género Pseudoxanthomonas,
pertencente a Xanthomonadales, cresceu de 0% para 1,7% (Tabela 24) e
membros deste grupo também sdo conhecidos como degradadores de HAP (Patel
et al, 2011). Assim, as mudangas no grupo Gammaproteobacteria indicam

também uma selecédo de degradadores de HAP.

Tabela 24. Géneros da ordem Xanthomonadales encontrados nos microcosmos M1A TO
(controle) e M2 T7 (microcosmo com HAP, apos 22 dias).

M1A TO (%) M2 T7 (%)
Dokdonella 0,7 0
Luteimonas 1,4 2,5
Lysobacter 21 0
Pseudoxanthomonas 0 1,7
Rhodanobacter 0,7 0
UC Xanthomonadaceae 2,8 0,8

Uma comparagcdo de M1A TO (controle) com M4 T7 (HAP e in6culo) em
relacdo aos filos € mostrada na Figura 23. Ocorreu uma enorme queda no
numero de Proteobacteria*, de 42.8% para 24.1% dos clones da comunidade
microbiana total, em contraste com o leve crescimento geral observado em M2 T7

(Figura 19).
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Figura 23.Comparagao entre os filos encontrados em M1A TO (controle) e M4 T7 (microcosmo
com HAP e in6culo, apos 22 dias).

Mudancas no filo Proteobacteria®* mostram uma quase completa deplegao
da classe Betaproteobacteria (Figura 24), incluindo a ordem Burkholderiales
(Tabela 25), em contraste ao grande crescimento observado em M2 T7 (Tabela

20). Sugerindo que a adicao no indculo suprimiu essa populacgao.
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Figura 24. Comparagao entre as classes pertencentes ao filo Proteobacteria encontradas em
M1A TO (controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e in6culo, apds 22 dias).

Tabela 25. Ordens da classe Betaproteobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e inéculo, apos 22 dias).

M1A T0O (%) M4 T7 (%)
Burkholderiales 3,4 0,5
Rhodocyclales 0,7 0
UC Betaproteobacteria 1,4 0

Gamaproteobacteria também mostrou um significativo declinio no numero
de clones em todas as ordens identificadas, com excegao da Legionellales, que
cresceu de 0% para 1,6% da populagao total (Tabela 26). O crescimento desta
ordem pode ser inteiramente atribuido a emergéncia do género Aquicella, que foi

previamente identificado como um degradador de fenantreno em solos poluidos
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por esse HAP (Ding et al., 2012). O aparecimento de membros do género sugere,

portanto, um enriquecimento seletivo como resultado da adi¢ao de HAPs ao solo.

Tabela 26. Ordens da classe Gammaproteobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO0
(controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e inéculo, apés 22 dias).

M1A TO (%) M4 T7 (%)
Legionellales 0 1,6
Pseudomonadales 1,4 0
Methylococcales 1,4 0,5
Aeromonadales 1,4 0
Xanthomonadales 9 5,3
UC Gammaproteobacteria 2,8 2,7

Entre a classe Alphaproteobacteria, a alteragcdo mais significativa foi o
aumento dos membros da ordem Sphingomonadales (Tabela 27), primariamente

da familia Sphingomonadaceae (Tabela 28), como em M2 T7 (Tabela 18).

Tabela 27. Ordens da classe Alphaproteobacteria encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e inéculo, apés 22 dias).

M1A TO (%) M4 T7 (%)
Caulobacterales 0,7 0
Rhizobiales 8,3 5,3
Rhodospirillales 2,1 1,6
Sphingomonadales 1,4 2,7
UC Alphaproteobacteria 55 1,1

Tabela 28. Familias da ordem Sphingomonadales encontradas nos microcosmos M1A TO
(controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e inéculo, apés 22 dias).

M1A TO (%) M4 T7 (%)
Erythrobacteraceae 0 0,5
Sphingomonadaceae 1,4 21

88



Resultados e Discussao

No entanto, diferentemente de M2 T7 (Tabela 19), o género Sphingomonas
apresentou crescimento, aos invés do género Sphingopyxis (Tabela 29). A razao
para o maior enriquecimento Sphingomonas sobre Sphingopyxis nao esta clara,
uma vez que ambos possuem 0 mesmo numero de membros degradadores de
HAPs (Kertsz e Kawasaki, 2010). Todavia, tanto M2 T7 quanto M4 T7 mostraram
um crescimento similar na familia Sphingomonadaceae (Tabelas 18 e 28),
indicando que a adigdo de HAP aumentou o numero de membros degradadores

deste grupo.

Tabela 29. Géneros da familia Sphingomonadaceae encontrados nos microcosmos M1A TO
(controle) e M4 T7 (microcosmo com HAP e inéculo, apés 22 dias).

M1A TO (%) M4 T7 (%)
Sphingomonas 0,7 1,6
UC Sphingomonadaceae 0,7 0,5

Em oposicdo ao filo Proteobacteria®*, o filo Actinobacteria®* cresceu
destacadamente de 0,7% para 79% do total da comunidade microbiana
identificada (Figura 23). O maior crescimento ocorreu na ordem Actinobacteria* e,
espelhando-se ao ocorrido entre M1A TO e M1A T7, ndo pode ser considerado
resultado da presenca de HAPs. Porém, ao contrario de M1A T7 (Figura 16),
membros da subordem Micromonosporineae ndo foram favorecidos, enquanto
membros da subordem Streptomycineae cresceram de 0% para 1.1%, assim

como membros da subordem Streptosporangineae, que cresceram sutilmente de
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0% para 0.5% (Figura 25). Na subordem Streptomycineae, o crescimento ocorreu
no género Streptomyces, conhecido por possuir membros que degradam HAPs. E
na subordem Streptosporangineae, ocorreu no género Actinomadura

(Balachandran et al., 2012).
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Figura 25. Comparagao das subordens de Actinomycetales encontradas em M1A TO (controle) e
M4 T7 (microcosmo com HAP e indculo, apds 22 dias).

A avaliagao das mudancgas em Firmicutes entre M1A TO e M4 T7 (Figura
23) mostra uma larga mudancga no género Bacillus (0,7% para 4,8%) e no género
Thermoactinomyces, que cresceu de 0% para 1,1%. Como um grande aumento do
género também foi observado em M1A T7 e M2 T7, nao podemos atribui-lo a
adicao do indculo, composto amplamente por espécies de Bacillus.

De maneira geral, as diferengas entre M2 T7 e M4 T7 indicam que a adigao

do ino6culo alterou a populagdo microbiana, principalmente diminuindo ou
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eliminando membros do grupo de Proteobacteria. Além disso, membros do género
Sphingopyxis, que cresceu no microcosmo M2, foram substituidos pelo género
mais préximo, o Sphingomonas. O género degradador de HAP Aquicellai, do
grupo Gamaproteobacteria, também aumentou seletivamente. O género
Chromobacterium, das Betaproteobacteria, que também compunha o in6culo, nao
foi identificado nas amostras de M4 T7, também indicando que as bactérias
adicionadas nao persistem no solo durante o periodo de incubacao.

A comparagao entre M1A TO (controle) e M1B T7 (com HCB) mostra um
grande declinio dos filos Bacteroidetes* e Proteobacteria € um crescimento

correspondente dos filos Actinobacteria* e Firmicutes (Figura 26).
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Figura 26. Filos encontrados M1A TO (controle) e M1B T7 (microcosmo com HCB apenas, apds
22 dias).

O crescimento do filo Actinobacteria* espelha-se aquele observado em M1A

T7, ocorrendo predominantemente na ordem Actinomycetales*. Com excegao dos
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membros da subordem Jiangellineae (Figura 27), a ordem aumentou de 0% para
1,6% da populacao total, principalmente no género Strepfomyces, como
observado em M4 T7. O aparecimento de membros do género Streptomyces em

M1B T7 e M4 T7 é provavelmente o resultado da presenca de HCB e/ou residuo

de tolueno.
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Figura 27. Comparagao entre as subordens do filo Actinobacteria encontradas em M1A TO
(controle) e M1B T7 (microcosmo com HCB apenas, apos 22 dias).

O crescimento do filo Firmicutes mais uma vez ocorreu primariamente na
classe Bacillales®, que cresceu de 7.6% para 21.2%, e principalmente no género
Bacillus*, da familia Bacillaceae. Esse crescimento é similar ao observado em

todos os microcosmos, incluindo M1A TO0. Com excegao para O género
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Thermoactinomyces (assim como em M4 T7), que também cresceu de 0% para
1,2% do total da comunidade microbiana.

O grande declinio no numero de clones do filo Bacteroidetes® € muito
contrastante ao observado em M1A T7 (Figura 15), que mostrou um leve
crescimento. A diminui¢ao do filo Bacteroidetes* assemelha-se a obsevada em M2
T7 (Figura 19) e também pode ser atribuida a presenga de tolueno residual e/ou
de hexaclorobenzeno. Porém, diferentemente de M2 T7, membros de
Bacteroidetes, classe Sphingobacteria, ndo decairam significantemente, reduzindo
apenas de 8,3% para 7,1%, e isto provavelmente se deve a uma auséncia de
HAPs.

No filo Proteobacteria houve também um modesto declinio geral de 42,8%
para 35,3% da comunidade microbiana total (Figura 26). Ocorreu uma queda de
Deltaproteobacteria de 2,1% para 0,8% (Figura 28) mas isto ocorreu em todos os
outros microcosmos e, por isso, ndo pode ser atribuido ao tolueno residual ou ao

hexaclorobenzeno.
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Figura 28. Comparacgao das classes, pertencentes ao filo Proteocbacteria, encontradas em M1A
TO (controle) e M1B T7 (microcosmo com HCB apenas, apos 22 dias).

Alphaproteobacteria caiu suavemente de 17,9% para 15,7% (Figura 28),
porém, isto ocorreu primariamente na ordem Rhizobiales, a qual ndao é associada
a degradacdo de HAP. Em contraste, Alphaproteobacteria, género
Phenylobacterium, familia Caulobacteraceae, cresceu de 0,7% para 1,2%. O
crescimento em Phenylobacterium sugere que estes organismos foram
selecionados pela presenca de hexaclorobenzeno, uma vez que sao conhecidos
por utilizarem compostos xenobidticos clorados (Lingens et al., 1985). Ocorreu
ainda um aumento dos membros da familia Erythrobacteraceae, o qual também foi
observado em M1A T7 e, portanto, ndo pode ser atribuido a adicdo de

hexaclorobenzeno e tolueno.
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Betaproteobacteria também aumentou de 5,5% para 6,3% (Figura 28),
ocorrendo inteiramente na ordem Burkholderiales e predominantemente na familia
Alcaligenaceae e nos géneros Achromobacter, Bordetella e Pusillimonas,
similarmente ao observado em M2 T7. O enriquecimento desses grupos, 0s quais
todos possuem organismos degradadores de HAP, sugere que eles foram
selecionados pela presencga de tolueno e/ou hexaclorobenzeno.

A classe Gammaproteobacteria apresentou uma queda generalizada de
15,9% para 12,5% (Figura 28), que ocorreu sobretudo na ordem
Xanthomonadales. Opostamente, a ordem Pseudomonadales mostrou um
aumento de 1,4% para 2.7%, principalmente no género Pseudomonas, que
cresceu de 0,7% para 2,0% da populagéo total. Este foi o unico microcosmo que
apresentou um crescimento significativo de Pseudomonadales, o qual, no caso de
M4 T7, diminuiu de 1,4% para 0%. Na amostra de M2 T7, o grupo
Pseudomonadales permaneceu constante, crescendo apenas de 0,7% para 0,8%.
Membros do género Pseudomonas estdo entre os degradadores de aromaticos
mais frequentemente isolados e o0 aumento em seu numero indica que o tolueno
residual e/ou o hexaclorobenzeno foram os responsaveis por sua selegao.

Os resultados destas comparagées mostram claramente que a adi¢ao de
HAPs alterou significativamente a comunidade microbiana, favorecendo os

membros degradadores de tais poluentes. O aumento em HAP nao ocorreu em
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bactérias degradadoras amplamente documentadas da ordem Pseudomonadales
(e.g., Pseudomonas), da classe Gammaproteobacteria. O crescimento de
degradadores de HAP ocorreu primariamente na classe Alphaproteobacteria,
géneros Sphingomonas e Sphingopyxis, € na classe Betaproteobacteria, na
familia Alcaligenaceae, na ordem Burkholderiales, entre o0s géneros
Achromobacter, Bordetella e Pusillimonas. No entanto, o crescimento dos
degradadores de HAPs Burkholderiales nao ocorreu no microcosmo M4, o qual
recebeu o indculo de degradadores previamente isolados. Isso indica que o
in6culo inibiu o crescimento desses organismos.

Além disso, ndao houve evidéncias de que 0s micro-organismos
degradadores de HAPs adicionados pelo in6culo persistiram, sugerindo que eles
podem nao competir eficientemente com a populagdo microbiana autéctone.
Também ndo houve efeito claramente identificado do hexaclorobenzeno, com
excegcdo de um aumento do numero de Alphaproteobacteria, género

Phenylobacterium.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho estabeleceu as condi¢bes minimas necessarias e alguns
procedimentos para a condugao de estudos de biodegradagao de HAPs em solo.

Apontou a importancia de se utilizar um biomarcador e um microcosmo
controle que mostre a degradacgao fisico-quimica dos contaminantes.

Determinou-se a capacidade da bactéria Gordonia amicalis de produzir
biossurfactante. Estipulou uma metodologia eficaz para tal produg¢ao, explorando
diferentes meios de crescimento para a bactéria e diferentes formas de
recuperacao do surfactante.

Os resultados da andlise da degradacdo dos HAPs demonstraram a
eficiéncia de micro-organismos na remocgao destas substancias do solo. Sejam
estes micro-organismos autdctones ou inoculados. Ocorreu uma elevada remogao
de todos os poluentes e o solo tratado apresentou uma baixa toxicidade as
sementes de alface Lactuca sativa, espécie descrita na literatura como sensivel a
poluigao.

Os experimentos conduzidos com o hexaclorobenzeno comprovaram sua
qualidade como biomarcador, podendo ser utilizado com credibilidade em estudos

futuros.
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As analises moleculares produziram um vasto conhecimento sobre a
comunidade microbiana do solo estudado e os efeitos sobre essa comunidade,
causados pelos HAPs e pelo consércio inoculado.

A partir desta pesquisa, outros projetos podem ser delineados, explorando
fatores adicionais ndo analisados neste trabalho, tais como nutrientes do solo,

bioestimulacao e diferentes HAPs.
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