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RESUMO

O xileno, também chamado de dimetilbenzeno, € um hidrocarboneto monoaromatico
existente sob as trés formas isoméricas. orto, meta e para. Tem ampla utilizacdo em tintas, colas,
tintas de impressdo, na formulacdo de pesticidas, nas indUstrias do couro e da borracha, em
laboratérios histolégicos e como componente da gasolina. A constante introducdo desse
composto no ambiente pode ocasionar problemas ambientais e a sallde humana devido a sua
toxicidade. Uma alternativa para eliminar ou minimizar esses problemas é a biorremediacéo,
tecnologia que utiliza microrganismos para degradarem poluentes. Este trabalho objetiva estudar
a biodegradabilidade de isdmeros de xileno por bactérias isoladas do Terminal Portuario de
Suape-PE. A partir de quarenta culturas bacterianas, previamente isoladas de ambiente poluido
por petroderivado, foi realizada a selecéo de linhagens degradadoras, isoladas e em consorcios,
aplicando-se a técnica do indicador redox 2,6 diclorofenol indofenol, utilizando os isbmeros de
xileno isolados e a mistura deles. A linhagem selecionada foi identificada e aclimatada,
variando-se a concentragdo da fonte oleosa (1%, 3% e 5% v/v) em meio mineral de Bushnell-
Haas (BH). Os ensaios de biodegradacéo foram efetuados em frascos Erlenmeyer (500 mL),
vedados com rolha de borracha, contendo 75% do meio BH, 20% de inoculo aclimatado e 5% da
fonte de carbono, sob agitacdo de 200 rpm, temperatura de 30£1°C por 24h e 72h, sendo feitas as
medidas da quantificagcdo celular e do percentual de biodegradacéo nos referidos tempos. Das 40
linhagens testadas, a UFPEDA-816 apresentou potencial degradador para os trés isomeros de
xileno, enquanto que a UFPEDA-837 foi capaz de oxidar apenas 0s ismeros orto- e meta-xileno
e 0 consorcio formado por essas duas linhagens ndo apresentou potencialidade para degradar os
referidos isOmeros. A linhagem UFPEDA-816 foi identificada como Bacillus megaterium. Na
aclimatacdo, os valores de pH ficaram proximos da neutralidade; a cultura apresentou melhor
crescimento na presenca de orto-xileno e na mistura dos isomeros; houve uma maior redugdo na
tensdo superficial do meio quando para-xileno era a fonte oleosa. Nos ensaios de biodegradacéo,
verificou-se, apds 24h, um crescimento significativo do B. megaterium com orto-xileno e com a
mistura dos isdbmeros; apos 72h, houve uma reducdo do crescimento celular na presenca de todas
as fontes de carbono. O maior percentual de biodegradacdo ocorreu nas primeiras 24h, sendo
significativo apenas para orto-xileno.
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ABSTRACT

Xylene, also known as dimethylbenzene is a monoaromatic hydrocarbon existing in three
isometric forms: ortho, meta and para. It is widely used in paints, glues, printer ink, pesticides,
in the leather and rubber industries, in histology labs and is a component of gasoline. The
constant use of this compound may cause damage in the environment and to human health,
owing to its toxicity. An alternative way of eliminating or minimizing these problems, is
bioremediation, a technique that uses microorganisms to degrade pollutants. This study aims to
investigate the biodegradability of xylene isomers by bacteria isolated from the Port Terminal at
Suape in the Brazilian State of Pernambuco. Forty bacterial strains, previously isolated from an
environment polluted by petroleum derivatives, were submitted to selection test of cultures,
isolated or consortia, which have the potential to degrade xylene isomers or a mixture of them,
using the technique involving the redox indicator 2,6 dichlorophenol indophenol. The selected
strain was identified and acclimated by varying the concentration of the oily source (1%, 3% and
5% v/v) in a Bushnell-Haas (BH) mineral medium. The biodegradation assays were carried out
in Erlenmeyer flasks (500 mL), sealed with rubber corks, containing 75% of BH medium, 20%
of inoculum acclimated and 5% of the carbon source. These flasks were incubated at temperature
of 30£1°C and shaken at 200 rpm for 24 and 72 hours; the cellular concentration and the
percentage of biodegradation were measured at these times. Of the forty strains tested,
UFPEDA-816 showed the potential to degrade all three xylene isomers, while UFPEDA-837 was
capable of oxidizing only the ortho- and meta-xylene isomers,; and the consortium comprising
these two gtrains did not show potential to degrade these isomers. The UFPEDA-816 strain was
identified as Bacillus megaterium. On the acclimatation assays, the pH values remained near to
neutrality; the selected bacteria showed the greatest growth in the presence of ortho-xylene and
in the mixture of isomers; and there was a greater reduction in the surface tension of the medium
when para-xylene was used as the oily source. On the biodegradation assays were observed that,
after 24h, there was significant growth of B. megaterium with ortho-xylene and the mixture of
isomers, after 72h, there was a reduction in cellular growth in the presence of all carbon sources.
The highest percentage of biodegradation occurred in the first 24h, being significant only to
ortho-xylene.

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Biodegradabilidade de isbmeros de xileno ... Laureni Alvesde Lima. 2

O petréleo e seus derivados impulsionam a economia mundial, através da producéo de
energia e da sua utilizagdo na industria petroguimica, contudo, 0 seu processamento, incluindo
extracdo, refinamento, estocagem e transporte, representa um risco ambiental devido a
ocorréncia de vazamentos e derramamentos acidentais ou intencionais.

Os hidrocarbonetos presentes no petréleo e em seus derivados, ao entrarem no meio
ambiente, podem gerar um grande desequilibrio ecolégico, tendo em vista a sua toxicidade e
atividade carcinogénica (MOREIRA, 1999). O acimulo desses compostos ho ambiente requer o
desenvolvimento de métodos eficazes para mitigacdo dos impactos ambientais. Dentre estes
métodos, a biorremediacdo desponta como uma alternativa promissora, uma vez que utiliza
microrganismos para degradarem ou mineralizarem os poluentes a produtos inorganicos
(MAIER, 2000; ALEXANDER, 19993).

Uma das dificuldades encontradas no emprego das tecnologias de biorremediacdo em
ambientes impactados por petréleo e seus derivados é a sua complexa composicdo quimica
(HILL,1984), especialmente pela presenca de hidrocarbonetos arométicos e compostos asfalticos
gue sdo mais resistentes a biodegradacdo (PRINCE et. al., 2003; ATLAS, 1995b; HEITKAMP &
CERNIGLIA, 1988).

Uma categoria de hidrocarbonetos arométicos sdo os hidrocarbonetos volateis,
coletivamente conhecidos como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos). Dentre estes,
os isdmeros de xileno (orto-, meta- e para-xileno) se destacam pela sua ampla utilizagdo como
solventes e por serem componentes da gasolina. A evaporacdo durante o refino de petréleo, a
gueima da gasolina e vazamantos ou derrames durante o transporte e estoque de gasolina séo as
principais fontes liberadoras de xileno (EPA, 2003) que contribuem para a poluicdo ambiental.

A gasolina é um dos combustiveis movimentado pelo Terminal Portuario de Suape-PE
que abriga importantes distribuidoras de combustiveis de petréleo. O transporte e o
armazenamento de gasolina sdo atividades que oferecem riscos de contaminagdo ambiental, quer
sgja no solo, no ar ou na agua, tanto para a prépria regido portudria quanto para as praias
adjacentes.

Dessa forma, estudos visando a selecdo de microrganismos com capacidade de degradar
isdmeros de xileno é de fundamental importancia para otimizar os processos de biorremediacdo
para a area em estudo ou similar.

Este trabalho visa estudar a biodegradabilidade de isbmeros de xileno por bactérias
isoladas do Terminal Portuario de Suape—PE e, especificamente, objetiva: selecionar bactérias
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com potencialidade para degradar isdmeros de xileno; identificar a(s) linhagem(ns) bacteriana(s)
selecionada(s); realizar ensaios de aclimatacdo, variando a concentragdo da fonte de carbono e
realizar ensaios de biodegradabilidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Petroéleo e seus Derivados

O petréleo é conhecido desde os primordios da civilizagdo, mas passou a ser empregado,
comercialmente, a partir do século XVIII, na indlstria farmacéutica e na iluminagdo. Isto
promoveu sua utilizagdo, em larga escala, como fonte de energia. Com o advento da industria
petroguimica, os derivados de petréleo e centenas de novos produtos surgiram para a utilizacdo
di&ria e comodidade da vida humana (PETROBRAS, 2003).

Quimicamente, o petréleo é considerado uma mistura complexa de milhares de
hidrocarbonetos diferentes e substancias relacionadas que contém &aomos de oxigénio,
nitrogénio, enxofre e tragos de metais pesados, formando os materiais asfélticos (IRWIN et. al.,
1997). A proporcdo de cada um desses compostos varia de acordo com a regido de origem do
petréleo.

No grupo dos hidrocarbonetos estéo as parafinas, as ciclo-parafinas e 0s compostos
arométicos; entre estes, encontram-se 0 benzeno (0,15%), o tolueno (0,5%), os xilenos (1%),
alguns alquilbenzenos, o naftaleno e outros aquilnaftalenos que sdo originarios diretamente do
fracionamento do petroleo e tém diversas aplicagdes industriais (SHREVE & BRINK, 1977 apud
MOREIRA, 1999). Misturas destes hidrocarbonetos formam os 6leos combustiveis, tais como:
guerosene, gasolina, Diesel e bunker.

Os fendis, os écidos nafténicos e os &cidos graxos estdo compreendidos entre 0os materiais
asfalticos que contém oxigénio em sua composi¢cao molecular. Os compostos sulfurados podem
apresentar uma fracéo de até 7% devido a agdo das bactérias redutoras de sulfato na formacéo do
petréleo. As piridinas, as quinolinas e os inddis compdem as substancias nitrogenadas. Niquel,
cobre, ferro, chumbo e vanadio sG0 0s metais pesados geralmente encontrados no petréleo
(MOREIRA, 1999).

O aumento da populacdo humana e o desenvolvimento tecnoldgico contribuem para a
demanda crescente da utilizacdo de petréleo como fonte de energia, tanto na forma bruta quanto
na forma refinada, através dos combustiveis fosseis. I sto representa um grande significado paraa
economia mundial, no entanto, ocasiona também um problema ambiental devido a freqliente
introducéo dessas substancias no meio ambiente.
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2.2 Hidrocarbonetos M onoar omaticos

Benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (orto-, meta- e para-), coletivamente conhecidos
como BTEX, sdo os hidrocarbonetos derivados da fracdo monoaromdtica do petréleo,
encontrados principalmente na gasolina. Também sdo produzidos, numa escala de toneladas por
ano, para serem matéria-prima para as industrias de solventes, pesticidas, plasticos, fibras
sintéticas (SHIM & YANG, 1999). Constituem uma das maiores causas de poluicdo ambiental,
devido a ocorréncia de vazamentos de tanques subterraneos de gasolina e derrames em pogos de
prospeccdo de petroleo, refinarias, oleodutos e terminais de distribuicdo (FRIES et. al., 1994).

2.2.1 BTEX — Aspectos Gerais

A) Benzeno

Também conhecido como benzol, o benzeno é amplamente usado como
solvente industrial, como um intermediario em sinteses quimicas e como um componente da
gasoling; portanto, aintroducéo no ambiente € grande.

E facilmente absorvido por animais e por seres humanos, sendo distribuido em
vérias partes do corpo. A exposicdo crénica ao benzeno resulta em deterioracdo progressiva da
funcdo hematopoiética; também provoca efeitos neurotoxicos em animais e humanos depois de
um curto periodo de exposicdo, mas em concentracoes relativamente altas (EPA, 2002).

O benzeno ocupa a 162 posi¢éo de compostos quimicos produzidos nos Estados
Unidos, com uma produc&o anual estimada em 4,39 x 10° toneladas em 1991 (WHO, 1993).

A volatilidade e a solubilidade sdo as propriedades mais importantes que
influenciam o seu transporte no ambiente. Entra na atmosfera de emissoes diretas e volatilizagdo
de solo e de &guas superficiais. A degradacdo do benzeno no ar ocorre principalmente por
reacOes com radicias hidroxi, alcoxi e peroxi, &omos de oxigénio e ozbnio. Em &guas
superficiais e subterraneas é biodegradado por varios microrganismos, sob condicdes aerdbicas
e anaerobicas (WHO, 1993).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas estéo apresentadas na Tabela 2.1 (EPA,
2002) e sua estrutura quimica encontra-se na Figura 2.1.
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Tabela 2.1 - Caracteristicas fisico-quimicas do benzeno (EPA, 2002).

Formula Quimica

Peso M olecular

Pressdo de vapor a 20°C

Estado fisico a 25°C

Solubilidade na agua a 25°C

Fatores de conver sio no ar

Ponto de fusio

Ponto de ebulicéo

Limite de exposi¢ao permitido

Limitesde odor no ar

Nome sinbnimo

CeHs
78,11
75 mmHg
Liquido
1750 mg/L
1 ppm = 3,24 mg/m®
1 mg/m®= 0,31 ppm
1 mg/L = 313 ppm
55°C
80,1°C
1 ppm
0,84 — 53 ppm

Benzol

Figura 2.1 - Estrutura quimica do benzeno.
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B) Tolueno

E 0 nome comum para metilbenzeno. E produzido na forma isolada e como
componente de misturas, especialmente na gasolina. Isoladamente, é usado na producdo de
outros compostos, como solvente em tintas, adesivos e produtos farmacéuticos, bem como,
aditivo em produtos cosméticos (WHO, 1985).

As fontes priméarias de liberagdo de tolueno no ambiente sdo: fontes
inadvertidas (65%) — emissdo de motor de veiculos e exaustdo de aeronaves, perdas durante as
atividades de comercializagdo da gasolina, derrames e fumaga de cigarro; processos em que 0
tolueno € utilizado (33%) e producéo de tolueno (2%) (WHO, 1985).

E facilmente absorvido pelo trato respiratorio, pela pele e pelo trao
gastrointestinal. ApoOs a absor¢do, se distribui rapidamente atingindo altos niveis no tecido
adiposo, na medula 0ssea, nas glandulas adrenais, nos rins, no figado, no cérebro e no sangue
(EPA, 2002).

O tolueno liberado no ambiente entra principalmente na aimosfera e nas éguas
superficiais. E removido da atmosfera por reagbes com radicais hidroxi. Em altas latitudes,
durante o verdo o tempo de vida no ambiente é de aproximadamente 4 dias; no inverno, pode
ficar durante meses. Os fatores que afetam os niveis de tolueno na agua superficial e subterrénea
incluem: volatilizagéo, solubilidade, degradacéo e adsorcéo durante a percolacdo através do solo.
E biodegradado por microrganismos do solo e por bactérias em ambientes estuarinos e marinhos
(EPA, 2002).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 2.2
(WHO, 1985) e sua estrutura quimica encontra-se na Figura 2.2.
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Tabela 2.2 - Caracteristicas fisico-quimicas do tolueno (WHO, 1985).

Formula Quimica

Peso M olecular

Pressdo de vapor a 25°C

Estado fisico a 25°C

Solubilidade na agua (25°C)

Densidade (20°C)

Fatores de conversio no ar

Ponto de fusio

Ponto de ebulicéo

Nomes sindnimos

C/Hs

92,13

28,7 mmHg

Liquido

Agua doce: 535 mg/L
Agua do mar: 380 mg/L

0,8669 g/mL

1 ppm = 3,75 mg/m®
1 mg/m*= 0,266 ppm

-95°C

110,6°C

Metilbenzeno, metacida, metilbenzol, toluol

CHz

Figura 2.2 - Estrutura quimica do tolueno.
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C) Etilbenzeno

Produzido pela alquilacdo do benzeno e do etileno. O etilbenzeno é empregado
na producéo de estireno e também do xileno técnico como solvente em tintas, fixadores,
borracha e indlstrias quimicas. E encontrado no 6leo cru, em produtos de petroleo refinado e em
produtos de combustéo (WHO, 1996).

E degradado primariamente por foto-oxidacdo e biodegradacio; sua
volatilizacdo € rgpida. Tem um potencial para bioacumular em organismos aguaticos, sendo sua
toxicidade moderada para algas, peixes e invertebrados aquéticos (EPA, 2003).

A exposicao humana ocorre principalmente pela inalagéo; cerca de 40 a 60% do
etilbenzeno inalado fica retido nos pulmdes. Além da absor¢do pulmonar, € absorvido pelapele e
pelo trato gastrointestinal. Em humanos, é toxico ao sistema nervoso central, sendo um irritante
de membranas mucosas e dos olhos (WHO, 1996).

Sua estrutura quimica encontra-se na Figura 2.3 e algumas caracteristicas fisico-
quimicas estdo apresentadas na Tabela 2.3 (WHO, 1985).

CH, — CHj

Figura 2.3 - Estrutura quimica do etilbenzeno.
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Tabela 2.3 - Caracteristicas fisico-quimicas do etilbenzeno (WHO, 1985).

Formula Quimica

Peso M olecular

Pressdo de vapor a 20°C

Estado fisico a 25°C

Solubilidade na agua (20°C)

Limitesde odor no ar

Limitesde odor na agua

Densidade (25°C)

Fatores de conversio no ar

Ponto de fusio

Ponto de ebulicéo

CgH1o

106,16

1,24 Kpa

L iquido

152 mg/L

2 mg/m®

0,1 mg/L

0,866 g/cm®

1 ppm = 4,3 mg/m®
1 mg/m*= 0,23 ppm

-94,95°C

136,2°C
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D) Xileno
Também conhecido como dimetilbenzeno. Apresenta trés isdbmeros. orto-, meta-
e para-xileno (Figura 2.4). Existe ainda o xileno técnico, que é uma mistura dos isdmeros com
cerca de 35% de etilbenzeno (HASS et. al., 1995).
O xileno é um solvente organico amplamente utilizado em tintas, colas, tintas de
impressdo, na formulagdo de pesticidas, indUstrias do couro e da borracha e em laboratérios
histolégicos, sendo também encontrado na gasolina (SAILLENFAIT et. al., 2003).

CH4 CHy CHa
ZHz
cH
’ C
A B
CH

Figura 2.4 - Estrutura quimica dos isdmeros de xileno. A: orto-xileno; B:
meta-xileno; C: para-xileno.

A maior liberagdo ambiental de xileno é a evaporacdo durante o refino de
petréleo; queima da gasolina; vazamentos ou derrames durante o transporte e o estoque de
gasolina e de outros combustiveis. Os isdmeros de xileno sdo produtos naturais de plantas e sdo
componentes do petréleo e do alcatrdo do carvéo (EPA, 2003).

Algumas caracteristicas fisico-quimicas estéo apresentadas na Tabela 2.4 (EPA,
2003).
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Tabela 2.4 - Caracteristicas fisico-quimicas de xilenos (EPA, 2003).

Caracteristicas o-xileno m-Xileno p-xileno xileno técnico
Férmula Quimica CsHao CgHio CgHao _
Peso molecular 106,17 106,17 106,17 _
Estado fisicoa 25°C Liquido Liquido Liquido Liquido
Pressdo de vapor a 20°C 5,0 - 6,5 mmHg 5,0 -6,5 mmHg 5,0 - 6,5 mmHg 6 - 16 mmHg
Densidade 0,8801 g/cm?® 0,8642 g/cm?® 0,8611 g/cm?® 0,864 g/lcm®
Ponto de fusio - 25°C - 47,4°C 13-14°C _
Ponto de ebuli¢do 144,4°C 139°C 138,37°C 137-140°C
Solubilidade na agua 178 - 213 mg/L 134 - 146 mg/L 185 - 198 mg/L 130 mg/L
1ppm=4,34mg/m* 1ppm=4,34mg/m* 1ppm =434 mg/m? _
Fatoresdeconversionoar  1mg/m*=023ppm  1mg/m*=023ppm 1 mg/m®= 0,23 ppm
Limitesde odor no ar 0,08- 0,17 ppm 3,7 ppm 0,47 ppm 1,0 ppm
Nivel maximo de
contaminacéo 10 ppm 10 ppm 10 ppm _

1,3-dimetil-benzeno 1,4-dimetil-benzeno

1,2-dimetil-benzeno

m-metiltolueno p-metiltolueno

o-metiltolueno

Nomes sinénimos 1,2-xileno 1,3-xileno 1,4-xileno

o-xilol m-xilol p-xilol
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Estima-se que no periodo compreendido entre 1987 a 1993, houve a liberacéo
de cerca de 500 litros de xileno na agua e 2.210.000 litros em terra. Essas liberagdes provém
principalmente das industrias de refinaria (EPA, 2003).

A maior parte do xileno liberada no ambiente entra diretamente na atmosfera;
uma peguena proporcdo entra na égua e no solo. Uma vez introduzido no ambiente, vérios
processos afetam sua permanénciaz uma grande parte sofre volatilizagdo; uma pequena
proporcao pode sofrer precipitacdo, devido a sua solubilidade em &gua; adsorcdo a sedimentos
aqudticos e a0 solo; biodegradacdo na agua e no solo; foto-oxidagdo; oxidacdo atmosférica
(reagdo com outros componentes encontrados na atmosfera, como: radicais peroxidos, 0zonio e

oOxidos de nitrogénio) e leve bioacumulagdo (WHO, 1997).

2.2.2 Destino dosBTEX em Ambientes

Uma vez liberado no ambiente, os hidrocarbonetos monoaromaticos podem
volatilizar, dissolver e se aderir a particulas de solo ou ser biologicamente degradado (EPA,
2003), como pode ser visualizado na Figura 2.5.

A persisténcia destes compostos no ambiente dependera tanto de suas
caracteristicas quanto das do ecossistema atingido. Fernandes et. al. (2002) comprovou a
influéncia das condi¢Bes climéaticas sobre as concentracbes atmosféricas de hidrocarbonetos
arométicos e BTX no Rio de Janeiro; eles verificaram que durante o verdo ha menores
concentragbes do que no inverno, pois no verdo ha um aumento dos mecanismos de
deposicao/dispersao e remocao quimica desses poluentes.

Em termos préticos, uma das principais preocupacdes da liberacdo de BTEX no
ambiente € a contaminacdo de agliferos usados para 0 consumo humano, pois estes
hidrocarbonetos sdo o0s constituintes da gasolina que apresentam maior solubilidade em agua,
sendo, portanto os primeiros contaminantes que atingem a &gua subterranea (CORSEUIL &
MARINS, 1998).
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Posto de gasolina

Agua potavel !

Tanque de gasolina

REETT T

Figura 2.5—Destino de BTEX liberado no ambiente (EPA, 2003).

Agua subterranea ¢ toda aquela localizada abaixo da superficie do solo e pode ser
encontrada em duas zonas. a ndo saturada e a saturada (Figura 2.6, TROY, 1994). A zona ndo
saturada situa-se desde a superficie do solo aé o topo da franja capilar e contém ar e &gua. A
zona saturada localiza-se imediatamente abaixo da zona ndo saturada, apresenta poros (espacos
entre as particulas do terreno) preenchidos com agua que se move livremente e com maior
rapidez. A subzona localizada entre as zonas ndo saturada e saturada é chamada de franja capilar;

nela, a agua é retida por tensdo superficial.
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Figura 2.6 — Esquema ilustrativo da localizacdo de agua subterrénea (TROY, 1994).

Segundo Langwaldt & Puhakka (2000), a migracdo dos contaminantes na
subsuperficie é controlada pelas caracteristicas do poluente (Tabela 2.5) e do local contaminado.
A zona ndo saturada pode ser contaminada por compostos orgéanicos, voléteis e dissolvidos, e
pela fase organica liquida ndo—aquosa (NAPLS). Ja a zona saturada pode ser atingida pelos
contaminantes organicos sollveis em agua e NAPLs; a fase orgéanica liquida ndo-aquosa leve
(LNAPLS) e a fase organica liquida ndo-aquosa densa (DNAPLS) migram seguindo ou ndo a
diregdo do fluxo de &gua subterrdnea. DNAPLS também podem contaminar o sistema capilar

abaixo do aqguifero, caso encontre alguma fratura na matriz rochosa.
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Tabela 2.5 — Propriedades fisico-quimicas de poluentes e seu efeito sobre a migracdo na agua

subterranea.
Propriedades fisico-quimicas Variacao Comportamento na subsuperficie
Densidade (K g dm™) <1.0 Flutua na tabela de dgua
>1.0 Migra para o fundo do aquifero
Solubilidade (mg ™) Imiscivel (NAPL)? Produto livre, migra contra ou a favor do
fluxo de &gua subterranea
Miscivel Migra com o fluxo de &gua subterrénea

Pressdo de vapor - constante de <50 Particdo na fase aquosa

Henry (atm) >50 Volatilizagdo através da zona ndo saturada

Coeficiente de particao <10 Hidrofilico, ata solubilidade em agua

etanol/agua (Ig10Kow) >10.000 Hidrofdbico, adsor¢éo a matriz do solo
NAPL, fase organica liquida ndo-aquosa. Modificado por Langwaldt & Puhakka (2000).

Song (2003) demonstrou que metabdlitos provenientes da biodegradacéo de tolueno
e o-Xileno se aderem a matéria orgéanica do solo, apresentando baixas taxas de mineralizacao;
podendo dessa forma, permanecer por muitos anos no ambiente.

2.2.3 Toxicidade

Desde o século XVIII, a toxicidade, incluindo atividade carcinogénica, de
substancias quimicas ja era conhecida, mas ndo se tinha identificado os compostos responsaveis
pelo aparecimento de doencas. Algumas observacbes em pacientes com cancer levaram a
correlacfes entre 0 surgimento da doenca com habitos diarios, como o consumo de tabaco e rapé,
e atividades profissionais, tais como: exposi¢do constante a fuligem do carvéo, a determinados
alcatrdes e a 6leos parafinicos. Em todos esses casos, os hidrocarbonetos arométicos estéo
presentes (MOREIRA, 1999).
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Lewis (1970) apud Moreira (1999) relaciona as caracteristicas toxicolégicas dos
principais hidrocarbonetos arométicos (Tabela 2.6). Os compostos com um maior nimero de
anéis, exceto o benzeno, apresentam atividade carcinogénica marcante. As caracteristicas
venenosas e irritantes sdo equivalentes para quase todas essas substancias.

No entanto, a preocupacdo com a toxicidade de BTEX ndo esta restrita apenas a
salde humana; varios estudos foram desenvolvidos para avaliar esta questdo usando como
material de estudo microrganismos, plantas e animais, uma vez que 0 ambiente é um conjunto
macro, e como tal, quando uma de suas partes é afetada todo o ecossistema de algum modo
sofrerd alteracdes.

Segundo Herman et. al. (1991) ha uma correlacdo linear entre a bioconcentracdo e a
toxicidade de BTEX. Esses pesquisadores verificaram, utilizando a alga Selenastrum
capricornutum, que benzeno e tolueno foram os menos téxicos (ECso = 41 mg/L) e mostraram
menor potencial de bioconcentragcdo, enquanto que o etilbenzeno e os isdbmeros de xileno
apresentaram toxicidade similares (ECsp entre 4 e 5 mg/L) e grande potencial de

bioconcentragéo.
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Tabela 2.6 - Caracteristicas toxicoldgicas dos principais hidrocarbonetos aromaticos (L ewis,
1970 apud Moreira, 1999).

A Atividade Caracteristicas Caracteristicas
Substéancia
Carcinogénica Venenosas Irritantes
BENZENO Confirmada + +
Teratogénico e mutagénico + +
TOLUENO em testes de laboratério
Teratogénico e mutagénico + +
ETILBENZENO em testes de laborat6ério
ESTIRENO Suspeito + +
Teratogénicoe
XILENOS mutagénico em testes de + +
labor atério
Carcinogénicos em testes de + Severo
FENOL laboratério
Sem consenso nos dados + +
NAFTALENO experimentais
Sem consenso nos dados + +
FENANTRENO experimentais
Sem consenso nos dados + +
ANTRACENO experimentais
BENZ[A]JANTRACENO Confirmada +
CRISENO Confirmada +
PIRENO Questionada +
BENZO[A]PIRENO Questionada + +
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Hass et. al. (1995) avaliaram os efeitos pds-natal de xileno técnico (19% o-, 40%
m-, 20% p-xileno e 15% etilbenzeno) em ratos, expondo-os a inalagdo de uma concentracdo de
499 + 13 ppm. Os autores ndo observaram sinais de toxicidade materna e verificaram apenas
uma leve reducéo no peso corporal da prole que ndo perdurou por muito tempo.

Gersherg et. al. (1995) avaliaram a toxicidade de BTEX sobre crustéceos da espécie
Ceriodaphnia dubia ap6s a biorremediacéo de agua subterrénea contaminada com gasolina. Com
a biorremediac8o, os niveis de BTEX reduziram cerca de 99% em um dos pocos mais
contaminados, contudo a toxicidade permaneceu semelhante ao periodo anterior a
biorremediacéo.

Henner et. al. (1999) relataram que os hidrocarbonetos poliarométicos de alto peso
molecular ndo inibiram a germinacdo e o0 crescimento de plantas;, por outro lado, os
hidrocarbonetos voléteis (benzeno, tolueno e xilenos), estireno, naftaleno e outros foram a
principal causa datoxicidade em plantas.

Junoven et. al. (2000) observaram, apos a biorremediacdo de solo impactado com
0leo, a reducdo de hidrocarbonetos totais seguida de um decréscimo na toxicidade microbiana,
utilizando bactérias bioluminescentes.

Gil et. al. (2002) desenvolveram um biosensor, com uma linhagem bacteriana
bioluminescente engenheirada geneticamente (GC-2), para testar a toxicidade de BTEX. A
reducdo no nivel de bioluminescéncia esta diretamente relacionada a toxicidade do composto;
esses autores verificaram que o benzeno foi a substéncia mais toxica devido a sua alta
solubilidade.

Saillenfait et. al. (2003) expuseram ratas gestantes a inalacdo de concentracOes
variadas (100, 500, 1000 e 2000 ppm) de etilbenzeno, isdmeros de xileno e xileno técnico. Os
resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7 - Efeitos provocados pela inalacdo de diferentes concentracdes de etilbenzeno,

isdmer os de xileno e xileno técnico, em ratas gestantes e seus descendentes.

Substancias

Efeitos M aternos

Efeitos Fetais

ETILBENZENO

O-XILENO

M-XILENO

P-XILENO

XILENO TECNICO

N&o causou morte.
Ataxia, atividade motora reduzida
(2000 ppm); reducéo significativa do
peso corporal e do consumo alimentar
(1000 e 2000 ppm).

N&o causou morte.
Hipotonia e sonolénica; redugéo
significativa do peso corporal e do

consumo alimentar (1000 e 2000
ppm).

N&o causou morte.
Reduc&o significativa do peso corporal
(2000 ppm) e do consumo alimentar
(1000 e 2000 ppm).

N&o causou morte.
Reducéo do peso corporal (2000 ppm)
e do consumo alimentar (1000 e 2000

ppm).

N&o causou morte.
Reducéo do peso corporal (1000 e

2000 ppm) e do consumo alimentar.

Reducéo do peso corporal
(significativa a partir de 1000 ppm);
ma formacOes viscerais; maior nimero
defetos, por ninhada, com variages

esquel éticas.

Reducéo do peso corporal (500 e 2000
ppm); ma formagdes viscerais (500 e
1000 ppm); maior numero de fetos,
por ninhada, com variagdes

esquel éticas.

Reduc&o significativa do peso corporal
(1000 e 2000 ppm); leve aumento na
incidéncia de ossificacdo torécica

incompl eta (2000 ppm).

Reduc&o significativa do peso corporal
(1000 e 2000 ppm); ma formacéo
(hérnia diafragmatica a 2000 ppm);
maior nimero de fetos, por ninhada,

com variagdes esquel éticas.

Reduc&o significativa do peso corporal
em todas as concentragdes, ma

formacgao esporadica.
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2.3 Processos de Descontaminacao

2.3.1 Abidticos

Os processos abidticos incluem os métodos fisicos e quimicos para a remogao de
poluentes.

Dentre os métodos fisicos, destacase 0 pump-and-treat que é um método
convencional em que a amostra aguosa poluida € bombeada para a superficie onde é tratada e
posteriormente devolvida para o local. Os tratamentos incluem; adsorcdo, ultrafiltracdo, uso de
biorreatores ou tratamento quimico (TRAVIS & DOTY, 1990).

Os tratamentos quimicos mais comuns sdo: a adicdo de surfactantes, neutralizacdo
com agentes quimicos, precipitacdo, oxidacdo e extracdo por solventes (KOWALICK JR., 1991).

Além destes métodos, existem processos naturais responsaveis pela remocdo ou
transformacdo do contaminante, como: volatilizacdo, foto-oxidacdo e oxidacdo atmosférica
(FLOODGATE, 1984).

2.3.2 Bidtico: Biorremediacdo

Devido aos diversos problemas ambientais e de salide causados pelos componentes
arométicos, ha um interesse crescente de se entender o destino e as formas de desaparecimento
desses compostos para que haja o desenvolvimento de métodos mais eficientes para a remocao
dos mesmos do ambiente (BARBIERI, 1998).

Uma das edratégias ecologicamente vidvel para atingir tal objetivo é a
biorremediacdo, tecnologia que utiliza microrganismos vivos para degradar contaminantes
ambientais e pode ser definida como a reagdo, catalisada biologicamente, que transforma
compostos quimicamente complexos em compostos mais simples. No caso dos compostos
organicos, geramente ha a conversdo dos elementos do composto original em produtos
inorganicos, processo esse denominado de mineralizagdo (ALEXANDER, 1999b).
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A biorremediacdo pode ser efetuada in Situ ou ex situ. As tecnologias ex Situ
removem fisicamente o material contaminado para outra area, onde € realizado o tratamento. As
técnicas in situ envolvem o tratamento do material contaminado no préprio local.

Segundo Baker & Herson (1994a), alguns exemplos das tecnologias de
biorremediagéo sdo:

- Bioaumento: adicdo de microrganismos a um meio poluido;

- Bioestimulacdo: ativagcdo de populagdes microbianas em solos €/ou &guas
subterréneas através da adicdo de nutrientes;

- Biofiltros: uso de colunas com microrganismos imobilizados para o tratamento de
emissOes gasosas;

- Biorreatores. biodegradacdo em um container ou reator para o tratamento de
liquidos contaminados,

- Bioventilagdo: usada para o tratramento de solo contaminado através da
introduc&o de oxigénio no solo para estimular o crescimento e a aividade microbiana;

- Compostagem: tratamento mesofilico/termofilico, aerébico e anaerdbico em que o
material contaminado é misturado em pilhas volumosas;

- “Landfarming”: sistema de tratamento para solos poluidos.

Em 1989, o petroleiro Exxon Valdez derramou cerca de 35.000 toneladas de
petréleo, o que afetou 6.500 Km da linha costeira do estado do Alaska, que se espalharam por
2.331 Km? (PRITCHARD & COSTA, 1991). Este acidente formou a base para um estudo mais
amplo sobre a técnica de bioestimulacéo, pois segundo Atlas (19954) a degradacdo do petréleo,
neste caso, foi limitada por nutrientes, constatando-se que a aplicagéo de fertilizantes foi uma
estratégia que se obteve éxito. Entretanto, a adicdo de nutrientes a0 meio ambiente pode trazer
outros problemas como a eutrofizagdo, reduzindo consegiientemente a biodiversidade ambiental.

Para avaliar os efeitos da adicdo de nutrientes em sedimentos impactados com 6leo,
sobre a meio-fauna e a macro-fauna, Schratzberger et. al. (2003) desenvolveram um experimento
onde os grupos naturais foram expostos a diferentes tratamentos (sedimentos sem 6leo, com 6leo
e com 6leo tratado com fertilizantes) por 45 semanas. Concluiram que a degradacéo do 6leo foi
maior nas &reas tratadas com fertilizantes, contudo ndo houve diferenca significativa na taxa de
recolonizagdo da meio-fauna e da macro-fauna entre as éreas estudadas. Entretanto, ha evidéncia
experimental de que a adicdo de nutrientes a sedimento impactado com 6leo pode ocasionar
mudancas na ecologia microbiana em areas tratadas (ROHLING et. al., 2002).
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O processo de biofiltragdo vem sendo muito utilizado para tratar ar poluido pelos
hidrocarbonetos monoarométicos. Elmrini et. al. (2004) desenvolveram um biofiltro para
analisar a remocdo de vapores de xileno do ar e constataram que a eficiéncia de remocéo foi
cerca de 96%.

Nos Estados Unidos, produtos de biorremediacdo estdo sendo comercializados.
Aldrett et. al. (1997) testaram 13 desses produtos (12 agentes de bicaumento e 1 agente de
bioestimulacéo) para verificar a eficiéncia destes na degradacdo de hidrocarbonetos do petréleo e
observaram que os agentes avaliados aceleraram o processo de biodegradacéo.

Baker & Herson (1994a) destacam as vantagens e as desvantagens da
biorremediacdo. Entre as vantagens encontram-se:

- Astécnicas podem ser feitas no local contaminado;

- Causam pouco desequilibrio ecoldgico;

- O custo é relativamente baixo;

- Elimina permanentemente os residuos;

- Pode ser acoplada a outras técnicas de tratamento.

As principais desvantagens sao:

- Alguns compostos quimicos, como os clorados e metais, ndo sdo facilmente
biodegradados;

- A degradacdo microbiana de determinados compostos pode levar a producéo de
substancias mais toxicas do que o composto original;

- A biorremediacdo € um procedimento cientificamente extensivo que deve ser
realizado de acordo com as condices especificas do local, 0 que pode elevar 0s custos em
relagdo as tecnologias convencionais;

- Ha necessidade de monitoramento intensivo;

- Existem limitagOes legais para a implementacéo da biorremediacéo, as quais estéo

relacionadas com as condigoes do local e com o poluente a ser degradado.
2.4 Biodegradacédo de Hidrocarbonetos Aromaticos
Biodegradacdo € a quebra de compostos orgéanicos que ocorre devido a atividade

microbiana; tais compostos podem ser considerados como fontes de nutrientes ou substratos para

0S microrganismos.
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Para atingir a biodegradacdo completa ou mineralizagcdo, ocorre uma série de reacoes,
sendo cada uma catalisada por uma enzima especifica que € sintetizada pela célula microbiana. A
falta de enzimas biodegradadoras apropriadas € uma das razdes que ocasiona a persisténcia dos
contaminantes organicos, principal mente agueles com estruturas quimicas incomuns que nao sao
reconhecidos pelas enzimas existentes (MAIER, 2000). Dessa forma, contaminantes organicos
gue apresentam estruturas similares aguelas de substratos naturais sdo degradados com maior
facilidade.

A taxa de biodegradacdo depende das interacdes entre: 0 ambiente, 0 nimero e o tipo de
microrganismos presentes e a estrutura guimica do contaminante a ser degradado. Geralmente, a
biodegradacdo de poluentes orgénicos ocorre mais rapido em condices aerdbicas. Contudo,
alguns microrganismos utilizam nitrato, sulfato, ferro ou manganés como aceptor final de
elétrons degradando poluentes orgéanicos anaerobicamente (WALTER & CRAWFORD, 1997).

Os hidrocarbonetos arométicos geramente sdo hidroxilados para formar didis; os anéis
sd0 entdo clivados com a formacdo de catecOis que sdo posteriormente degradados em
intermediérios do ciclo dos &cidos tricarboxilicos. Fungos e bactérias formam intermediarios
diferentes; os fungos produzem trans-diidrodidis enquanto que as bactérias formam os cis-
diidrodi6is (Figura 2.7). Esta reacdo é catalisada pelas enzimas oxigenases que podem ser
monooxigenases, as que incorporam um dos &omos de oxigénio na molécula do substrato, e
dioxigenases, as que adicionam dois aomos de oxigénio no composto aromético (BARBIERI,
1998; ATLAS, 1995b;).
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Figura 2.7 - Rotas de oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos por microrganismos
procariotos e eucariotos.
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O benzeno é considerado o hidrocarboneto aromético mais simples; sua degradacéo
microbiana produz dois intermedidrios que tém aplicacdes industriais. Um deles é o cis
benzenoglicol que pode ser usado em polimeros e na indUstria farmacéutica; o outro é o catecol e
seus derivados que podem ser empregados na elaboracdo de aromas sintéticos como a vanilina
(SMITH, 1990).

A introdugdo de grupos substituintes no anel benzénico permite outros mecanismos de
biodegradacdo, podendo os microrganismos atuar na cadeia lateral, no anel ou em ambos.

O tolueno, o mais simples dos hicrocarbonetos substituidos € degradado tanto por ataques
no anel como por hidroxilacdo do grupamento metila. Quando o anel é atacado, ha a formacéo de
3-metilcatecol; o atague no grupo metila forma o catecol (Figura 2.8). O sistema enzimético
envolvido na biodegradacdo do tolueno pode ser comum para a biodegradacdo do meta e do
para-xileno (Figura 2.9) (SMITH, 1990).

Varios microrganismos, incluindo bactérias, fungos e algas, sdo capazes de degradar
hidrocarbonetos aromaticos, sendo a degradacdo bacteriana a mais conhecida.
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Figura 2.8 — M ecanismos de biodegradacéo do tolueno.
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Figura 2.9 - Sistema enzimatico da biodegradacéo do tolueno pelo ataque no grupo metila.

Os géneros de bactérias e fungos mais comuns sdo: Pseudomonas, Achromobacter,
Anthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Candida, Rhodothorula e Sporobolomyces (LEAHY & COLWELL, 1990).

Entre os géneros de algas, Cerniglia (1984) destaca: Oscillatoria, Microcoleus, Nostoc,
Anabaena, Agmenellum, Chlorella, Dunaliella, Chlamydomonas.

Sorkhoh et. al. (1990) realizaram experimentos com bactérias e fungos isolados de
amostras marinhas e de solo para avaliar a capacidade de degradacdo de Gleo cru por esses
microrganismos. Os isolados fungicos foram Aspergillus terreus, A. sulphureus, Mucor
globosus, Fusarium sp. e Penicillium citrinum, sendo a espécie Mucor globosus a mais ativa na
degradacdo do 6leo cru. Os isolados bacterianos compreenderam Bacillus sp.,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Nocardia spp., Streptomyces spp. e Rhodococcus spp.;
entre essas, as linhagens de Rhodococcus foram as mais eficientes na degradacdo do éleo cru.

Morgan et. al. (1993) estudaram a taxa e a extensdo da biodegradacéo de BTEX por
microrganismos naturais de dgua subterrénea contaminada com gasolina. Todos 0os compostos

foram degradados sob condicbes aerdbicas e ndo houve aumento na degradacdo quando a
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temperatura de incubacéo foi elevada de 10°C ou quando suplementos nutricionais organicos ou
inorganicos foram adicionados; no entanto, o oxigénio foi o fator limitante. Sob condicbes
anaerodbicas denitrificantes houve biodegradacéo de benzeno, tolueno, etilbenzeno, m-xileno e p-
xileno, mas n&o de o-xileno.

Holliger & Zehnder (1996) afirmaram que a oxidacdo dos trés isdmeros de xileno ocorre,
tanto em culturas enriquecidas como em culturas puras, sob condicBes anaerdbicas. O isdmero
meta-xileno € um substrato para bactérias denitrificantes, e estudos experimentais indicaram que
as etapas iniciais s&80 as mesmas que ocorrem na degradacéo do tolueno. Os isOmeros orto- e
para-xileno sdo oxidados por enriquecimento de culturas. Além disso, algumas bactérias
denitrificantes e redutoras de sulfato podem transformar os xilenos em metilbenzoatos, cujo
processo de degradacdo ainda ndo € conhecido.

Kao & Wang (2000) relataram que em zonas redutoras de ferro (aglifero subterraneo
contaminado com gasolina), tolueno e o-xileno séo removidos mais rapidamente do que m- e p-
xileno, benzeno e etilbenzeno. Entretanto, em zonas denitrificantes, a ordem da degradacéo foi a
seguinte: tolueno, m- e p-xileno, etilbenzeno, o-xileno e benzeno.

Juhasz & Naidu (2000) listaram vérias bactérias e fungos capazes de degradar naftaleno,
acenafteno, antraceno, fluoranteno, pireno e criseno.

Yang et. al. (2000) demonstraram, através de um experimento com biofiltro aerdbico,
gue um biofilme formado por consorcios bacterianos, proveniente de amostras de sedimento de
um estuério contaminado com petroderivados, degradaram o 6leo Diesel sob condicBes de alta
salinidade (> 40%o).

Bento & Gaylarde (2001) relataram 18 espécies de microrganismos encontrados em
tanques de 6leo Diesel no Brasil; entre estas, os fungos Hormoconis resinae, Aspergillus niger,
A. fumigatus, Candida silvicola e as bactérias Bacillus sp. e Pseudomonas sp. cresceram em
meio mineral com 6leo Diesel como Unica fonte de carbono.

Segundo Venosa & Zhu (2003), hidrocarbonetos monoaromaticos sdo toxicos a alguns
microrganismos devido a sua acdo como solvente das membranas celulares, mas em baixas

concentractes eles sdo facilmente degradados sob condigdes aerdbicas.
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2.4.1 M etodologia Analitica

A andlise quantitativa e/ou qualitativa de hidrocarbonetos arométicos presentes em
matrizes complexas (amostras aguosas ou de solo) € de fundamental importéncia para as
pesguisas ambientais.

Como véarios contaminantes, inclusive BTEX, apresentam natureza mutagéncia e/ou
carcinogénica é necess&rio 0 seu monitoramento em ambientes naturais antes e depois de serem
submetidos a processos de descontaminagdo. Ta monitoramento € feito por vérias metodologias
analiticas que tendem a se aperfeicoar para obter resultados fidedignos no menor tempo possivel
e preferencialmente com baixo custo.

Diversas técnicas vém sendo desenvolvidas para analisar compostos organicos em
amostras aquosas. Entre estas, destacam-se: extracfes em fase sdlida - SPE (EZQUERRO et. al.,
2004; MATISOVA et. al., 2002) ou sistema purge-and-trape - PT ( JOOS et. al., 2003;
ROSELL et. al., 2003) e extrac2o liquido-liquido - LLE (SABATE et. al., 2004; LACOTTE «t.
al., 1995) combinada com a cromatografia gasosa - GC através da deteccdo por ionizacdo em
chama - FID acoplada a espectrometria de massa - MS.

O sistema PT pode ser estético ou dinamico. O método PT esté&ico ou SPE envolve
o equilibrio termodinamico de substancias volédteis entre as fases, aquosa e gasosa, de uma
amostra contida em um recipiente termoestavel fechado. A fase gasosa é absorvida em um
suporte solido, posteriormente desorvida, injetada na coluna do GC e analisada sem a influéncia
da matriz aguosa (SAKATA et. al., 2004).

Alkalde et. al. (2004) utilizaram a técnica de microextracdo em fase solida do
headspace (HS-SPME) seguida por GC-MS como um método alternativo para avaliar a
contaminagdo ocupacional por BTX, analisando a urina de trabalhadores de uma &rea industrial.

O método PT dindmico ou convencional extrai compostos organicos voléteis
passando um fluxo de gés inerte por uma agulha de pegquena abertura para gerar diversas bolhas
gasosas na amostra aquosa, mantida dentro de um tubo de vidro completamente selado. Dessa
forma, criazse uma grande area interfacial entre as fases liquida e gasosa, acelerando a
distribuicdo dos compostos voléteis entre essas fases. Os compostos dissolvidos volateis sdo
guase totalmente removidos da amostra aquosa através da injecéo do gés inerte; sdo imobilizados
em matriz criogénica e/ou sorvente para concentrar os analitos extraidos. Geralmente, essa
matriz € rapidamente aquecida para liberar os compostos volateis, retidos num sistema GC
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através de injecdo, para separacao e deteccdo dos compostos (SWINNERTON et. al., 1962 apud
YANG €t. al., 2004).

Uma variacdo do sistema PT dindmico € o sistema spray-and-trape - ST que utiliza
um bico de spray para gerar vérias gotas peguenas da amostra dentro de uma camara de extracao.
Isto acelera a particdo dos compostos voléteis devido ao contato de grande volume de gas com
um pegueno volume de liquido, o oposto do que ocorre no sistema PT (BAYKUT & VOIGT,
1992 apud YANG et. al., 2004).

Yang et. al. (2004) construiram um sistema ST acoplado ao GC, utilizando a
deteccdo por captura de elétrons - GC-ECD e GC-FID, a fim de monitorar compostos organicos
voléteis - VOCs dissolvidos em corpos de agua que ja tinham sido analisados pelo método PT
convencional. Quando compararam 0s dois métodos para andlise de BTEX,
verificaram que 0 ST mostrou baixas taxas de recuperacéo e que em pequenas concentragoes de
BTEX (10-20 ng/L), essas taxas estavam relacionadas com a constante de Henry - Ky; essa
constante determina a distribuicdo de um composto entre a solugcdo e 0 headspace, ou seja,
compostos com baixos valores de Ky sdo mais sollveis em agua e apresentam menor pressao
de vapor no headspace, sendo mais dificeis de serem extraidos.

Uma alternativa do sistema PT estdético € a microextracdo por solvente do
headspace - HSM; nesta técnica, uma microgota de um solvente orgéanico é expulsa de uma
microseringa cromatogréfica, sendo exposta no headspace acima da amostra aguosa. Os
compostos voléteis sdo extraidos e concentrados na microgota por difusdo. A microgota é entéo
retraida na microseringa e injetada diretamente no sistema cromatografico (PRZY JAZNY et. al.,
2000 apud PRZY JAZNY & KOKOSA, 2002).

A extragdo liquido-liquido - LLE é um método que permite a separacdo de um
composto em um sistema de duas fases, uma de solvente organico e outra aquosa, usando um
funil de separacéo. Com a agitacdo do funil de separacdo o composto passa para a fase onde esta
o solvente de maior afinidade (Figura 2.10). Posteriormente, a separacdo € feita, coletando-se o
extrato e submetendo-o aandlise cromatografica (COLLINS et. al., 1997).

Segundo Gioseffi (1998), esta técnica produz bons resultados, embora ofereca
algumas desvantagens, como: maior tempo de manipulagdo; grande volume de amostras e
solventes; possibilidade de ocorrer emulsificacdo; geracdo de grandes volumes de residuos de
solventes orgénicos, etc. Apesar das desvantagens citadas, a metodologia de extracéo liquido-

liquido foi a escolhida neste trabalho por ser uma técnica relativamente simples, em comparacao
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com as descritas nos parégrafos anteriores, por ndo requerer altos custos nem aparelhagem

especial.

remover tampa na
separagao

anel

Interiace liquido-liquido

— camada mals densa
tormneira aberta

parg separagao

Figura 2.10 - Desenho esquematico representando o método de extracdo liquido-liquido.

2.5 Fatores que Influenciam a Biodegradacao

As taxas de biodegradacdo de poluentes ambientais sdo influenciadas por fatores

abioticos e bidticos.
2.5.1 Fatores Abid6ticos

A) Temperatura
De maneira geral, temperaturas baixas estdo associadas a pouca ou nenhuma

biodegradacdo de muitos substratos organicos. No caso do petréleo, baixas temperaturas
promovem um aumento na viscosidade, uma reducdo na volatilidade de alcanos téxicos de

cadeias curtas, elevando conseqlientemente sua solubilidade o que podera acarretar num
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decréscimo da atividade enzimética (ATLAS, 1995b). Em temperaturas elevadas, a atividade
microbiana aumenta em resposta a condi¢Bes mais favoraveis, atingindo um méaximo entre 30 e
40°C. Acima de 40°C, ocorre uma reducdo ou, até mesmo, uma interrupcdo da biodegradacéo
causada pela elevacdo da toxicidade dos hidrocarbonetos a membrana celular e pela
desnaturagdo de enzimas (LEAHY & COLWELL, 1990)

B) pH
A taxa de biodegradacéo tende a declinar em acidez ou alcalinidades extremas
(ALEXANDER, 1999b). Em solos, a taxa de degradacdo de hidrocarbonetos é maior em
condicbes alcalinas do que em condi¢des &cidas. Em solos &cidos, os fungos sdo mais
competitivos do que as bactérias, que preferem condigdes neutras (MAIER, 2000). Estudos tém
mostrado que a degradacdo de 6leo aumenta com o aumento de pH e que a degradacdo Gtima
ocorre sob condigoes levemente alcalinas (VENOSA & ZHU, 2003).

C) Nutrientes

O crescimento dos microrganismos depende do suprimento de nutrientes. O
nitrogénio e o fosforo sdo os nutrientes mais utilizados na bioestimulag@o de éreas contaminadas
por hidrocarbonetos (BAKER & HERSON, 1994b). Teoricamente, aproximadamente 150 mg de
nitrogénio e 30 mg de fosforo sdo utilizados na conversdo de 10g de hidrocarbonetos em material
celular (VENOSA & ZHU, 2003). Normalmente, os microrganismos tém uma proporcéo média
de C:N, dentro da sua biomassa, de cerca de 5:1 a 10:1, dependendo do tipo de microrganismo.
Em areas contaminadas com petréleo, uma proporcdo de aproximadamente 100:10:1 (C:N:P) é
freqlientemente usada (MAIER, 2000).

O oxigénio é um nutriente muito importante na biodegradacéo, pois geralmente

a biodegradacao aerdbica é mais rapida do que a anaerdbica.

D) Umidade
Os microrganismos necessitam de um suprimento adequado de agua para a
degradacdo étima do poluente. Geramente, em solos contaminados com 6leo cru, obtém-se taxas
6timas de biodegradacdo quando o teor da umidade do solo esta entre 30% e 90% da capacidade
de absor¢do de &gua do mesmo. Contudo, o melhor valor de umidade depende: das propriedades
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do solo, do poluente e do agente despoluidor, que sd0 os microrganismos. (ALEXANDER,
1999b).

E) Estrutura e Concentragdo do Poluente

Segundo Del’arco & Franca (2001), a ordem decrescente de susceptibilidade ao
ataque microbiano dos hidrocarbonetos é a seguinte: aliféticos, ramificados, arométicos de baixo
peso molecular, ciclicos e poliarométicos. Os compostos polares ou asfalticos apresentam uma
taxa extremamente baixa de biodegradacdo, podendo ser considerados como recalcitrantes ao
atagque microbiano.

A biodegradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos também é afetada por
efeitos estéricos e eletrbnicos dos grupos substituintes que bloqueiam o contato entre o poluente
eaenzima (MAIER, 2000).

A baixa concentracdo do poluente a acdo microbiana, ou sgja, a baixa
biodisponibilidade é um fator limitante a biodegradacéo. Um poluente em grande quantidade no
ambiente pode ndo estar necessariamente disponivel aos agentes degradadores, devido a sorcéo
do mesmo ao material particulado que se encontrano local (MAIER, 2000).

2.5.2. Fatores Bi6ticos

A) Predacédo por Protozoarios
Protozoarios que se alimentam de bactérias no ambiente podem reduzir a
populacéo de degradadores a niveis onde a biodegradacdo € afetada negativamente (RADAMAN
et. al., 1990).

B) Troca Genética
Muitos genes que carregam os codigos para a sintese das enzimas degradativas
sao encontrados nos plasmideos. A transferéncia de plasmideos pode ocorrer na natureza,
dependendo da interacdo biolbgica e de fatores fisico-quimicos, os quais afetam o crescimento,
a sobrevivéncia e a atividade microbiana (CHAUDHRY & CHAPALAMADUGU, 1991).
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C) Adaptacao

A biodegradacdo € facilitada quando os microrganismos sdo previamente
expostos aos poluentes devido a ocorréncia de um aumento do potencial de oxidacdo dos
hidrocarbonetos, tendo em vista que os microrganismos ja estdo adaptados (BAUER &
CAPONE, 1988). Esse mecanismo de adaptacéo ainda ndo estd bem compreendido (WIGGINS
et. al., 1987).

De acordo com Atlas (1995b), em ambientes ndo poluidos, geralmente a
percentagem de bactérias que degradam hidrocarbonetos € menor do que 1% da populacdo
bacteriana total. Quando um ambiente est4 poluido com petréleo, a proporcdo de bactérias

degradadoras de hidrocarbonetos frequientemente excede 10% da populagéo bacteriana total.

D) Consorcios Microbianos

Uma Unica espécie de microrganismo dificilmente serd capaz de mineralizar
misturas complexas de hidrocarbonetos; portanto, consdrcios microbianos permitem a atuacéo de
enzimas distintas, degradando completamente o poluente (HILL, 1984).

Segundo Alexander (1999b), esses consorcios microbianos representam tipos de
sinergismo que envolvem varios mecanismos: @) Uma ou mais espécies fornecem vitaminas do
complexo B, aminoacidos ou outros fatores de crescimento para um ou mais microrganismos
consorciados; b) Uma espécie cresce sobre o poluente e realiza uma degradacéo incompleta para
produzir um ou Vé&rios produtos organicos, e a segunda espécie mineraliza tais produtos; ¢) A
primeira espécie converte o substrato em um metabdlito toxico que pode reduzir a
transformacdo, mas a reacdo procede rapidamente se 0 segundo membro da associacdo destroi o

inibidor, ou sgja, é capaz de usa-lo como uma fonte de carbono para crescimento.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Fontede Carbono

A fonte de carbono, utilizada nesse trabalho, refere-se aos isdmeros de xileno, isolados e

amistura deles (~33% de cada), cujas caracteristicas estao expressas natabela 3.1.

Tabela 3.1 — Caracteristicas dos isdmeros de xileno utilizados como fonte de carbono.

ISOMEROS DE XILENO

CARACTERISTICAS orto-xileno meta-xileno para-xileno
Fabricante VETEC VETEC VETEC
Percentual de pureza 98% 99% 99%
Faixa de ebulicéo 143-145°C 139,3°C 137-139°C
Densidade 0,8801 0,863-0,864 0,861-0,862
Peso Molecular 106,17 106,17 106,17
Massa 1L » 0,89Kg 1L » 0,86Kg 1L » 0,86Kg

3.2 Microrganismos Utilizados

Foram utilizadas quarenta linhagens bacterianas, previamente isoladas de amostras,
poluidas por petroderivado, coletadas na Lagoa da Barra (Figura 3.1), situada no Complexo
Industrial Portuario de Suape-PE. O isolamento foi realizado, empregando-se as técnicas por
incorporagdo e por nebulizagdo, apos o enriquecimento seletivo em meio mineral de Bishnell-
Haas - BH (Tabela 3.2), contendo os petroderivados. 6leo Diesel, ou gasolina, ou bunker ou

querosene, como Unica fonte de carbono e energia.
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Figura 3.1 —Vistada Lagoa da Barra, stuada no Complexo Industrial Portuario de Suape-

PE, local de coleeéa das amostras utilizadas no isolamento dos

microrganismos.

Tabela 3.2 - Composicdo do meio mineral de Bushnell-Haas (ATLAS, 1995c¢).

COMPONENTES

K2HPO, 1,00g
KH2PO, 1,00g
NH4NO; 1,009
MgSO,.7H,0 0,20g
FeCl3.2H,0 0,05g
CaCl,.2H,0 0,02g
Agua destilada 1L

Quando sdlido
Agar 15,009
pH 7,0+ 0,2
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3.2.1 Manutencéo das L inhagens Bacterianas
Os isolados bacterianos foram repicados mensalmente em tubos inclinados,
contendo o meio Triptic Soy Agar - TSA (Tabela 3.3), os quais eram mantidos sob refrigeracéo

(4 a8°C) paraarealizacéo dos ensaios subseqguientes.

Tabela 3.3 — Composicao do meio Triptic Soy Agar (ATLAS, 1995c¢).

COMPONENTES
Tripticase 15,009
Peptona de soja 5,009
Agar 15,009
Cloreto de sbdio 5,009
Agua destilada 1L
pH 7,3+ 0,2

3.3 Selecdo de Linhagens Degradadoras, | soladas e em Consorcios

As quarenta linhagens bacterianas foram submetidas a sele¢do, empregando-se a técnica
de Hanson et. al. (1993), aqual utiliza o indicador redox 2,6 diclorofenol indofenol - DCPIP que
atua como aceptor final de elétrons no processo de oxidacdo bioldgica. Se o isolado bacteriano a
ser testado for capaz de oxidar os isbmeros de xileno ou a mistura deles, serd observada a
mudanca de coloragcdo do meio de cultura de azul paraincolor.

O teste de selecdo foi realizado em placas multipogos, onde, para cada cultura, tinha-se 0
poco teste, 0 pogo controle negativo e o pogo controle positivo, todos em triplicata. O poco teste
continha 270 L de inGculo em meio BH, 1% da fonte de carbono e 5 L do indicador redox; o
poco controle negativo tinha apenas 270 nL. de meio BH com 1% da fonte oleosa e 5 nL do
indicador e o pocgo controle positivo incluia 270 L de indculo em meio BH, 1% de uma solugéo
de glicose a10% e 5 L do indicador DCPIP.

O in6culo para cada poco teste foi preparado em tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio BH, cuja suspensdo bacteriana foi padronizada por comparagdo com o tubo n° 5 da escala
de MacFarland, o que corresponde a uma concentracdo celular da ordem de 1,5 x 10" UFC/mL.

Cada in6culo foi exposto a 1% da fonte oleosa de hidrocarboneto, sendo incubados a 30+1°C,
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sob agitacdo de 200 rpm, por 12h, para uma prévia adaptacdo a fonte de carbono, e, apds esse
periodo, foram retiradas aliquotas e transferidas para as placas multipocos, conforme descricao
citada no parégrafo anterior.

O indculo para o pogo controle positivo também foi preparado da mesma forma que o
inbculo para 0 poco teste, sendo que a fonte de carbono empregada foi a glicose, ndo havendo o
periodo de 12h de adaptacdo, tendo em vista que esta € a fonte de carbono e energia preferencial
para quase todas as bactérias.

ApGs o preenchimento das placas multipocos, estas foram incubadas a 30+1°C e o tempo
de viragem do indicador redox, ocasionado pelas bactérias testadas, foi acompanhado durante 72
horas.

A selecdo dos consorcios microbianos foi realizada, utilizando-se a mesma técnica. O
indculo consorciado foi preparado em tubos de ensaio, contendo 5 mL do meio BH, e suspensao
de cada cultura selecionada padronizada por comparacdo com o tubo n°® 5 da escala de
MacFarland, totalizando um volume final de 10 mL, além de 1% da fonte oleosa. Os consorcios
foram incubados a 30°+1°C, sob agitacdo de 200 rpm, por 12h, para se adaptarem a fonte de

carbono.

3.4 Identificagcdo da Linhagem Bacteriana Selecionada

Realizou-se uma caracterizacdo preliminar do isolado bacteriano selecionado através de
observagdes macroscopicas e microscopicas, bem como, pela efetivacdo de alguns testes
bioquimicos (SMIBERT & KRIEG, 1994).

A cultura selecionada foi identificada a nivel de espécie pelo Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigcosa, sob a responsabilidade do Prof. Marcos
Rogério Totola, empregando-se a determinacdo do perfil de &cidos graxos em cromatografia
gasosa usando um GC 5890 (Hewlett-Packard, série 11, serial 3223*42710) equipado com um
detector de ionizacdo em chama (FID), através do Sistema de | dentificacdo Microbiana MIDI.

3.5 Ensaios de Aclimatacéo da Linhagem Selecionada

A aclimatacdo da linhagem bacteriana promissora foi realizada em frascos Erlenmeyer
(500 mL), vedados com rolhas de borracha, contendo o meio mineral BH, in6culo e
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concentragdes crescentes da fonte de carbono, totalizando um volume final de 100 mL. Os
frascos, em duplicata, foram submetidos a agitacdo de 200 rpm, a 30+1°C, por 120 horas.

O indculo inicial foi obtido atraves do crescimento em caldo nutritivo Tryptic Soy Broth —
TSB (Tabela 3.4) a 30+1°C, sob agitacéo de 200 rpm, por 24h. Ao término desse tempo, as
células foram centrifugadas, ressuspensas em meio BH e quantificadas pelo méodo de
plagueamento pour plate.

Tabela 3.4 — Composicao do meio Triptic Soy Broth (ATLAS, 1995¢).

COMPONENTES
Tripticase 17,009
Peptona de soja 3,009
Cloreto de sbdio 5,009
Fosfato de potassio 2,50g
Dextrose 2,509
Agua destilada 1L
pH 7,3+0,2

ApGs o periodo de cultivo (120h), foram retirados 20% do material bioprocessado, para
inocular o meio fresco de BH do experimento seguinte, contendo concentragdes crescentes da
fonte oleosa (1%, 3% e 5%), conforme Figura 3.2. Em cada uma dessas concentragdes foram
coletadas amostras, a intervalos de 24h, para efetuar a quantificacdo bacteriana e a determinagédo

do pH. A tensdo superficial do meio foi medida no inicio e no final dos experimentos.
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20% 20% 20%
células centrifugadas,
ressuspensas em BH, 120h 120h
quantificadas (pour plate). . ’ ’
|r_}%%1|%gi1%ica:ll 1% 3% 5%
S YN fonte de fonte de fonte de
00 rpm, 24h) carbono carbono carbono

Figura 3.2 — Esquema ilustrativo dos ensaios de aclimatagao.

3.5.1 Determinacao do pH
As medicdes de pH foram realizadas em potenciometro digital DIGI MED® modelo
DM-21.

3.5.2 Determinacao da Tensdo Superficial do Meio
A determinacdo datensdo superficial foi realizada pelo método da leitura através da
submersdo do anel de platina no meio liquido, isento de células, em tensidmetro manual CSC-
DUNOY 70.545. Para obtencéo do meio liquido isento de células, as amostras foram submetidas

afiltracdo a vécuo, usando-se membranas filtrantes, com porosidade de 0,22 pm.

3.5.3 Quantificacdo Bacteriana
A contagem das unidades formadoras de colonia (UFC/mL) foi efetuada,
empregando-se 0 método pour plate em placas de Petri, contendo o meio TSA (Tabela 3.3) para

0 crescimento microbiano, apds 48h de incubagéo a 30+1°C.
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3.6 Ensaios para a Verificagdo das Perdas Abidticas de Xileno

Devido a volatilidade do xileno e a necessidade da linhagem bacteriana selecionada
crescer em condices aerdbicas, os ensaios que antecederam aos de biodegradacdo tiveram o
objetivo de determinar o aparato experimental que oferecesse uma menor perda abidtica. Nesse

sentido, foram testados trés aparatos experimentais:

3.6.1 Aparato experimental “A”

Constou de uma coluna de vidro (500 mL) dotada de uma placa sinterizada, para
promover a formacdo de peguenas bolhas de ar, ligada a uma bomba de aquério. A coluna era
vedada com rolha de silicone, onde se havia acoplado um condensador de tubo reto e um coletor
de amostras, cuja extremidade estava ligada a um tubo de latex vedado com pinca de Hoffman.
O ar, antes de entrar na coluna, era passado por um filtro absoluto para fins de esterilizagdo. O
condensador era resfriado por um banho refrigerante de agua destilada numa temperatura entre
10-15°C, faixa de temperatura adequada para liquefazer o xileno. Todo o sistema foi montado

no interior de uma capela exaustora cuja temperatura variava entre 30°C e 35°C (Figura 3.2).
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Figura 3.3— Esquema do aparato experimental “A” para verificacdo de perdas abiéticas de

xileno. a: banho refrigerante de agua destilada; b: tubulacédo para entrada do
banho refrigerante; c: tubulacdo para saida do banho refrigerante; d:
condensador detubo reto; e: coletor de amostras, f: tubo delatex; g: pinca de
Hoffman; h: rolha de slicone; i: coluna de vidro (500 mL) dotada de uma
placa sinterizada; j: tubulacéo para entrada de ar; I: filtro absoluto; m: bomba

de aquério; n: capela exaustora.
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A colunade vidro foi preenchida com um volume final de 300 mL, sendo que 95%
era de meio BH e 5% (0,013 g/L) do isbmero orto-xileno. Essa mistura foi aerada durante 72h e
aintervalos de 12h eram coletadas aliquotas, através do acoplamento de uma seringa descartavel
a0 tubo latex do coletor de amostras, para plagueamento em meio TSA, com vistas a detectar
possivel contaminacdo bacteriana. Terminado esse periodo, todo o liquido contido na coluna foi
transferido para frasco ambar, submetido a resfriamento em gelo por cerca de 3h e processado
para analise cromatogréfica.

Esse procedimento foi repetido duas vezes e como se constatou uma elevada perda
abidtica reduziu-se o tempo experimental para 24h e posteriormente para 12h. No experimento
com duragéo de 24h, as amostras para plagueamento foram coletadas a cada 4h e no experimento
de 12h, a coletafoi efetuada a cada 2h.

3.6.2 Aparato experimental “B”

Frascos Erlenmeyer (500 mL), vedados com rolha de borracha (Figura 3.3),
contendo 95% de meio BH e 5% (0,004 g/L) do isdbmero orto-xileno, totalizando um volume
final de 100 mL, foram utilizados.

Os frascos foram submetidos a agitacéo de 200 rpm, a temperatura de 30+1°C por
dois periodos. 24h e 72h. Para cada periodo, foram usados frascos em triplicata. Aliquotas de
0,5 mL foram coletadas nos tempos, inicial e final, para verificar possivel contaminagdo
bacteriana. Ao término desses tempos, os frascos foram resfriados em gelo por cercade 3h e

todo o volume foi submetido a andlise cromatogréafica.

Figura 3.4— Aparato experimental “B” para verificacdo de perdas abioticas de xileno.
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3.6.3 Aparato experimental “C”

Frascos ambar (100 mL), vedados com tampa pléastica rosqueada (Figura 3.4),
contendo 95% de meio BH e 5% (0,004 g/L) do isdbmero orto-xileno, totalizando um volume
final de 100 mL, foram empregados.

Os frascos, em triplicata, foram submetidos a agitacéo de 200 rpm, a temperatura de
30+1°C por 24h e 72h. Aliguotas de 0,5 mL foram coletadas nos tempos, inicial e final, para
verificar possivel contaminacdo bacteriana. Ao final desses tempos, os frascos foram
resfriados em gelo por cerca de 3h e todo o volume foi submetido a andlise cromatografica.

Figura 3.5~ Aparato experimental “C” para verificacdo de perdas abidticas de xileno.
3.7 Ensaios de Biodegradacéo

Os ensaios de biodegradacdo foram realizados apenas com o aparato experimental “B”
por este ter apresentado menores perdas abidticas. Os experimentos foram efetuados em
triplicatas, contendo em cada frasco Erlenmeyer: 75% do meio BH, 20% de indculo aclimatado e
5% da fonte de carbono (cerca de 0,004g/L dos isdmeros isolados e da mistura deles),
totalizando um volume final de 100 mL. Os frascos foram submetidos a agitagdo de 200 rpm, a
30+1°C durante os periodos de 24h e 72h. Os in6culos foram obtidos a partir da suspenséo
bacteriana aclimatada com 5% da fonte oleosa. Frascos contendo 95% de meio BH e 5% da fonte
de carbono foram usados como controle.

Durante esses ensaios foram realizadas determinagdes do crescimento microbiano e da

concentracdo residual de xilenos por andlise cromatografica.
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3.7.1 Quantificacdo Bacteriana
Tanto nos frascos controle quanto nos frascos teste, foram coletadas aliquotas nos
tempos, inicial e final, para contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC/mL) pelo
método pour plate em placas de Petri contendo o meio TSA (Tabela 3.3).

3.7.2 Andlises Cromatogr aficas
Apo6s o resfriamento em gelo por 3h, todo o volume contido nos frascos foi
submetido a extracéo da fase apolar com acetato de etila (1:1) e os extratos foram submetidos as
andlises cromatograficas. As condicBes operacionais de tais analises estdo discriminadas na
Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Condigdes operacionais do sisstema GC-M S.

Parametrosdo sstema GC-M S Valores
Temperaturainicial de injecéo 25,0°C
Temperatura da interface 230,0°C
Modo de controle Solit
Pressdo de entrada 48,9 Kpa
Fluxo da coluna 1,0 mL/min
Velocidade linear 36,1 cm/seg
Fluxo total 52,2 mL/min
Tempo de equilibrio 1,0 min

Parametros da coluna

Descricéo/Valores

Nome DB-5MS
NUmero de érie US 2278875H
Espessura 0,25 mMm
Comprimento 30,0 m
Diametro interno 0,25 mm

Para verificar a eficiéncia do método de extracéo, foram preparados, em triplicatas,
frascos teste contendo orto-xileno como fonte de carbono, e imediatamente foram submetidos a
resfriamento por 3h; a seguir procederam-se as etapas de extracdo e analise cromatogréfica.
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As andlises cromatogréficas foram realizadas com o objetivo de determinar a
concentragdo residual de xileno dissolvido no meio liquido, e ndo o que volatilizou ou o que foi
biotransformado. Essa avaliagéo foi efetuada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (GC-MS), comparando-se a concentracdo residual do composto no meio liquido dos
frascos controle (sem microrganismos) com a concentragdo residual dos frascos teste (com
microrganismos); através do decaimento dos picos do composto em funcdo do tempo de
retencéo, obtendo-se portanto o percentual de biodegradacéo da fonte de carbono testada

3.7.3 Tratamento Estatistico

Os valores referentes a quantificacéo bacteriana e ao percentual de biodegradacdo
de xilenos foram submetidos a tratamento estatistico.

Os dados de biodegradacso foram transformados por arcoseno Vx/100 antes de
serem submetidos a andlise de variancia. Apos esta andlise, as médias foram comparadas pelo

teste de Newman-Keuls (p £ 0,05), utilizando-se o programa Statistica (1997).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Biodegradabilidade de isdmeros de xileno ... Laureni Alves de Lima. 49

4.1 Selecdo de Linhagens Degradadoras, |soladas e em Consorcios

Dentre as quarenta bactérias testadas, apenas uma, especificada na Colecdo de
Microrganismos do Departamento de Antibiéticos da UFPE como UFPEDA-816, foi capaz de
oxidar os trés isdbmeros de xileno, isolados ou a mistura deles (~33% de cada isOmero),
promovendo a descoloracdo do meio de cultura apds 12h de incubagéo a 30+1°C (Figuras 4.1 a
4.4).

T CN CP

Figura 4.1 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-816, em orto-
xileno, apds 12h de incubacdo a 30+1°C. T: poco teste; CN: poco controle

negativo; CP: poco controle positivo.
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T CN CP
4

Figura 4.2 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-816 em meta-
xileno, apds 12h de incubacdo a 30+1°C. T: poco teste; CN: poco controle
negativo; CP: pogo controle positivo.

T CN CP

t 1t

Figura 4.3 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-816, em para-
xileno, apos 12h de incubacdo a 30+1°C. T: poco teste; CN: poco controle

negativo; CP: poco controle positivo.
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Figura 4.4 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-816, na mistura
dos isdbmeros de xileno (~33% de cada), apés 12h de incubacdo a 30+1°C. T:
poco teste; CN: poco controle negativo; CP: poco controle positivo.

Verificou-se também a viragem do indicador DCPIP, com a linhagem UFPEDA-837 em
presenca apenas dos isdmeros orto- e meta-xileno, apds 24h de incubacdo a 30+1°C (Figuras 4.5
e4.6).
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Figura 4.5 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-837, em orto-
xileno, apds 24h de incubacdo a 30+1°C. T: poco teste; CN: poco controle
negativo; CP: pogo controle positivo.

T CP CN

tt

Figura 4.6 - Viragem do indicador redox (DCPIP) pela linhagem UFPEDA-837, em meta-
xileno, apos 24h de incubacdo a 30+1°C. T: poco teste; CN: poco controle
negativo; CP: pogo controle positivo.
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A oxidagdo de hidrocarbonetos por microrganismos envolve reacdes que sdo catalisadas
por enzimas especificas produzidas pela célula microbiana. O sitio ativo dessas enzimas pode
ser blogueado por efeitos estéricos e eletrénicos resultantes da localizagdo dos substituintes
guimicos no composto organico, interferindo dessa forma, no contanto entre a enzima e o
substrato (MAIER, 2000).

Teoricamente, como orto-xileno apresenta efeito estérico maior do que para- e meta-
xileno, devido a localizacdo dos grupos metila, era de se esperar que a linhagem UFPEDA-837
oxidasse 0s isOmeros meta- e para- e nao orto- emeta-, como foi observado.

Esses resultados contrastam com trabalhados anteriores. Baggi et. al. (1987) observaram
gue nenhuma das bactérias capazes de degradar para- e meta-xileno foram capazes de utilizar
orto-xileno e vice-versa. Num estudo realizado por Su & Kafkewitz (1994) foi verificado que
quando os isdmeros de xileno eram submetidos individualmente a degradacéo por Pseudomonas
maltophilia, apenas meta- e para-xileno foram assimilados, quando os isOmeros eram
misturados, as trés formas isoméricas foram utilizadas.

A posicdo do grupo metila no anel aromatico desempenha uma importante funcéo na
selecéo dos microrganismos que tém potencialidade para oxidarem isdmeros de xileno. Estudos
mais aprofundados sobre as vias metabdlicas de utilizagdo de xilenos pela linhagem UFPEDA.-
837 serdo necessarios para a compreensdo do resultado obtido.

A utilizacdo dos trés isdmeros de xileno por uma Unica linhagem bacteriana, UFPEDA-
816, indica a sua versatilidade enzimédtica, o que confere um maior potencial de degradacdo em
relagdo alinhagem UFPEDA-837.

Um fato que merece atencdo € que dentre as 40 linhagens testadas, apenas uma foi capaz de
oxidar os trés isdmeros, ressaltando a toxicidade do xileno, como ja citado na revisdo da
literatura (HERMAN et. al., 1991; UNGVARY et. al., 1980).

O consorcio microbiano composto pelas linhagens UFPEDA-816 e UFPEDA-837 foi
colocado em presenca dos isOmeros orto- e meta-xileno isolados, uma vez que a Ultima linhagem
apresentou capacidade para degradar apenas esses dois isdmeros. Decorrido o periodo de 72h de
incubagéo a 30+1°C ndo foi observada a viragem do indicador, o que nos indica que o referido

consodrcio ndo apresentou potencial degradador de xileno superior as linhagens isoladas.
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A composicdo de consorcios tem a finalidade de assimilar mais rapidamente o
hidrocarboneto testado, tendo em vista que num processo de biorremediacdo quanto menor o
tempo de degradacdo dessas substancias, mais rapida seré a recuperacdo ambiental. Dessa forma,
era desgjavel encontrar consorcios que virassem o indicador (DCPIP) num tempo inferior a 12h,
que foi o periodo gasto pela linhagem UFPEDA-816 isolada para oxidar os isomeros de xileno, e
0 consorcio formado ndo mostrou esse perfil.

Embora alguns autores empreguem culturas mistas para a biodegradacdo de
hidrocarbonetos (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 2000; SHIM & YANG, 1999; MORGAN et.
al., 1993), deve-se levar em consideracdo que microrganismos quando estdo em associacdo
podem competir por nutrientes, causando um efeito repressor entre eles (BAKER & HERSON,
1994b). Segundo Maier (2000), tal efeito envolve o bloqueio do sitio ativo das enzimas e, dessa
forma a degradagéo ocorre mais lentamente ou pode ser interrompida. Para Fredrickson (1977)
apud Davison et. al. (1994), a competicdo por nutrientes resulta na remocdo de substratos
necessarios para a reproducdo de outras populagdes, acarretando taxas reduzidas de crescimento.

Diante do exposto, a linhagem UFPEDA-816 foi a mais promissora e, portanto a

selecionada para a realizagéo dos ensaios posteriores.

4.2 I dentificagdo da Linhagem Bacteriana Promissora

Na tabela 4.1 estéo apresentadas as caracteristicas da linhagem bacteriana UFPEDA-816
e seu aspecto microscopico pode ser observado na Figura 4.7. De acordo com Sneath (1996), as
caracteristicas observadas possivelmente se referem a bactérias do género Bacillus.

Os resultados de identificacdo a nivel de espécie, considerando o perfil de &cidos graxos,
indicaram que se trata da cultura bacteriana Bacillus megaterium subgrupo A (indice de
similaridade — IS = 0,788).
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Tabela 4.1 - Caracteristicas da linhagem UFPEDA-816.

Coloragéo de Gram Positiva
Morfologia Bastonete irregular e mével
Aspecto da colonia Lisa de coloragdo amarela
Produtora de esporos Sim
Morfologia dos esporos Ovoides, mais espessos que 0s bastonetes
Crescimento Aerdbico
Temperatura méxima de crescimento 51°C

Catalase Positiva

Oxidase Negativa
Hidrdlise de caseina Positiva
Hidrdlise de amido Positiva

Figura 4.7 - Aspecto microscopico da linhagem UFPEDA-816 submetida a coloracdo de
Gram (aumento 1000X).
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Alguns trabalhos citam o género Bacillus como eficiente na utilizagdo de hidrocarbonetos
do petroleo.

Hun et. al. (2003) identificaram uma linhagem bacteriana - Bacillus sphaericus 205y -
capaz de crescer na presenca de benzeno, tolueno, etilbenzeno e para-xileno, numa concentragéo
de até 75%.

Rahman et. al. (2002) isolaram 130 culturas puras com capacidade para utilizar 6leo cru
como Unica fonte de carbono e energia. Dentre estas culturas, o género Bacillus foi um dos
dominantes.

Shimura et. al. (1999) isolaram uma linhagem de Bacillus sp. JF8 capaz de degradar
naftaleno e bifenil a uma temperatura de 60°C.

Antai (1990) relatou que Bacillus sp. degradou cerca de 45% de Gleo cru durante 14 dias
a 28°C, quando o meio foi suplementado com 4g/L de nitrogénio e 3g/L de fosforo.

4.3 Ensaios de Aclimatacao

Os ensaios de aclimatacdo foram realizados, submetendo a cultura de Bacillus
megaterium a concentracgdes crescentes da fonte oleosa (1%, 3% e 5%).

Os valores de pH, da tensdo superficidl do meio e da quantificagdo bacteriana
determinados durante os ensaios de aclimatacdo, em cada concentragcdo da fonte de carbono,
estdo mostrados nos itens seguintes.

4.3.1 Determinacédo do pH
Nas Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4 esd0 discriminados os valores de pH ao longo dos
ensaios de aclimatacéo de Bacillus megaterium (UFPEDA-816) em presenca de 1%, 3% e 5% da
fonte oleosa, respectivamente.
Observa-se que em todas as concentracOes ensaiadas da fonte de carbono, os
valores de pH ndo se distanciaram da faixa de neutralidade, apresentando variagdo maxima
compreendidaentre 6,7 e 7,2.
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Tabela 4.2 - Valores de pH nos ensaios de aclimatacdo de B. megaterium em 1% da

fonte de carbono.
Valoresde pH
Tempo Orto-xileno Meta-xileno  Para-xileno  Mistura dosisdomeros

(h)

0 7,0 7,2 7,2 7,0

24 7,0 7,2 7,2 6,8

48 7,0 7,2 7,2 6,8

72 7,0 7,1 7,2 6,8

96 7,0 7,1 7,2 6,8
120 7,0 7,1 7,2 6,8

Tabela 4.3 - Valores de pH nos ensaios de aclimatacdo de B. megaterium em 3% da

fonte de carbono.
Valoresde pH
Tempo Orto-xileno Meta-xileno  Para-xileno  Mistura dosisdomeros

(h)

0 7,0 6,9 6,9 7,0

24 6,8 6,9 6,9 6,9

48 6,8 6,8 6,9 6,9

72 6,8 6,8 6,9 6,8

96 6,8 6,7 6,9 6,8
120 6,8 6,7 6,9 6,8
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Tabela 4.4 - Valores de pH nos ensaios de aclimatacdo de B. megaterium em 5% da

fonte de carbono.
Valoresde pH
Tempo Orto-xileno Meta-xileno  Para-xileno  Mistura dosisdomeros

(h)

0 6,9 7,1 7,1 6,9

24 6,8 6,8 6,8 6,8

48 6,7 6,8 6,8 6,8

72 6,7 6,8 6,8 6,8

96 6,7 6,8 6,8 6,7
120 6,7 6,8 6,8 6,7

Essa constancia dos valores de pH durante a degradacdo de hidrocarbonetos é
confirmada por Leahy & Colwell (1990), os quais relataram que a maioria das bactérias degrada
hidrocarbonetos em pH proximo a neutralidade, sendo os fungos mais tolerantes a condi¢cdes
&cidas.

Outros trabalhos também confirmam esses resultados. Antai (1990) relatou que as
maiores taxas de biodegradacéo de 6leo cru ocorreram em pH 7,0 para Bacillus sp. e pH 7,4 para
Pseudomonas sp. Jung & Park (2004) estudaram a biodegradacdo de BTX por Rhodococcus
pyridinovorans e constataram que em pH 7,0 ocorreu as maiores reducdes nas concentracoes
desses compostos.

4.3.2 Determinacado da Tensdo Superficial do Meio

A tensdo superficial do meio, isento de células, esta relacionada a producdo de
substéncias tensoativas ou biossurfactantes. Tais substancias permitem a emulsificagcdo de
compostos que apresentam baixa solubilidade em meio agquoso, como os hidrocarbonetos do
petréleo, promovendo sua assimilagcdo por microrganismos (REDDY et. al., 1982).

Nas Tabelas 4.5, 4.6 e 4.7 estdo mostrados os valores de tensdo superficial, inicial e
final, nos ensaios de aclimatacéo de Bacillus megaterium em 1%, 3% e 5% de hidrocarbonetos,
respectivamente.
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Comparando os valores de tensdo superficial, verifica-se que houve uma maior
reducdo dos referidos valores, em todas as concentragOes testadas da fonte oleosa, na presenca
do isbmero para-xileno; o que, provavelmente indica, que a assimilacéo deste isdmero de xileno
podera estar sendo mediada pela producéo de biossurfactante.

Nota-se ainda na Tabela 4.7 que para a maior concentracdo de para-xileno (5%),
ocorreu uma reducdo méxima da tensdo superficial (43%). Este fato é explicavel porque quando
h& uma elevacdo na concentragdo da fonte oleosa ha uma tendéncia em reduzir a solubilidade do
composto (HOMEL, 1990), aumentando dessa forma a producéo de substancias tensoativas, para

gue se efetue 0 ataque microbiano.

Tabela 4.5. Valores da Tensdo Superficial (TS), inicial e final, do meio isento de células, na
aclimatacao de B. megaterium em 1% da fonte de carbono.

Fonte de carbono TSinicial TSfinal Reducéo (%)
Orto-xileno 70,0 58,5 16,5
Meta-xileno 70,0 53,0 24,0
Para-xileno 70,0 51,5 26,5
Mistura dos iSOmeros 70,0 62,0 11,5

Tabela 4.6 - Valores da Tensao Superficial (TS), inicial efinal, do meio isento de células, na
aclimatacao de B. megaterium em 3% da fonte de carbono.

Fonte de carbono TSinicial TSfinal Reducéo (%)
Orto-xileno 69,0 61,7 10,5
Meta-xileno 69,0 56,5 18,0
Para-xileno 69,0 52,0 25,0
Mistura dos isOmeros 69,0 61,0 11,5
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Tabela 4.7 - Valores da Tensdo Superficial (TS), inicial e final, do meio isento de células ,

na aclimatacao de B. megaterium em 5% da fonte de carbono.

Fonte de carbono TSinicial TSfinal Reducéo (%)
Orto-xileno 69,0 55,9 19,0
Meta-xileno 69,0 47,9 30,5
Para-xileno 69,0 39,4 43,0
Mistura dos isOomeros 69,0 45,8 34,0

Diversos trabalhos citam linhagens pertencentes ao género Pseudomonas como as
maiores produtoras de biossurfactantes durante a biodegradacdo de hidrocarbonetos
(CYBULSKI et. al., 2003; KOCH et. al., 1991; GARDNER & WILLIAMS, 1982). Um trabalho
desenvolvido por Bento & Gaylarde (1996) demonstrou gue isolados bacterianos dos géneros
Bacillus e Pseudomonas produziram ativamente substancias tensoativas na presenca de 6leo
Diesdl.

4.3.3 Quantificacédo bacteriana
As figuras 4.8, 4.9 e 4.10 mostram os perfis de crescimento celular de Bacillus
megaterium em 1%, 3% e 5% da fonte oleosa, respectivamente, a 30+1°C, durante 120 horas.
Verifica-se na Figura 4.8 que na presenca de 1% da fonte de carbono houve, em
todos os casos, uma reducdo na concentracdo celular com 24h provavelmente, devido a
toxicidade do composto e também pelo fato de ser o primeiro contato das células microbianas
com a fonte oleosa. Com 48h, ocorreu uma retomada do crescimento na presenca de orto-xileno
e da mistura dos isdmeros, mas, em seguida, decresce acentuadamente e ao final das 120h todas
as quantificacBes se situaram em torno de 10° UFC/mL, para todas as fontes de carbono testadas.
Na presenca de meta- e para-xileno, houve uma reducdo gradual do crescimento ao longo das
120h, sendo esta queda mais acentuada para 0 isomero meta-.
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Figura 4.8 - Crescimento celular de B. megaterium em 1% da fonte de carbono.
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Comparando-se a Figura 4.8 com a Figura 4.9 observa-se que, na concentracéo de

3% da fonte oleosa, a linhagem bacteriana apresenta melhor adaptagéo na presenca da mistura

dos isbmeros e do orto-xileno, ja que nas primeiras 24h, verifica-se um consideravel crescimento
microbiano (de 10° a 10" UFC/mL e de 10° a 10° UFC/mL, respectivamente). Apds 24h, ocorre

um declinio em ambas as curvas de crescimento, sendo a queda mais vertiginosa para a mistura

dos isbmeros. Em presenca dos isbmeros meta- e para-xileno nota-se apenas o decaimento nas

quantificagcbes celulares, demonstrando o efeito toxico desses isdmeros para a linhagem

selecionada.
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Figura 4.9 - Crescimento celular de B. megaterium em 3% da fonte de carbono.
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Na figura 4.10, nota-se que na presenca de 5% dos isdmeros isolados e mistos o
Bacillus megaterium ndo apresentou a fase de adaptacéo inicial (fase lag), sendo observada nas
primeiras 24h, a fase log de crescimento, fato este que demonstra uma boa adaptacéo da cultura
aos hidrocarbonetos monoarométicos. A partir das 24h de bioprocessamento, ocorre 0
decaimento das curvas de crescimento em todas as fontes de carbono testadas, ja que se trata de
uma condicdo altamente adversa. Um lento decréscimo nas quantificacbes microbianas foi
observado na presenca de orto-xileno e da mistura dos isdmeros, resultando nas maiores
concentracfes celulares ao final de 120 horas. Como ja foi verificado nas concentractes
anteriores, o crescimento celular na presenca de meta- e para-xileno é muito semelhante,

ocorrendo um declinio acentuado nas quantificacfes celulares.

1,E+10 +

1,E+09 —e— orto-xileno
~ 1,E+08 A
£ 4 )
E 1,E+07 —=— meta-xileno
=Rl /A NN ~
% 1,E+04 }l/ /4 A —— —+— para-xileno
g V4 N, w
§ 1,E+03
O 1 E+02 —m— Mistura dos

1,E+01 isbmeros

1,E+00 . . . ' ' '

0 24 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura 4.10 - Crescimento celular de B. megaterium em 5% da fonte de carbono.

A aparéncia do meio aclimatado com 5% da mistura dos isdbmeros, apos 24h de
incubacdo a 30+1°C, pode ser visualizada na Figura 4.11 a qual mostra uma diferenca
significativa na turbidez do meio aclimatado comparado a0 meio do frasco controle,

demonstrando um denso crescimento microbiano.
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Figura 4.11 - Aclimatacdo de B. megaterium em 5% da mistura dos isdmeros de xileno,
apo6s 24h deincubacdo a 30+1°C. A: frasco teste; B: frasco controle,

A realizacdo dos ensaios de aclimatacdo durante o periodo de apenas 120h, deve-se
principalmente a dois motivos. atoxicidade e a volatilidade do composto em estudo.

A selecdo da concentracdo maxima de 5% de xilenos para a realizacdo dos ensaios
de biodegradacdo se prende ao fato de que Bacillus megaterium apresentou crescimento
significativo em todas as formas isoméricas, nas primeiras 24h, e, aém disso, ensaios
preliminares, na presenca de concentragcdes acima deste valor, demonstraram gque 0 crescimento
bacteriano foi inibido, provavelmente devido atoxicidade dos hidrocarbonetos monoarométicos.

A adaptacdo ou aclimatacdo resulta no aumento do potencial oxidativo de
hidrocarbonetos ocasionado pela agdo microbiana. Segundo Spain & Van Veld (1983), no
ambiente, a adaptacéo pode ocorrer pela interrelacdo de trés mecanismos. indugdo e/ou repressao
de enzimas especificas, mudancas genéticas que resultam em novas capacidades metabdlicas, e
enriquecimento seletivo de organismos com habilidade para transformar o composto de
interesse.

Maliyekkal et. al. (2004) destacaram a importancia da aclimatacéo, revelando que
indculos pré-cultivados em compostos comparativamente mais toxicos (benzeno e xileno) podem
degradar mais facilmente um composto relativamente menos toxico (tolueno).

Atlas (1981) tem mostrado que o niUmero de microrganismos hidrocarbonoclésticos
tende a aumentar com a exposicdo prévia a hidrocarbonetos e que os niveis de tais

microrganismos geralmente refletem o grau de polui¢éo do ecossistema.
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No desenvolvimento deste trabalho, pode-se verificar que a exposicéo gradual a
niveis crescentes da fonte de carbono promoveu o répido crescimento da cultura bacteriana nas
primeiras 24h de cultivo, com 5% do composto organico; fato este que ndo foi observado durante
0 primeiro contato entre a linhagem bacteriana e a fonte de carbono na concentragcéo de 1%.

Outros estudos relataram a eficiéncia do contato prévio entre o agente biolégico e o
composto quimico de interesse. Um deles € o realizado por Wiggins et. al. (1987) que
observaram um crescimento maximo de Flavobacterium sp. capaz de mineralizar concentracoes
variadas (20 ng/mL a 2ng/mL) de para-nitrofenol em 7h, somente apds um periodo prévio de
adaptacéo de 25h na presenca de 2 ng/mL do citado composto.

Em todas as concentragOes ensaiadas da fonte oleosa, notou-se uma maior
tolerancia da linhagem selecionada ao isOmero orto-xileno, quer na forma individual ou naforma
de mistura com os demais isdbmeros. Na literatura, € comum os autores relatarem que
microrganismos que assimilam orto-xileno ndo sdo capazes de utilizar meta- e para-xileno e
vice-versa (DEEB & ALVAREZ-COHEN, 2000; SU & KAFKEWITZ, 1994; BAGGI €. al.,
1987). Apesar de Bacillus megaterium crescer na presenca de todos os isdmeros, parece haver
uma preferéncia pela forma isomérica orto- em relagdo as formas meta- e para-.  Talvez, o
isdmero orto-xileno possa ser um indutor enzimético mais eficiente do que os outros isBmeros,
como foi evidenciado por Baggi et. al. (1987), os quais notaram que a enzima catecol 2,3-
oxigenase produzida pela bactéria Pseudomonas stutzeri foi induzida com mais eficiéncia pelo
isdmero orto-xileno.

Geralmente, solventes orgéanicos tém efeitos maléficos sobre microrganismos e suas
enzimas, muitas das quais perdem suas funcdes, cessando o crescimento microbiano (OGINO et.
al., 1994).

A grande vantagem de selecionar microrganismos que crescem em solventes
organicos € que estes provavelmente produzem enzimas tolerantes a tais solventes, o que deve
ser muito Util na&reaindustrial. Hun et. al. (2003) isolaram uma linhagem bacteriana de Bacillus
sphaericus 205y que cresce na presencga de benzeno, tolueno, etilbenzeno e para-xileno, numa
concentragdo de até 75%, apresentando melhor crescimento e maior producéo de lipase numa
concentragdo de 5% (v/v).
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4.4 Ensaios para a Verificacdo das Perdas Abidticas de Xileno
4.4.1 Aparato Experimental “A”
O percentual de perdas abidticas por volatilizacéo, aferido pelo sistema GC-MS,

encontra-se expresso na Tabela4.8.

Tabela 4.8 - Percentual de perdas abidticas do aparato experimental “A”.

Tempo Concentracao inicial Concentracéao final
Experimental (h) de orto-xileno (%) deorto-xileno (%)  Perda abidtica (%)

12 5 0,00132 99,98
24 5 0,00081 99,99
72 5 0,00058 99,99

Mesmo reduzindo o tempo experimental para 12 horas, a perda abidtica foi proxima
de 100%, provavelmente devido a aeracéo direta do liquido no interior da coluna e a ineficiéncia
do banho refrigerante no condensador de tubo reto em permitir que o Xxileno volétil fosse
condensado e retornasse ao estado liquido parao interior da coluna.

4.4.2 Aparato Experimental “B”
O percentual de perdas abidticas por volatilizacéo, aferido pelo sistema GC-MS,

estd mostrado na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 - Percentual de perdas abidticas do aparato experimental “B”.

Tempo Concentracao inicial Concentracéao final
Experimental (h) de orto-xileno (%) deorto-xileno (%)  Perda abidtica (%)
24 5 0,64907 87,0
72 5 0,26194 94,8
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O xileno é um solvente altamente corrosivo, sendo capaz de danificar materiais
plésticos; ja borracha e silicone sd0 materiais mais resistentes a esse composto (IRWIN et. al.,
1997).

Como a rolha que vedava os frascos Erlenmeyer era de borracha e estava bem
gjustada a abertura dos frascos e também como ndo houve uma aeracdo direta do meio, o
percentual de perdas abidticas neste aparato foi menor do que o observado no aparato

experimental “A”.
4.4.3 Aparato Experimental “C”
O percentual de perdas abidticas por volatilizacéo, aferido pelo sistema GC-MS,

encontra-se discriminado na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 - Percentual de perdas abidticas do aparato experimental “C”.

Tempo Concentracao inicial Concentracéao final
Experimental (h) de orto-xileno (%) deorto-xileno (%)  Perda abidtica (%)
24 5 0,25485 95
72 5 0,099215 98

Os frascos ambar foram preenchidos totalmente (100 mL) para eliminar o
headspace, visando minimizar as perdas por volatilizagdo. Dessa forma, esperava-se que este
aparato experimental apresentasse menor percentual de perdas abidticas; no entanto, isto ndo foi
verificado. Provavelmente, o xileno presente no meio liquido danificou a tampa pléstica, ja que
esse material € sensivel ao xileno, permitindo maior volatilizagdo do que o aparato experimental
“B”.

Este fato pode ser reforcado pela seguinte observagdo: durante os experimentos,
guando se aspirava 0 ar proximo aos frascos vedados com tampa pléstica era possivel sentir o
odor de xileno, o que néo foi percebido com os frascos vedados com rolhas de borracha.

Os trés aparatos experimentais testados apresentaram valores elevados nas perdas
abidticas. O aparato experimental “B” (frascos Erlenmeyer vedados com rolhas de borracha) foi

0 mais viavel por apresentar menores perdas abidticas.
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O plagueamento de todas as amostras coletadas durante 0s ensaios ndo apresentou
nenhuma contaminagdo microbiana; o que demonstra que a reducéo da concentracdo de orto-
xileno dissolvido ocorreu realmente devido a perdas abidticas.

Esses ensaios foram realizados apenas com orto-xileno devido a maior tolerancia
do Bacillus megaterium a este isomero, fato este observado nas curvas de crescimento celular
(Figura 4.10).

4.5 Ensaios de Biodegradacéao

Os ensaio de biodegradacdo foram realizados durante os periodos de 24h e 72h,
utilizando apenas 5% da fonte de carbono. Nos tempos, inicial e final, foram realizadas
determinacbes da concentracdo celular e do percentual residual de xilenos, dissolvidos no meio
liquido.

Os tempos de duragdo dos ensaios (24h e 72h) foram escolhidos baseando-se no perfil do
crescimento celular do ensaio de aclimatagéo efetuado com 5% dos hidrocarbonetos (Figura
4.10), ja que com 24h ocorreu 0 crescimento praticamente exponencial com todos os xilenos, e

com 72h ja havia o decaimento celular em todas as quantificactes.

4.5.1 Quantificacéo Bacteriana
Como os frascos tinham de ser manipulados 0 minimo possivel para minimizar as
perdas abidticas, ndo houve condi¢gdes de se construir uma curva de crescimento ao longo dos
experimentos de biodegradacéo.
O plagueamento das amostras controle ndo apresentou nenhuma contaminagdo
microbiana. A concentracdo celular das amostras teste, determinada na presenca das diferentes
fontes de carbono estd apresentada na Tabela 4.11. Os referidos valores sdo provenientes do

resultado da média aritmética obtida das triplicatas.
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Tabela 4.11 - Concentracdo celular de B. megaterium nos tempos, inicial, 24h e 72h,

durante os ensaios de biodegradacéo.

Fontede Carbono Tempo Biomassa
(h) (UFC/mL)

0 1,8x10°¢c

Orto-xileno 24 2,4x10%a
72 3,8x10°c

0 8,6x10°c

Meta-xileno 24 1,5x10" ¢
72 8,7x10%c

0 4,4x10°¢c

Para-xileno 24 1,5x10" ¢
72 1,4x10°¢c

0 6,3x10°¢c

Mistura dos 24 8,4x10%b
isdmeros 72 7,7x10°c

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pel o teste de Newman-Keuls (p £ 0,05).

Com 24h de bioprocessamento, verifica-se que o Bacillus megaterium apresenta um

crescimento significativo (p £ 0,05) na presenca de orto-xileno seguido pela mistura dos

isbmeros (Tabela 4.11). Mais uma vez é confirmada a preferéncia da referida linhagem pela

forma isomérica orto-, seja isoladamente ou na presenca com 0s demais isdmeros, como ja foi

discutido anteriormente durante os ensaios de aclimatacao.

Com 72h de incubag&o, houve uma redugdo no crescimento bacteriano, n&o sendo

observado diferenca estatistica na quantificagdo celular, em todos os casos estudados (Tabela

4.11). Isto nos leva a crer que mesmo a cultura estando bem aclimatada a fonte orgénica, o

tempo de exposi¢cdo prolongado deve causar um efeito prejudicial a biomassa, reduzindo o seu

crescimento.
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Na literatura, os autores citam trabalhos com microrganismos, isolados ou em
consorcios, que utilizam fontes de carbono complexas (petrleo, querosene, gasolina, Oleo
Diesel, etc.), as quais oferecem varias alternativas para o crescimento microbiano (GOMES,
2004; LEAHY et. al., 2003; ESPIRITO-SANTO, 2002; BARATHI & VASUDEVAN, 2001;
SOLANO-SERENA et. al., 2000). Nas condicfes deste estudo, onde se tem uma cultura pura
utilizando praticamente uma Unica fonte de carbono (xilenos), é evidente que ha uma certa
restricdo para o aumento da biomassa, principalmente pela toxicidade do composto que tende a
aumentar quando se prolonga o tempo de contato (MALIYEKKAL et. al., 2004), criando dessa
forma, condicdes adversas ao crescimento microbiano, como por exemplo, solubilizando
membranas celulares (VENOSA & ZHU, 2003).

Além da toxicidade, um outro fator que pode explicar a reducéo do crescimento
microbiano é a volatilizacdo do xileno. Com 72h, as perdas abidticas podem resultar numa
concentracdo do hidrocarboneto que ndo seja suficiente para permitir um aumento na biomassa,
mas apenas a sua manutencao, ou sgja, 0 crescimento seria limitado porque as necessidades de
carbono do microrganismo ndo poderiam ser satisfeitas (LEAHY & COLWELL, 1990).

O periodo de 24h parece ser ideal para obter uma maior quantificacdo celular de
Bacillus megaterium na presenca de isomeros de xileno.

4.5.2 Analises Cromatogr aficas
O método de extracao liquido-liquido utilizado foi capaz de recuperar cerca de 95%
de orto-xileno, dissolvido no meio liquido (Tabela 4.12), demonstrando ser um método
satisfatério para andlise de xileno.
O resfriamento em gelo antes da extracdo foi baseado no trabalho de Shimura et. al.
(1999). O tempo usado (3h) pararesfriar as amostras foi puramente casual.

Tabela 4.12 - Percentual de recuperacao de orto-xileno, dissolvido em meio BH, ap6s 3h de

resfriamento em gelo e andlise imediata pelo sistema GC-M S.

Concentracéao I nicial (%) Concentracéo Final (%) Percentual de Recuperacao
5 5 100
5 5 100
5 4,5 86
M édia aritmética 95
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Por comparag@o entre as areas dos picos dos isdmeros de xileno presentes nas
amostras, controle e teste, foi calculado o percentual residual e, consegiientemente o percentual
de biodegradacdo (Tabela 4.13). Para isso, considerou-se a &rea do pico controle como tendo a
concentragdo méxima (100%). Os referidos valores so provenientes da média aritmética obtida

dastriplicatas.

Tabela 4.13 — Percentual de biodegradacéo dos isomeros de xileno por B. megaterium com

24h e 72h de bioprocessamento.

Fonte de Carbono Tempo (h) Percentual Residual Percentual de
(%) Biodegradacéo (%)

0 100 Oe

Orto-xileno 24 40 60 a

72 71 29d

0 100 Oe

Meta-xileno 24 66 34b

72 72 28d

0 100 Oe

Para-xileno 24 64 36b

72 70 30d

0 100 Oe
Mistura dos isdbmeros 24 64 36b
72 72 28d

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pel o teste de Newman-Keuls (p £ 0,05).

Analisando-se a tabela 4.13, verifica-se que ha um menor percentual residual de
xilenos nas amostras com 24h do que com 72h, deduzindo-se dessa forma, que a remocéo de
xilenos por biodegradacéo ocorre mais rapidamente durante esse periodo; este resultado pode ser

explicado pela ocorréncia da fase log da cultura Bacillus megaterium no intervalo de 24h, como
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observado na curva de crescimento construida durante os experimentos de aclimatacéo (Figura
4.10) e nas quantificagdes microbianas realizadas durante os experimentos de biodegradacéo
(Tabela4.11).

Com 24h de bioprocessamento, percebe-se que a cultura Bacillus megaterium foi
capaz de degradar 60% de orto-xileno, o que diferiu significativamente dos percentuais de
biodegradacdo dos isdmeros meta- (34%), para- (36%) e da mistura deles (36%). Este resultado
€ corroborado pelo crescimento significativo da referida cultura na presenca de orto-xileno
(Tabela 4.11). Isto nos leva a hip6tese de que possivelmente este ismero possa ser um indutor
enzimético mais potente do que os demais, conforme ja dito anteriormente.

Como houve também um crescimento bacteriano significativo, com 24h, na
presenca dos isomeros mistos (Tabela 4.11), era esperado que o percentual de biodegradacéo
neste caso fosse maior do que o dos isOmeros isoladamente. No entanto, esse fato nao foi
confirmado, pois o percentua de biodegradacdo da mistura (36%) ndo diferiu estatisticamente
dos percentuais dos isdmeros para- (36%) e meta- (34%), diferindo significativamente para o
isdmero orto- (60%), como mostrado na Tabela 4.13.

De acordo com Baker & Herson (1994b) nem sempre uma biomassa elevada
necessariamente indica uma alta taxa de biodegradacéo, principalmente quando se trata de uma
mistura de hidrocarbonetos; onde a biodegradacdo ocorre aravés de cometabolismo, em que uma
espécie de microrganismo utiliza a fonte de carbono disponivel produzindo intermediérios
metabdlicos que por sua vez serdo utilizados por outras espécies microbianas.

Smith (1990) relatou que durante a biodegradacéo de xileno, o microrganismo
oxida um grupo metila, resultando na formagéo de intermediarios complexos que tornam o anel
aromatico mais estavel, dificultando a sua clivagem.

Uma das suposi¢es que pode ser levada em consideracdo € que na mistura dos
isbmeros de xileno pode ter havido uma maior producdo desses intermediarios, dificultando a
sua utilizagdo pela cultura pura de Bacillus megaterium, ocasionando conseguientemente uma
reducdo no percentual de biodegradacéo.

Uma outra possibilidade para explicar tal resultado é que se 0 isdmero orto-xileno
for o indutor enzimatico preferencial do Bacillus megaterium, pode ser que a presenca das
demais formas isoméricas bloqueie o sitio ativo da enzima, causando uma lenta inducdo
enzimética (MAIER, 2000), o que refletiu na reducéo dos percentuais de biodegradacao.
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Com 72h de bioprocessamento, ndo houve diferenca significativa nos percentuais
de biodegradacao para todas as formas isoméricas, isoladas ou mistas: orto-xileno (29%); meta-
xileno (28%); para-xileno (30%) e a mistura dos isOmeros (28%). Comparando-se esses
percentuais com agueles obtidos com 24h de bioprocessamento, verifica-se que ocorreu uma
reducdo nos percentuais de biodegradacdo em todos os ensaios efetuados (Tabela 4.13), o que
pode ser justificado pela reducéo na quantificacdo celular para esse tempo de bioprocessamento
(Tabela4.11).

A cultura de Bacillus megaterium apresenta habilidade para degradar isdmeros de
xileno, isolados ou misturados, o que favorece a sua utilizagdo em processos de biorremediacéo
de ambientes poluidos por este petroderivado. Outro dado que reforca a importancia deste
isolado nos tratamentos de biorremediacdo € a eficiéncia da remocéo biolégica de xilenos no
periodo de 24h, uma vez que o composto € volatil, sendo necess&rio um répido atague
microbiano.

Estudos pogteriores sero necessérios para verificar a eficacia desta cultura frente a
outros hidrocarbonetos monoarométicos (benzeno, tolueno, etilbenzeno), tendo em vista que no
ambiente ndo se encontra um Unico tipo de poluente. No entanto, o estudo da biodegradabilidade
de hidrocarbonetos isolados permite a selecdo de microrganismos com capacidades metabdlicas
especificas, o que acelera a velocidade de consumo dos substratos, bem como, pode auxiliar na
preparacaéo de um “pool” microbiano, que possa ser aplicado em processos de biorremediacéo de
areas impactadas por atividades petroliferas.
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5. CONCLUSOES
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- A linhagem bacteriana UFPEDA-816 apresentou potencialidade para degradar os trés isdmeros
de xileno enquanto a UFPEDA-837 foi capaz de oxidar apenas 0s isOmeros orto- e meta-

xileno.

- A linhagem bacteriana UFPEDA-816 utilizou os isomeros de xileno, isolados ou misturados,

como Unica fonte de carbono e energia, sendo a linhagem mais promissora.

- O consbrcio microbiano formado pelas duas linhagens, UFPEDA-816 e UFPEDA-837, ndo
apresentou potencialidade para degradar os isdmeros orto- e meta- como as linhagens isoladas.

- A linhagem selecionada foi identificada como Bacillus megaterium (UFPEDA-816).

- Durante os ensaios de aclimatacdo de B. megaterium nas diferentes concentractes da fonte de

carbono (1%, 3% e 5%), os valores de pH ndo se distanciaram da neutralidade.

- A cultura B. megaterium provavelmente produz mais substancias tensoativas na presenca do

isdmero para-xileno do que nos demais iSOmMeros.

- A localizacdo dos substituintes quimicos (radicais metila) no anel aromético do xileno
influenciou no crescimento de B. megaterium, sendo mais tolerante ao isdmero orto-xileno,
seja na forma isolada ou misturada com os demais isdbmeros, do que as outras formas

isoméricas.

- A exposicdo de B. megaterium a concentracdes crescentes da fonte de carbono promoveu um
crescimento acentuado, nas primeiras 24h, na concentragdo de 5%, demonstrando uma boa

adaptacdo aos hidrocarbonetos monoaromaticos.

- O método de extracdo liquido-liquido, a frio para andlise cromatogréfica, mostrou-se

satisfatério para arecuperacao de xileno dissolvido.
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- O aparato experimental “B” (frascos de Erlenmeyer vedados com rolha de borracha) foi o mais

viavel por apresentar menores perdas abidticas.
- A maior remocao de xileno em meio liquido ocorreu através do processo de volatilizaco.

- O isbmero orto-xileno parece ser um indutor enzimético mais potente para B. megaterium do

gue as demais formas isoméricas.

- Os maiores percentuais de biodegradacdo de xilenos pelo B. megaterium ocorreu durante as

primeiras 24h, sendo significativo (p < 0,05) para o isdmero orto-xileno.
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7. ANEXOS
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7.1 Cromatogramas
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Figura 7.1 — Perfil cromatogréfico de orto-xileno (pico 8.277) na amostra controle apos 24h
de bioprocessamento.
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Figura 7.2 — Perfil cromatografico de orto-xileno (pico 8.307) na amostra teste apos 24h de
bioprocessamento.
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Figura 7.3 — Perfil cromatogréafico de meta-xileno (pico 7.726) na amostra controle apos 24h

de bioprocessamento.
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Figura 7.4 — Perfil cromatogréfico de meta-xileno (pico 7.707) na amostra teste ap6s 24h de

bioprocessamento.
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Figura 7.5 — Perfil cromatografico de para-xileno (pico 7.754) na amostra controle ap6s 24h
de bioprocessamento.
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Figura 7.6 — Perfil cromatogré&fico de para-xileno (pico 7.738) na amostra teste apos 24h de
bioprocessamento.
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Figura 7.7 — Perfil cromatografico da mistura dos isdmeros: orto-xileno (pico 8.265); meta-
e para-xileno (pico 7.730) na amostra controle apés 24h de bioprocessamento.

Tempo (min)

Figura 7.8 — Perfil cromatografico da mistura dos isdmeros: orto-xileno (pico 8.242); meta-

e para-xileno (pico 7.703) na amostra teste ap6s 24h de bioprocessamento.
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Figura 7.9 — Perfil cromatogréfico de orto-xileno (pico 8.314) na amostra controle apos 72h

de bioprocessamento.
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Figura 7.10 — Perfil cromatografico de orto-xileno (pico 8.303) na amostra teste apés 72h

de bioprocessamento.
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Figura 7.11 — Perfil cromatogréfico de meta-xileno (pico 7.721) na amostra controle ap4s

72h de bioprocessamento.
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Figura 7.12 — Perfil cromatogréfico de meta-xileno (pico 7.704) na amostra teste apés 72h
de bioprocessamento.
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Figura 7.13 — Perfil cromatogréafico de para-xileno (pico 7.763) na amostra controle apés

72h de bioprocessamento.
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Figura 7.14 — Perfil cromatogréfico de para-xileno (pico 7.730) na amostra teste apds 72h
de bioprocessamento.
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Figura 7.15 — Perfil cromatografico da mistura dosisdbmeros. orto-xileno (pico 8.265); meta-

e para-xileno (pico 7.730) na amostra controle apés 72h de bioprocessamento.
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Figura 7.16 — Perfil cromatografico da mistura dosisdbmeros. orto-xileno (pico 8.256); meta-
e para-xileno (pico 7.715) na amostra teste ap6s 72h de bioprocessamento.
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