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RESUMO

Devido ao aumento do uso produtos derivados do petrdleo, compostos aromaticos como
benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno (BTEX) e outros hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA) se
tornam um risco cada vez mais elevado, podendo causar graves danos ambientais e também a saude
humana principalmente por suas caracteristicas de bioacumulacdo e biomagnifica¢do, o presente
trabalha tinha como objetivo alterar Escherichia coli geneticamente para torna-la capaz de degradar
BTEX e também aumentar a eficiéncia de degradacao, com isso foi realizada a insercao de dois genes,
um para cada vetor pET28a especifico de Escherichia coli, o gene todC2 ¢ responsavel por inserir
duas hidroxilas nos carbonos 1 e 2 do anel aromatico do tolueno através da enzima tolueno 1,2
dioxygenase e o gene xylE responsavel por expressar a enzima 2,3 dioxygenase, sendo essa capaz de
quebrar o anel aromatico da molécula de catecol, apdés montagem das células recombinantes com os
vetores, foram expostas a reatores em triplicada com meio de cultura e concentracdes de 50mg/L,
100mg/L e 150mg/L em andlise quantitativa e qualitativa por meio de cromatografia liquida, bem
como comparacdo com Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter ludwigii, foi constatado que todas
as espécies conseguem crescer nas trés concentragdes de BTEX, apesar de que quanto maior a
concentracdo maior o tempo necessario para as cepas comegarem a crescer, além disso a cepa de
Eschericia coli com os plasmideos foi mais eficiente na degradacdo dos compostos, com o aumento
na concentracdo a eficiéncia de degradagdo foi maior que as cepas testadas, a velocidade de redugao
do composto nos biorreatores foi consideravelmente maior e a taxa residual dos compostos nos
reatores também foi bem menor que as outras espécies utilizadas no estudo, bem como o controle
positivo de Escherichia coli sem a inser¢ao dos plasmideos chegando a valores de até 30 vezes menos
nos residuos dos compostos, bem como velocidades de degradagao até 70% maiores que o controle

positivo.

Palavras-chave: Biorremediagdo, recombinagdo genética, engenharia metabolica, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter ludwigii, derivados de petroleo.



ABSTRACT

Due to the increased use of petroleum-derived products, aromatic compounds such as benzene,
toluene, ethylbenzene, xylene (BTEX), and other polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) have
become an increasingly elevated risk, potentially causing severe environmental damage and harm to
human health, mainly due to their bioaccumulation and biomagnification characteristics. This study
aimed to genetically modify Escherichia coli to enable it to degrade BTEX and also to enhance
degradation efficiency. This was achieved by inserting two genes, one for each pET28a vector
specific to Escherichia coli. The todC2 gene is responsible for adding two hydroxyl groups to carbons
1 and 2 of the aromatic ring of toluene through the enzyme toluene 1,2-dioxygenase, and the xy/E
gene is responsible for expressing the enzyme 2,3-dioxygenase, which can cleave the aromatic ring
of the catechol molecule. After assembling the recombinant cells with the vectors, they were exposed
to triplicated reactors with culture medium and concentrations of 50mg/L, 100mg/L, and 150mg/L in
quantitative and qualitative analysis using liquid chromatography, as well as comparisons with
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter ludwigii. It was found that all species can grow at the
three BTEX concentrations, although higher concentrations required more time for the strains to start
growing. Additionally, the strain of Escherichia coli with plasmids was more efficient in degrading
the compounds, and the increase in concentration resulted in greater degradation efficiency than the
tested strains. The rate of reduction of the compounds in the bioreactors was considerably higher, and
the residual rate of the compounds in the reactors was also much lower than the other species used in
the study, as well as the positive control of Escherichia coli without the plasmid insertion, reaching
values up to 30 times less in the residues of the compounds and degradation rates up to 70% higher

than the positive control.

Keywords: Bioremediation, genetic recombination, metabolic engineering, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter ludwigii, petroleum derivatives.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o setor petroquimico constitui uma das principais fontes energéticas mundiais,
sendo responsavel pela geracdo de 40% de toda energia mundial. Com a exploracdo e a
comercializacao do petréleo e de seus derivados, vazamentos indevidos e acidentais vém ocorrendo
gerando graves danos ao meio ambiente, o que torna o desenvolvimento de tecnologia mais eficientes
para o tratamento e monitoramento de ambientes contaminados por estes compostos que afetam
adversamente a saide humana e o ecossistema.

O petréleo bruto ¢ uma mistura complexa de quatro principais familias de compostos: (1)
hidrocarbonetos saturados, incluindo os n-alcanos e isoalcanos (parafinas) e ciclanos (nafténicos ou
cicloparafinas); (2) hidrocarbonetos aromaticos, dentre os quais destacam-se os BTEX (Benzeno,
Tolueno, Etil-Benzeno e Xileno) e os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA); (3) resinas,
compostos de carater aromatico muito polares, com massas moleculares de 500 a 1.000 g/mol; e (4)
asfaltenos, de massa molecular entre 1.000 a 100.000 g/mol, compostos por misturas complexas de
anéis poliaromaticos condensados, anéis nafténicos, heterodtomos e metais (Peters et al., 2005).

Quando ocorre o derramamento de 6leo bruto ou residuos petroquimicos no meio ambiente,
os processos fisico-quimicos (evaporagdo, oxidacdo fotoquimica, emulsificacio e dissolugdo)
comegam a alterar a composi¢ao destes compostos. As fracdes de baixo peso molecular evaporam,
hidrocarbonetos (principalmente os contendo anéis benzénbicos - aromaticos) sofrem foto-oxidagao,
constituintes soluveis dissolvem na dgua do mar e os imisciveis formam emulsdes (Babaev et al.,
2019).

Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos hidrocarbonetos aromaticos, podem ser
considerados substancias poluentes prioritarias pelos 6rgaos de controle ambiental, pois alguns desses
compostos sao cancerigenos e perigosos para a saide humana e o meio ambiente (Mulabagal et al.,
2013; Reyes et al., 2014). Por serem resistentes a degradacdo quimica, fisica e biologica e
apresentarem potencial de bioacumulagao e biomagnifica¢ao nas cadeias troficas os hidrocarbonetos
aromaticos fazem parte dos compostos poluentes organicos persistentes (POP) e representam risco a
saude humana e ao meio ambiente.

A biorremediagdo ¢ uma tecnologia que utiliza microrganismos para minimizar ou remover
poluentes ambientais (Atlas, 1995). Esta técnica ¢ uma metodologia eficiente para a recuperacao de
areas poluidas, que influencia minimamente no equilibrio ecoloégico, uma vez que ndo sdo
adicionados suplementos quimicos e intervengdes fisicas no meio ja impactado, assim nado alterando
a estrutura fisico-quimica do ambiente.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos sdo micro-organismos utilizados nos processos de

biorremediagdo, pois possuem a capacidade de degradar ou assimilar substancias organicas,
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comumente encontradas no meio ambiente bem como capazes também de utilizar como fonte de
carbono e energia compostos descartados de forma irregular no meio ambiente (Mahjoubi et al.,
2018).

Contudo para fazer o uso dos microrganismos na biorremediacao, ¢ preciso conhecer varios
aspectos a seu respeito, como fisiologia e caracteristicas genéticas, bem como qual transformacgdes
quimicas sdo feitas ao degradar o poluente e principalmente quais os produtos e subprodutos
(metabdlitos) que essa degradagdo libera no meio (Iranzo et al., 2001; John, Jisha, 2015).

Esta degradagdo pode ser realizada pela propria assimilagcdo dos compostos como fonte de
carbono (nutricional), produzindo enzimas extracelulares que auxiliam na decomposi¢do das
substancias ou na assimila¢do como fonte de energia. Logo, se apresentam como poderosa alternativa
aos métodos convencionais de remediacdo, sendo cada vez mais empregados na resolucido de
problemas ambientais causados por despejo irregular de compostos toxicos € xenobidticos (Aislabie
et al., 2006).

Segundo Atlas (1995) mais de 70 géneros microbianos, sdao capazes de utilizar
hidrocarbonetos como fonte de carbono, em areas de recuperagdo ambiental. Algumas pesquisas tém
sido desenvolvidas, objetivando estimular a atividade da microbiota local, que utiliza o
hidrocarboneto como fonte de carbono, ou introduzir linhagens potencialmente ativas de micro-
organismos que degradam hidrocarbonetos no local atingido (Yuniati, 2018).

A mineralizagdo dos hidrocarbonetos provenientes de 6leo bruto depende das populagdes
microbianas presentes no local, das condi¢des fisicas e quimicas dos ambientes onde ocorreu o
derramamento destes compostos no ambiente. Os microrganismos autoctones podem atuar de forma
sinérgica entre diferentes espécies ou por meio de co-metabolismo auxiliando umas as outras para a
degradacdo dos compostos xenobidticos do meio (Varjani et al., 2015). Entretanto os poluentes
despejados podem causar o estresse oxidativo de espécies derivadas de oxigénio como o ion
superoxido (O27), peroxido de hidrogénio (H2O2) e ion hidroxila (OH"). Estes reativos de oxigénio
podem danificar macromoléculas celulares levando a oxidagao de proteinas, peroxidagdo de lipideos
e danos ao DNA, diminuindo ou inibindo a a¢ao de micro-organismos autoctones (Wysocki, Tamas,
2010).

Entretanto por serem compostos toxicos, € preciso saber como 0s microrganismos autoctones
suportam elevadas concentragdes destes compostos aromaticos, pois pode haver grande variagdo da
concentragdo dos hidrocarbonetos presentes no local, tornando mais dificil a viabilidade celular no
comeco do processo de degradacdo destes compostos e consequentemente a sua eficacia de
degradacao (Song et al., 1990; Ramos et al., 1991; Lal B, 1996).

Uma alternativa para prolongar a viabilidade celular durante o comeco da degradacdo dos

hidrocarbonetos aromaticos, seria a utilizagdo de consorcios bacterianos, principalmente com
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espécies nativas adaptadas a este meio, isso permite que varias espécies consigam degradar diferentes
compostos ou até diferentes partes do mesmo composto tornando assim mais facil o acesso ao
carbono. (Dibble, Bartha, 1979; Eriksson, Dalhammar, 1995).

Segundo Carroll, (1993), Aruffo, (1987) e Silverman, (1989), a técnica de DNA
recombinante, tem o objetivo de identificar, isolar, manipular e permitir a expressdao genes em um
hospedeiro. Esta técnica possui objetivos que podem ser divididos em cinco objetivos ou etapas
principais, identificar novos genes capazes de produzir proteinas ainda nao isoladas, compreender
como funciona a regulacdo destes genes para expressar enzimas de interesse, conseguir realizar a
manipulagdo destes genes, expressar genes que conferem resisténcia a diversas doencas e produzir
grande quantidade das enzimas de interesse, principalmente as que possuem alta demanda.

A espécie bacteriana Escherichia coli ¢ comumente utilizada como hospedeira, na realizacao
da técnica do DNA recombinante, por ter sido a primeira bactéria a ter seu genoma completamente
estudado, pela maior facilidade de realizar as transformagdes com os plasmideos geneticamente
modificados, pelo seu crescimento rapido e por conseguir expressar grande quantidade de proteinas
(Yu, Banting, Neumann, 2021).

O desenho de plasmideos especificos para genes relacionados a degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos e sua inser¢ao em bactérias pode ser uma alternativa para amenizar o
estresse ambiental causado por estes poluentes. Inimeros estudos citam que as técnicas convencionais
de mitigac¢do de impactos ambientais, sejam de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica, devem ser
completadas com a biorremediagdo, multiplicando-se a capacidade de depuragdo do ambiente, além
de permitir o restabelecimento do ecossistema local

Dessa forma, o desenvolvimento de organismos geneticamente modificados por meio da
técnica de DNA recombinante pode ser uma alternativa para o processo de biorremediacdao de
hidrocarbonetos aromaticos provenientes de sitios contaminados com 6leo bruto (BTEX e HPA)

facilitando assim a recuperagao ambiental e ciclagem dos nutrientes das areas impactadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver cepas de Escherichia coli geneticamente modificadas por meio da técnica de
DNA recombinante capaz de degradar ou auxiliar na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos

derivados de compostos petroquimicos (BTEX).

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Selecdo do(s) gene(s) envolvido(s) nos processos de degradacdo dos hidrocarbonetos
monoaromaticos;

(i)  Adaptagdo de metodologia em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
mensuragao dos BTEX;

(ii1))  Construgdo de bactérias recombinantes com capacidade de degradar BTEX;

(iv)  Comparar a eficiéncia e velocidade de degradacdo das bactérias recombinantes com os
microrganismos isolados de substrato contaminado.

(v) Realizar analises comparativas de crescimento em diferentes concentragdes de BTEX.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 BENZENO, TOLUENO, ETIL-BENZENO E XILENO (BTEX)

Os compostos benzeno, tolueno, etil-benzeno e xileno, chamados comumente de BTEXs, sdo
hidrocarbonetos monoaromaticos e fazem parte do grupo dos acidos organicos volateis, s3o perigosos
e altamente cancerigeno, as principais fontes de BTEX, isto ¢, onde ha a produgdo destes compostos
aromaticos organicos, normalmente advém da industria petroquimica, queima inacabada de matéria
organica, também podem ser emitidos através da queima de combustiveis e também de causas
naturais, como metabdlitos alguns organismos (Shen et al., 2018; Bahrami M., Pirmohammadi,
Bahrami A., 2021).

Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, alguns acidentes de derramamento de
combustiveis, contaminam o solo e o lengol freatico com os BTEX, mas essa contaminagdo pode se
afastar muito da sua fonte de origem, isto €, onde ela de fato ocorreu, principalmente devido a alta
solubilidade destes compostos em agua, eles podem migrar por sistemas hidricos e contaminar
inclusive a 4gua potavel utilizada para consumo humano (Dou et al., 2008).

Isso se da pois os BTEX possuem em sua estrutura quimica um anel poli-aromatico, tornando-os
altamente soliveis em agua Tabela 1, sdo considerados também poluentes prioritarios devido aos
danos que podem causar a saide mesmo em baixissimas concentragdes, como cancer € mudancgas
hematolégicas (Anderson, 2000; Fayemiwo, Daramola, Moothi, 2017; Xu, Mulchandani, Chen,
2003).

Tabela 1. Parametros dos BTEXs.

Parametros Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno
Formula quimica CeHs CeHsCH3 CcHsCH,CHj3 CeHa(CH3)2
Peso molar 78,12 92,15 106,18 106,18
Densidade (g/mL) 0.8765 0.8669 0.8670 0.8685
801(133;1;{1;@ 1780 500 150 150
Ponto de ebuli¢ao 80.1°C 110.6°C 136°C 138.3°C - 144.4°C

Fonte: Adaptada de Fayemiwo et al. (2017).

Também sdo considerados compostos ndo reativos, por possuirem estrutura fechada (Bunnett,

Zahler, 1953), como podemos observar na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura fisico-quimica dos BTEX.
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Fonte: Adaptado de Fayemiwo, Daramola, Moothi (2017).

Por serem compostos volateis, isto €, seu estado fisico de liquido para gasoso em pressao e
temperatura ambiente, sendo assim sua principal rota de contaminagdo em organismos ¢ através da
inalagdo pelo sistema respiratério (Salminen et al., 2004; Heibati et al., 2017), a exposicao
prolongada pode causar sérios danos ao organismo, principalmente no sistema respiratorio, podendo
causar também danos ao sistema neurologico (Rumchev et al, 2007), os principais sintomas da
intoxicacdo por esses compostos sdo: dor de cabeca, tontura, nduseas e vomito (Mohammadyan et
al., 2016).

A resolugdo do CONAMA N°430/2011, indica que o valor maximo permitido de concentragao
de BTEX para efluentes industriais ¢ de: Benzeno 1,2 mg/L, Tolueno 1,2 mg/L, Xileno 1,6 mg/L e
Etilbenzeno 0,8 mg/L, além disso a resolucdo N° 273/2000, também obriga que postos de
combustiveis realizem analises de BTEX, para verificar se houver alguma contaminacdo no solo ou
no lencol freatico.

Apesar destes fatores, os BTEX sdo uns dos compostos quimicos mais abundantes no mundo e
utilizados em muitas industrias, principalmente como solvente para inseticidas e tintas por exemplo

(Fayemiwo ef al.,2017), que provavelmente irdo gerar mais contaminagdes dos ecossistemas.
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3.2 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), podem ser gerados por meio da pirdlise,
isto €, da queima nao acabada de matéria organica ou derivado de 6leo bruto como o petroleo. Por
serem considerados compostos toxicos, os HPA vem sendo estudados quanto a sua carcinogenicidade
principalmente apds o seu primeiro isolamento em laboratorio que foi o benzo-alfa-pireno (Bap) a
partir da fuligem de chaminés. (Freeman, Cattell, 1990).

Por defini¢do sdo compostos que possuem dois ou mais anéis de benzeno fusionados em sua
estrutura quimica, se tornando mais estavel e recalcitrante (Lawal, 2017; Blumer et al. 1997), sua
toxicidade estd diretamente relacionado a quantidade de anéis aromaticos encontrados em sua
estrutura, sendo os compostos com quatro ou menos anéis considerados leves e acima disso
considerados pesados, e sua relagdo com a toxicidade € positiva, isto €, quanto maior a quantidade de
anéis maior seu peso molecular e consequentemente maior sua toxicidade. (Kuppusamy et al., 2016;
Wang et al., 2016; Lawal, 2017).

Segundo Cerniglia, (1992) apesar de serem compostos formados desde anéis simples a mais
complexos, eles possuem alta complexidade referente a diversidade na disposicdo dos anéis
aromaticos, alterando completamente todas as suas caracteristicas de fisicas a toxicologicas, como

podemos observar na Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica e fisica de alguns dos HPA mais estudados.
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Fonte: Adaptado de Haritash, Kaushik, (2009) e Lawal, (2017).
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Estes compostos podem ser encontrados em grande variedade de ambientes como no ar, na
agua, solo e sedimento, isto estd diretamente relacionado com seu peso molecular. Os HPA contidos
no ar geralmente sdo mais leves, isto ¢, possuem até quatro anéis aromaticos, eles estdo no estado de
vapor ou aderidos a pequenas particulas em suspensao no ar, tudo isso relacionado tanto a fatores
estruturais da molécula, ambientais e atmosféricos (Sokhi et al., 2008).

J& os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos encontrados na dgua podem ser considerados
poluentes ambientais mais gerados pela acdo humana, foram primeiramente isolados e identificados
de 4dguas nas regides costeiras e de peixes encontrados em estuarios na américa do sul (Lawal, 2017),
em estudos realizados por Zhl et al., (2015) foi verificado a relagdo do peso molecular relacionado a
coluna de dgua em lago, neste ele localizou alta taxa de HPA de baixo peso molecular, com isso ele
percebeu que naquela regido ao redor do lago, as principais fontes de polui¢do por estes compostos
estavam relacionados ao petrdleo como a queima de combustiveis fosseis e outras fontes organicas.

Segundo Lawal, (2017) os HPA presentes do solo ou em sedimentos estdo fortemente
relacionados a processos industriais ou até referentes e poluentes domésticos, o mesmo diz que os
residuos ndo tratados ou fracamente tratados, em dado momento entrard em contato com algum corpo
d’agua, fazendo assim com que esses poluentes fiquem dissolvidos ou suspensos na dgua e até em
leitos onde temos sedimentos de solo, podendo também sofrer volatilizagdo, estando assim
diretamente relacionado a poluicao atmosférica. Estes pontos refletem a importancia ambiental e

biorremediacao destes compostos em ambientes naturais.

3.3 ESCHERICHIA COLI COMO MICRO-ORGANISMOS ALVO NA ENGENHARIA
GENETICA

Escherichia coli ¢ uma espécie da bactéria que foi descoberta por Theodor Escherich, (1884),
ela se encontra normalmente no trato gastrointestinal de animais de sangue quente e foi isolada a
partir das fezes de bebés ainda em fase neonatal e em criangas jovens. Primeiramente foi dado o nome
de Bacillus coli em 1895, apds anos de sua descoberta e revisdo de nomenclatura, lhe foi dada a
identificacao de Escherichia coli (Escherichia, 1998; Henry, 2015; Yu et al., 2021).

Desde a sua descoberta, foram realizados muitos estudos académicos a respeito de todos os
seus aspectos como patogenicidade, ecologia, genética e com tantos estudos foi considerada bactéria
modelo no estudo da microbiologia (Yu et al., 2021).

E uma bactéria naturalmente nio esporulante, anaerdbia facultativa e gram-negativa, ou seja,
possui a parede celular com bicamada glicoproteina e uma camada fina de peptideoglicano, ficando
coradas em vermelho apos a técnica da coloragdo de gram, podem ser encontradas também no trato

gastrointestinal de diversos grupos animais. (Gordon, Cowling, 2003).
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A Escherichia coli é capaz de formar biofilme, € os membros deste grupo podem apresentar
flagelo para facilitar a locomogao, fimbrias para se aderir ao substrato formando assim biofilme, para
isso se faz necessario fonte de carbono facilmente assimilavel, conseguindo assim formar colonias no
trato gastrointestinal (Sicard et al., 2017).

Apesar disso elas podem ocupar imensa variedade de ecossistemas e nichos, podem inclusive
ser encontradas fora do ambiente interno do hospedeiro, e estima-se ainda que cerca de metade da
populacao total da espécie esta adaptada a sobreviver em ambientes externos (Tenaillon et al., 2010),
inclusive em solos de clima subtropical (Ishii et al., 2006, 2010; Byappanahalli et al. ,2012).

Esse tipo de solo normalmente ¢ encontrado em altitudes mais elevadas, com grande
precipitagdo e baixas temperaturas, isso pode propiciar aumento na matéria organica (Streck et al.,
2002), aumentando assim consequentemente as fontes de carbono que podem ser utilizadas por estas
bactérias, elas também podem ser encontradas na superficie da 4gua ou de outros tipos de sedimentos
(Jang et al., 2015), como aguas com alto teor de salinidade, ambientes estuarinos (Berthe ez al., 2013)
e recentes estudos realizados por Blyton, Gordon, (2017) mostram que também € possivel encontrar
Escherichia coli em 4gua mineral tratada utilizada para consumo humano, isto mostra que esta espécie
possui grande capacidade adaptativa, podendo tolerar diversos tipos de ambientes, inclusive
ambientes com condi¢des mais extremas como alta salinidade e variagao de pH.

Em condi¢des otimas de crescimento, isto ¢, fonte de macro e micronutrientes, pH,
disponibilidade de oxigénio e falta de competigdo, a Escherichia coli pode se replicar rapidamente,
em alguns casos a replicagdo de uma célula em duas pode levar apenas 20 minutos (Jang et al., 2017).
Porém em condigdes naturais, varios fatores tanto bioticos quanto abioticos interferem em sua
capacidade de crescimento e sobrevivéncia (Newall et al., 2015). Estes fatores podem influenciar de
maneira positiva ou negativa na velocidade de crescimento, sobrevivéncia e viabilidade celular, nos
fatores abidticos podemos listar a temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, disponibilidade de
agua e condicdes ambientais como ilumina¢ao e radiagdo solar. Ja os fatores bioticos estdo
intimamente relacionados com a competicdo por nutrientes, ou seja, presenca de outros micro-
organismos (Jang et al., 2017).

Por ja possuir seu genoma completamente conhecido, muitos testes filogenéticos foram
realizados, ¢ mostrou que genes adquiridos de forma horizontal, por processos de transdugao,
transformagdo e conjugacao, ocupam grande parte da informacao genética da cepa comercial E. coli
K-12 MG1655, aproximadamente 24.5% dos genes encontrados foram originados a partir de
transferéncia horizontal (Lawrence, Ochman, 2002).

Com o avango dos estudos académicos, diversas manipulagdes genéticas foram realizadas em
E. coli, principalmente para producdo de enzimas para solucionar diversos problemas e para

fabricacao de outros produtos industriais (Jang et al., 2017).
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Alguns usos de engenharia genética foram realizados por Jacoby et al., (1978), utilizando
Escherichia coli para transposi¢do e expressao de genes de Pseudomonas putida relacionados a
degradacdo de Tolueno, Zylstra, Wackett, Gibson, (1989), realizaram estudo semelhante afim de
clonar gene para expressao de tolueno dioxygenase para degradacgdo de tricloroetileno, um solvente
industrial.

Além de auxiliar em processos de biorremidiacdo, a engenharia genética em Escherichia coli
tem poténcial para uso na area de satude, principalmente na produc¢ao de farmacos, como a insulina
que tem a fungao de controlar os niveis de glicemia sanguinea, sendo necessario seu uso exdégeno
principalmente em pacientes diabéticos, Govender et al., (2020) clonou o gene humano de insulina e
inseriu em E. coli através do vetor pET21b e conseguiu expressar em escala laboratorial, sendo esta
100% similar a insulina humana.

Essa tecnologia pode ser utilizada também para detec¢ao de diversos compostos como descrito
por Xu, Mulchandani, Chen, (2003), na qual o gene codificador da enzima tolueno dioxygenase-
peroxidase, foi clonado no vetor pXTD13, inserido em E. coli através de transformagao, tornando-a
capaz de detectar BTEX em 3 horas, sem necessidade de realizar a lise celular.

Estudo parecido foi realizado por Li et al., (2008), que através da técnica do DNA
recombinante, clonou genes de luminescéncia e fluorescéncia no vetor pPROBE-NT e realizou a
transformagdo em cepa de E. coli DH5a, tornando essa espécie capaz de emitir luz na presenca de

tolueno, servindo assim de bioindicador do composto alvo.

3.4 ENTEROBACTER LUDWIGII

O género Enterobacter foi descrito pela primeira vez por Hormaeche e Edwards, (1960), sao
bactérias comumente gram-negativas, anaerobias facultativos, fermentativas, geralmente em formato
de bastonetes e nao possuem pigmentos, seu maior crescimento normalmente € entre 18 e 24 horas ¢
suportam temperaturas de 15°C a 42°C, sendo sua temperatura 6tima de crescimento em cerca de
36°C, apesar de serem consideradas patdgenas ou comensais, geralmente ndo apresentarem riscos
significativos a satde humana, elas tem a capacidade de expressar a enzima beta-lactamase
conferindo a ela, resisténcia a ampicilina, amoxicilina e cefoxitina (Hoffman et al., 2004; Paauw et
al., 2008).

A espécie Enterobacter ludwigii pode apresentar naturalmente resisténcia a antibidticos
(Davin-Regli, Lavigne, Pagés, 2019), estudos também evidenciam que E. /udwigii ¢ causadora de

infec¢des nosocomiais, principalmente em recém-nascidos (Flores-Carrero et al., 2016)
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Apesar de ter sido isolada de amostras clinicas, E. ludwigii pode ser encontrada no solo, nas
rizosferas das plantas, servindo tanto como controle de outros microrganismos patogénicos para as
plantas, como também auxiliando no crescimento através da ciclagem dos nutrientes, em ambientes
aquaticos e no interior de animais, podem ser agente causador de patogenicidade, algumas espécies
do género Enterobacter podem apresentar resisténcia a outras drogas. (Shoebitz et al., 2009; Singh
etal.,2018).

Estudos realizados por (Yousaf et al., 2011), mostram que além disso essa espécie possui a
capacidade de degradar hidrocarbonetos de maneira eficiente principalmente no solo, conseguem
ocupar o interior de plantas e auxiliar na degradagao destes compostos contaminantes que
provavelmente iriam causam intoxicac¢ao nas plantas, vale ressaltar que a eficiéncia de degradagdo

dos compostos foi maior quando estavam associados com as plantas.

3.5 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria gram negativa, possui forma de bastonetes, e pode
apresentar flagelo. Seu crescimento ocorre entre 25°C e 37°C de temperatura, mas também podem
suportar temperaturas de até 42°C, conseguem sobreviver em grande variedade de ambientes,
podendo ser agentes patogénicos em plantas, animais e também em humanos, podendo causar sérias
infecgdes, principalmente em pacientes com deficiéncia imunolégica (Wu et al, 2015).

Muitas cepas sdo capazes de produzir pigmentos de varias cores, como a pyocyanina que
confere cor verde azulada, pyoverdina de cor verde amarelada e fluorescente e pyoburina com cor
vermelho amarronzado, esses pigmentos possuem diversas funcdes, entre elas conferir resisténcia a
Pseudomonas aeruginosa nos pulmdes de alguns pacientes por exemplo, interferindo assim em
diversas fun¢des do hospedeiro como a fungdo de respiragdo celular, crescimento celular entre outros
(Caldwell et al., 2009).

Em 2017 foram reconhecidas pela Organiza¢ao Mundial da Saude como patdgenos prioritarios
para pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos, pois elas apresentam resisténcia a
antibidticos, sendo natural ou adquiridas (Livermore, 2002), isso se deve principalmente a
transferéncia de material genético interespécies entre bacilos gram-negativos através dos plasmideos
(Lincopan, 2008), também sdo capazes de formar biofilme (Ghafoor, 2011).

P. aeruginosa possui capacidade de crescer em substrato contaminado por compostos derivados
do petroleo como o diesel, tanto em meio solo quanto em meio liquido, além disso consegue degradar
uma ampla gama de hidrocarbonetos aromaticos como os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
(HPA) e Benzeno, Tolueno, Etil-Benzeno e Xileno (BTEX) (Gheorge et al., 2011; Mohammad-Saeed
etal.,2017).

23



E conhecida também por degradar diferentes concentragdes de BTEX em conjunto com Eter
metil-terc-butilico (MTBE) como mostra estudos realizados por Lin, Cheng, Tsai, (2007), o MTBE ¢
um aditivo utilizado para aumentar a eficiéncia de combustdo da gasolina, contudo acidentes ja foram
relatados com composto, causando grande impacto ambiental, principalmente devido a sua toxicidade
e alta solubilidade em dagua, além de serem considerados compostos recalcitrantes quanto a

biodegradacao
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

As cepas de bacterianas utilizadas neste estudo sdo Escherichia coli DH5a e Pseudomonas
aeruginosa, foram cedidas da Colecdo de Culturas de Microrganismos do Departamento de
Antibioticos (UFPEDA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Foi utilizada também a Enterobater Ludwigii isolada de trés lagoas da Estacao de tratamento
de esgoto (ETE) Multifabril, localizada na cidade de Jaboatdo dos Guararapes/PE, uma vez que
possuem capacidade de crescer em meio contendo hidrocarbonetos poliaromaticos e derivados de
petroleo lancados nesta ETE como residuos liquidos industriais € que poderia ter elevado potencial

de degradar ou auxiliar na degradacao destes compostos (Moterran ef al., 2024).

4.2 ESCOLHA DOS GENES E DESIGN DOS PLASMIDEOS

Dois plasmideos foram desenhados e confeccionados pela empresa especializada
GOGENONE, localizada no Rio de Janeiro, o vetor escolhido foi pET28a por possuir o operon lac,
facilitando assim o controle na expressdao dos genes de interesse, ambos os plasmideos nomeados

como pET28A todC2 e pET28A dmpB foram construidos com os genes de interesse, sendo eles

respectivamente:

todC2 “CAT ATGAAACTGC TGAACGACCG CCGCTTTGAA  GAATGGTTTG
CGCTGCTGGC  TGAGGACATT CACTACTTCA  TGCCAATCCG CACTACTCGC
ATCATGCGTG  ACAGCCGTCT GGAGTATTCT GGTTCTCGCG AGTACGCTCA
TTTTGACGAT GATGCTACGA TGATGAAAGG CCGCCTGCGC AAAATCACCT
CCGACGTATC CTGGTCCGAA  AATCCAGCCT CTCGTACCCG TCACCTGGTC
TCTAACGTGA TGATCGTTGG TGCGGAAGCG GAAGGCGAAT ACGAAATCAG
CTCTGCATTC  ATCGTATACC GTAACCGTCT GGAACGTCAG CTGGACATTT
TTGCGGGCGA  ACGTCGTGAT ACCCTGCGTC GTAATACCTC TGAGGCGGGT
TTCGAAATCG TCAACCGTAC CATCCTGATT GACCAGTCTA  CCATCCTGGC
GAACAACCTG TCCTTCTTCT TCTAACTCGAG” dmpB “CAT ATGAAAAAAG
GCGTTATGCG TCCTGGCCAT GTTCAACTGC  GCGTTCTGAA  CCTGGAATCT
GCTCTGGCTC  ACTATCGTGA  CCTGCTGGGT CTGATCGAGA TGGACCGTGA
CGAACAAGGC CGTGTATACC TGAAAGCGTG GACCGAGGTG GATAAATTCT
CCGTTGTACT GCGTGAAGCG GACCAACCGG GTATGGACTT CATGGGTTTC
AAGGTCATCG ACGAAGATTG CCTGAACCGC CTGACCCAGG ATCTGCTGAA
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CTATGGTTGC CTGATCGAAA  CCATTCCGGC AGGCGAGCTG AAAGGTTGTG
GTCGTCGTGT ACGCTTCCAG  ACTCCATCTG  GCCATTTCIT CGAGCTGTAC
GCCGATAAAG AATATACCGG CAAATGGGGC CTGGAAGAAA TCAACCCGGA
AGCATGGCCG  CGTAATCTGA  AAGGTATGCG TGCCGTACGT TTCGATCATT
GTCTGCTGTA  TGGTGACGAA  CTGCAGGCGA  CGTACGCACT GTTTACTGAA
GTGCTGGGTT TCTACCTGGC AGAACAAGTG ATTGACGACG ATGGTACTCG
CGTTGCACAG TTCCTGTCCC  TGTCCACCAA  AGCCCATGAT GTTGCGTTCA
TTCACTGCCC  GGAAAAGGGT AAATTCCACC  ATGTTTCCTT  CTTCCTGGAA
ACCTGGGAGG ACGTCCTGCG TGCCGCCGAT CTGATCAGCA  TGACTGACAC
CTCCATCGAT ATCGGCCCAA CTCGTCACGG TCTGACTCAC GGCAAAACCA
TTTACTTCTT CGACCCTTCT GGCAACCGTA  ACGAGGTATT  CTGTGGTGGT
GACTATAACT ATCAGGATCA CAAACCGGTA ACGTGGCTGG CTAAAGATCT
GGGCAAGGCA  ATCTTCTACC  ATGATCGTGT CCTGAACGAG CGTTTCCTGA

CCGTGCTGAC CTAACTCGAG

A insercdo dos mesmos foi realizada no sitio entre Ndel CATATG e Xhol CTCGAG do vetor
pET28a utilizando software SnapGene, os genes foram inseridos nestes sitios por ja possuirem
elevado sucesso na expressao de diversas proteinas na literatura (Takai, Hisamatsu, 2016). Os dois
plasmideos também possuem o gene kanR que confere resisténcia ao antibiotico Canamicina,
necessaria para selecao das cepas que foram capazes de internalizar os plasmideos, ou seja, 0 processo
de transformacdo, a Canamicina foi selecionada por ser um antibidtico de amplo espectro por possuir

efeito inibitorio no crescimento de cepas de Escherichia coli (Baccaro et al. 2002; Aviles et al., 2021).

43  CULTIVO MICROBIANO
O cultivo dos microrganismos para inocular nos biorreatores foi realizado em frascos de vidro
com volume total de 100 mL contendo 80 mL de volume reacional com os meios de cultura utilizados
esterilizados e 20mL de headspace. Os frascos e meios de cultura foram esterilizados por 15 minutos
em autoclave a 121°C. para o crescimento de Escherichia coli e Pseudomonas Aeruginosa, foi
utilizado o meio Brain Heart Infusion (BHI) para promover o maximo de crescimento possivel como
mostra estudos de (Low et al., 2013), Enterobacter Ludwigii foi colocado para crescer em meio
mineral contendo: CaCl: (0,0074 g/L), MgSO+-6H.O (0,463 g/L), MnSOs+-H.0 (0,01 g/L),
ZnS04-7H20 (0,02 g/L), (NHa)Fe(SO4)2-12H20 (0,0197 g/L), KH2POa4 (0,5 g/L), K:HPOa4 (0,5 g/L),
(NH4)2S0s (0,5 g/L) e NaCl (9 g/L) e Peptona (2 g/L).

Para o cultivo de Escherichia coli transformada com os plasmideos, foi utilizado o meio de

cultura BHI adaptado com adi¢do de canamicina (antibidtico) e lactose necessaria para ativagdo do
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promotor no operon /ac e para expressao do gene de resisténcia, garantindo assim o crescimento
apenas das colonias recombinantes.

Também foi realizado o crescimento microbiano em placa de Petri com meio de cultura Agar
BHI - E. ludwigii, P. aeruginosa ¢ Agar Cetrimida - P. aeruginosa Figuras 3, 4 ¢ 5, as colonias foram
coletadas, colocadas para crescimento em reatores com meio de cultura para posteriormente realizar

a inoculagdo nos reatores com adi¢do dos compostos alvos.

Figura 3. Pseudomonas aeruginosa em meio agar cetrimida com cor verde fluorescente.

Fonte: O Autor (2024).

Figura 4. Pseudomonas aeruginosa em meio BHI com colonias de cor branca.

Fonte: O Autor (2024).
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Figura 5. Enterobacter ludwigii em meio Agar BHI com colénias de cor branca.
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Fonte: O Autor (2024).

4.4 TRANSFORMACAO DOS PLASMIDEOS

Os plasmideos foram preparados em vial, amostra Unica, contendo aproximadamente Sug,
com isso foi realizada a dissolugdao em 50uL de agua deionizada autoclavada e filtrada em filtro de
0,22 um, resultando assim a concentracao plasmidial de 100ng/uL.

Foi utilizado o meio de cultura Luria-Bertani (LB) o qual ¢ um meio utilizado para
manutengdo e cultivo de cepas recombinantes de Escherichia coli em procedimentos de biologia
molecular, contendo Triptona (10 mg/L), Extrato de Levedura (5 mg/L), Cloreto de Sdédio (5 mg/L),
o pH final deve ser ajustado a 7,0 + 0,2 (Clark et al., 2002).

Para transformacgdes dos plasmideos foi utilizada metodologia descrita segundo Hanahan et
al., (1983), na qual foi adicionado em vial 1uL da solu¢dao com os plasmideos com 50uL de suspensao
da cepa de Escherichia coli DH5a, o mesmo foi levado para incubagdao em gelo a -20°C por 15
minutos, banho maria a 42°C por 1 minuto e novamente em gelo por mais 1 minuto, com esse choque
térmico os poros da parede membrana celular se abrem permitindo a entrada dos plasmideos.

No mesmo vial foi adicionado 800 pL. de meio LB liquido e levado para estufa com
temperatura de 37°C por 30 minutos, ap6s isso foi realizada a centrifugacao em 1200rpm por 10
minutos, causando assim a precipitagao das células para retirada do excesso de meio de cultura. Por
fim, foi realizado o plaqueamento com 200uL da suspensdo de célula utilizando al¢a de Drigalski em
placas de petri contendo 20 mL de meio solido LB Agar com 20 uL de solu¢io de canamicina na

concentracao de 50ul/ml e 40ul de iptg, sendo esse ultimo substancia andloga a lactose, permitindo
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o inicio da transcri¢ao através do promotor, as placas foram incubadas em estufa com temperatura de
37°C por 24 horas.

Apds o crescimento das colonias, elas foram coletadas com ajuda de alca de platina e
inoculada em biorreator contendo 80ml de meio de cultura BHI adaptado com adi¢ao de Lactose na
concentracao de 5g/L. e de Canamicina na concentragao de Sul da solugdo estoque de 50ug/ml para
cada 5ml de meio de cultura, totalizando assim 80uL, visando o crescimento do nimero de células
recombinantes, bem como garantir a selecdo para posterior inoculagdo nos biorreatores contendo

BTEX.

4.5 TESTES DE BIODEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS MONOAROMATICOS E
CRESCIMENTO EM REATORES BIOLOGICOS.

Para os testes de biodegradacao visando padronizar todas as culturas, mesmo algumas sendo
descritas como anaerdbias facultativas e aumentar a eficiéncia da degradacdo, foram montados
reatores aerobios em frascos de vidro com 100ml de volume total em triplicata para cada uma das trés
diferentes concentracdes tedricas de BTEX do estudo, sendo elas 50mg/L na qual foi utilizado 400
uL de solucdo estoque de BTEX com concentragdo de 10 g/L, 8 mL de in6culo e 71,6 mL de meio
de cultura totalizando assim 80 mL. Para os reatores contendo 100mg/L de BTEX foi acrescentado
800 pL da solugao estoque de BTEX, 8mL de inoculo e 71,2 mL de meio de cultura e por fim, para
os reatores bioldgicos contendo 150mg/L de BTEX foi acrescentado 1200 pL da solugao estoque, 8
mL de inéculo e 70,8 mL de meio.

Os controles para cada concentragdo de BTEX também foram montados em triplicadas, porém
estes utilizando apenas meio de cultura e solugcdo contendo os hidrocarbonetos aromaticos, sendo
assim para 50 mg/L foi utilizado 400 uLL. de BTEX para 79,6 mL de meio, para os reatores contendo
100mg/L de BTEX foi adicionado 800 uL. de BTEX para 79,2 ml de meio e para os reatores contendo
150mg/L foi adicionado 1200 pL. de BTEX para 78,8 mL de meio, a tnica diferenca foi para
Escherichia coli transformada, na qual também foi adicionado 80 pL de 50 pL/mL da Canamicina e

o meio de cultura foi suplementado com Lactose 5 g/L Figura 6.
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Figura 6. Reatores biologicos, volume e concentragdo de solugdo.

Reatores Biologicos com BTEX

50 mgiL 100 mg/L 150 mgiL
20 mL 20 mL 20 mL
400 pl - BTEX 800 pl - BTEX 1200 pl - BTEX
8 mL - Inoculo 8 mL - Inoculo 8 mL - Indculo
71,6 mL - Meio 80 mL 71,2 mL - Meio 80 mL 70,2 mL - Meio 80 mL

Reatores Controle sem Inoculo

100 ma/L 150 mg/L

50 mgiL
20 mL 20 mL 20 mL
400 uL - BTEX 800 uL - BTEX 1200 ul - BTEX
79,6 mL - Meio a0 mL 79,2 mL - Meio a0 mL 78,8 mL - Meio 80 mL

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Os reatores biologicos foram mantidos em temperatura de 37°C, sob agitacdo constante a
150rpm, para permitir maior superficie de contato das células com os compostos, além de manter a
oxigenacao no meio liquido.

O crescimento dos microrganismos foi mensurado por meio de densidade Optica no
comprimento de onda de 620nm (ODsoo) utilizando espectrofotometro de luz visivel (UV-Vis), Prove
300 plus largura da banda espectral 4 nm Spectroquant®, marcaMerck.

Foi calculada a taxa maxima de crescimento (mmax) em fun¢do do tempo, para entender o
potencial de crescimento dos microrganismos nas condigdes em que foram submetidos durante o
estudo, podendo ser utilizada como base comparativa entre as concentragcdes de BTEX nos reatores
bioldgicos (Tang, Meadows, Keasling, 2006; Edwards ef al., 2012).

Para isso foram utilizadas duas equacdes, a Equacdo 1, modificada de Blanch and Clark,

(1997):

AAbs
At

,uAbS = ( )/AbSI (Equagao 1)

Onde uAbs ¢ a taxa de de crescimento especificoméaximo, A4bs ¢ a variacdo da absorbancia,

At é a variacdo do tempo e Absl é o valor de absorbancia intermediério entre os valores de AA4bs.
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E a Equagdo 2, modificada de Smith, (2019):

y = In (X) (Equacao 2)

Na qual y € o expoente ao qual a base udbs precisa ser elevada para resultar em x, retornando o
logaritmo natural de u4bs, com esses valores os dados foram tabulados obter a equacgdo reduzida (y
= ax + b) da reta, podendo tragar assim uma tangente ao ponto de inflexao da curva sigmoide, ajustada
para mostrar em x logaritmo natural da concentragao de células (absorbancia) em funcao do tempo
(Baranyi, Pin, 1999).

A degradacdo dos compostos alvos (BTEX) foi mensurada por meio de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC), pelo cromatografo modelo €2695 marca Waters, utilizando metodologia
descrita por Mudhaffer, Ali, Risalah, (2018) modificada.

A analise de degradacao, eficiéncia de remocgao e viabilidade das células recombinantes foram
realizadas por meio de ajustes matematicos como Gompertz modificado (Equacao 3) (Motteran et al.,
2014; Zwietering et al., 1990), e modelo de decaimento exponencial (Equagdo 4), ambos utilizando

o software OriginPro (OriginLab Corporation).
m-e

H = P -exp {— exp [(RT) (a—1t) + 1]} (Equagio 3)

Em que P ¢ a producgdo potencial de subprodutos (umol/L), Rm ¢ a taxa de producdo de
subprodutos (umol/L.h-1); t ¢ o tempo (horas), e — Numero de Euler (2.71828) ¢ a ¢ o tempo

precedente a produgao subprodutos (horas).
C = Cr + Ci — Crexp (—klapp- t) (Equagio 4)

Sendo, C a Concentragdo do contaminante (mg/L); Cr = Concentragdo residual do contaminante
(mg/L); Ci = Concentragdo inicial do contaminante (mg/L); k'spp= constante cinética (hora'); t =

tempo (horas)
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Para a analise de BTEX foram retiradas diariamente aliquotas de 3,5 mL por reator com seringa
e agulha esterilizada, no qual 1 mL foi utilizado para mensurar o crescimento bacteriano em cubeta
de quartzo de 10mm com volume total de 1 mL por OD600 e 2 mL da aliquota foi filtrada em filtro
de 0,22um (PVDF celulose) Figura 7 e adicionada em vial com volume de 2 mL para analise no
HPLC. O volume de 2 mL da aliquota foi utilizado afim de diminuir o seadspace do vial diminuindo

a possibilidade de volatilizagdo dos compostos alvos.

Figura 7. Filtro de seringa de 0,22pum de Celulose.

Fonte: O Autor (2024).

As andlises em HPLC foram feitas em dois reatores por andlise, isto ¢, uma amostra era
retirada para cada reator e ambas eram mensuradas, para manter o padrdo experimental, evitando
assim volatilizacdo que ocorreria no caso de retirada de trés ou mais aliquotas como visto durante a
modifica¢ao da metodologia.

Além disso ap0s a retirada de cada amostra, os reatores bioldgicos eram novamente vedados
com silicone para impedir assim a perda do composto alvo através da volatilizagdo pelas aberturas

causadas nas tampas de borracha dos frascos de vidro.
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4.6 METODO ANALITICO PARA MENSURACAO DOS BTEX.

A escolha da andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi feita por ser de maior
facilidade quando comparado com cromatografia gasosa, principalmente devido ao grande niimero
de amostras que foram analisadas, além disso as analises puderam ser padronizadas com mesmo
volume de injecdo. Apesar dos BTEX serem volateis, os reatores foram mantidos e analisados em
condigdes iguais para diminuir ao maximo a diferenga que a volatilizagdo poderia gerar nas analises.

Sendo assim, a metodologia final para analise em HPLC foi definida como fase movel de 60%
de acetonitrila, 40% de agua deionizada, a coluna utilizada foi C18 da Merck, temperatura do forno
definida em 40°C, fluxo de 1 mL/min, pressdo e tempo de corrida de 13 minutos, os tempos de

retencdo de cada composto estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Tempo de retengdo dos BTEX em minutos.

Tempo de Retencao

Compostos (minutos)
Benzeno 5,26
Tolueno 7,14

Etil-Benzeno 9,56
Xileno 10,21

Fonte: O Autor (2024).

Para curva de calibragdo dos BTEX, foi realizada a primeira dilui¢do da soluc¢do estoque de
10g/L. de BTEX em baldo volumétrico de Sml, na qual foi utilizado 100uL da solugdo estoque e 4,9ml
de dgua deionizada, chegando na concentragdo de 200mg/L.

Ap0s isso foram realizadas dilui¢des dessa solucao de 200mg/L de BTEX para construc¢ao da

curva de calibracao conforme mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Volumes necessarios para curva de calibracdo de BTEX para cada concentragio.

Concentracio BTEX para a Volume da solucio estoque de Volume de agua
curva analitica 200 mg/L deionizada
(mg/L) (uL) (uL)

5 25 975
10 50 850
25 125 875
50 250 750
75 375 625
100 500 500
125 625 375
150 750 250

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).
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Foi entdo utilizado um vial para cada ponto de concentracao da curva, na qual o volume final
foi de Iml. Primeiramente era adicionada a 4gua deionizada no via/ e depois o volume correspondente
a solucdo de 200mg/L de BTEX, promovendo assim a melhor dilui¢do. Estes vials foram entdo
submetidos ao método analitico para BTEX em HPLC. Os valores de area obtidos por cada pico
cromatografico foram utilizados para se obter a equacgao reduzida da reta, permitindo assim obter as

concentragdes experimentais de BTEX nos reatores biologicos.

34



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESCOLHA DOS GENES, MONTAGEM DOS PLASMIDEOS E TRANSFORMACAO DE
ESCHERICHIA COLL

O vetor escolhido para o estudo foi o pET28a, este por usa vez possui o operon lac,
responsavel normalmente por produzir a lactase, capaz de quebrar a lactose em glicose e galactose,
servindo assim como fonte de carbono para as células.

Neste estudo o operon lac foi o promotor utilizado para iniciar a transcri¢do de dois genes que
originalmente pertencem a Pseudomonas putida, o todC2 que sintetiza a enzima tolueno 1,2
dioxygenase capaz de inserir duas hidroxilas nos carbonos 1 e 2 do tolueno na Figura 8, este foi
escolhido por fazer parte da rota de degradag¢@o do tolueno e também por degradar ser capaz de
degradar outros hidrocarbonetos como mostra estudo de Suyama et al., (1996), no qual foi capaz de
degradar tricloroetileno, composto téxico amplamente utilizado principalmente como solvente em
diversos processos industriais e também sao capazes de causar danos tanto a saude humana quanto
danos ambientais.

O gene dmpB foi escolhido por transcrever a enzima catechol 2,3 dioxygenase, esta que na
presenca das hidroxilas em anéis fenolicos ¢ capaz de quebrar essas ligagdes, consequentemente
efetuando a quebra do anel encontrado nos hidrocarbonetos alvo deste estudo Figura 9, estudos de
Bartilson, Shingler, (1989) mostram que Escherichia coli ¢ capaz de assimilar e expressar os
plasmideos que contém este gene.

A rota de degradacao do tolueno foi escolhida, pois durante o levantamento de dados a respeito
dos genes necessarios para degradacdo dos anéis fenolicos, esta apresentava menor numero de
enzimas necessarios para esse fim, consequentemente necessitando de menos plasmideos para
transformagdo, isso ¢ importante pois apesar de ser possivel inserir mais de um gene no mesmo
vetor, devido ao niimero elevado de pares de base (fator limitante) dos genes ndo foi possivel incluir
os dois genes de degradacdo mais o gene de resisténcia a antibiotico no mesmo plasmideo, sendo

assim foram necessarios dois plasmideos, um para cada gene de degradacao.
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Figura 8. Insercdo das hidroxilas no tolueno, por meio da enzima tolueno 1,2 dioxygenase, sintetizada pelo gene

todC2.
(;_)H
/,L s A~ wOH
(] +napH + PH — Iﬂ \ + NAD*
e > “~
dioxygen
toluene (18,2R)-3-methylcyclohexa-3,5-diene-1,2-diol

Fonte: ByoCyc.

Figura 9. Quebra do anel aromatico do catechol, por meio da enzima catechol 2,3 dioxygenase sintetizada pelo gene

dmpB.
P~
catechol
dioxygen —__
; catechol 2,3-
| dioxygenase (Pp): Pp-xylE
H* &

Y
n,)J\K\/Y H

~ —

__—(2Z 4E)-2-hydroxy-6-oxohexa-2.4-dienoate

Fonte: ByoCyc.

Apos as escolhas dos genes, foi realizado o design, confec¢ao e aquisicao dos plasmideos ja
montados pela empresa GOGENONE, na qual um plasmideo contém o gene todC2
(pET28a_todC2) ¢ o outro o dmpB (pET28a_dmbP), ambos os genes foram inseridos nos sitios
Ndel e Xhol. Nos plasmideos também foi inserido o gene kanR que confere resisténcia ao
antibidtico canamicina, necessario para selecao das cepas transformadas com os vetores, as Figuras

10 e 11 mostram o mapa de construcao dos plasmideos nos sitios de inser¢ao para ambos os genes.
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Figura 10. Design do plasmideo responsavel pelo gene todC2.

(5675) BlpI T7 Terminator primer {5672 .. 5690)
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(5030) Xbal ———
T7 promoter—
(4983 ., 5000) T7 promoter primer AsiSI - Pvul (945)
(4964) BglIL

(4923) SgrAl
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TspMI - Xmal (1067)
~_Smal (1069)

(4566) BStAPT
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5758 bp
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(4228) Bell* —
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(4060) BStEIT —
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(3831) BssHII
(3796) EcoRV
(3740) Hpal
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Pcil (2141)

BspQI - Sapl (2258)

Tatl (2337)
PAFI - Tth111I (2399)

(3185) Bgill /
(3164) FspAl PpuMI (3136)

Fonte: O Autor (2024).
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Figura 11. Design do plasmideo responsavel pelo gene dmpB.

{6055) PaeRTL - PspXI - Xhol .
sasa) Agel I

terminator

s 17

{5219} BfuAl - BspMI
(504 Alel |

(5122 Ndel
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AsiSI - Pvul [925)
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T7 pramoter |
B T 1 B\ Mrul (1285)

l o
! " BesSI - BsaSal [1968)
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BspQI - Sapl (2258)

{3831} BssHIL PFIFL - Tthi11l {2399

{3720} Hinell - Hpal

! .-"
fx'# /
{3401 PshAL | '/

(3185) Bygil !
13154} Fapl - FapAl PpuMI (3135)

Fonte: O Autor (2024).

Ap0s a transformacao dos plasmideos em Escherichia coli, foi realizado o plaqueamento em
placa de petri com meio de cultura LB e adi¢do de canamicina, como mostra as Figura 12 ¢ 13,
também foi preparado um controle negativo contendo suspensao de E. coli sem transformagdo com

mesmo meio, na qual ndo houve crescimento.
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Figura 13 Colonias de Escherichia coli Figura 12 Colonias de Escherichia coli
transformadas com o plasmideo transformadas com o plasmideo pET28A_todC2
pET28A dmbP.

———

Fonte: O Autor (2024). Fonte: O Autor (2024).

As coldnias foram coletadas com auxilio de al¢a de platina, inoculadas em duplicatas para
cada plasmideo de reatores bioldgicos como mostra a Figura 14.

Figura 14. Reatores biologicos de crescimento em duplicata contendo Escherichia coli transformada para cada
plasmideo e meio com 80uL de solugdo estoque de 50 uL/mL de canamicina.

Fonte: O Autor (2024).

Para montagem final dos reatores com adi¢do do composto alvo, foi utilizada metodologia ja

descrita anteriormente, Figura 15.
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Figura 15. Reatores biologicoss contendo Escherichia coli transformada, ETMK- Controle Meio e Inéculo, ET50 —
Inoculo e meio com 50mg/L de BTEX e 80 uL de 50 uL/mL de Canamicina.

n: Auto 2)..
5.2 ADAPTAC@ES PARA METODOLOGIA ANALITICA DE BTEX NO HPLC

A metodologia base utilizada foi descrita por Mudhaffer, Ali, Risalah, (2018) e ASTM D6591-
06, (2006), a partir dela foram realizados testes de composicao de fase movel, coluna e detector.
Para padronizar as amostras foram realizadas dilui¢des dos compostos Benzeno, Tolueno, Etil-
Benzeno e Xileno em agua deionizada até atingir a concentragdo de 2000 mg/L, para ndo saturar o
detector do HPLC, foi realizada diluicao até a concentragdo final de 500 mg/L, isso apds outra
diluicao, com isso foi feita uma corrida cromatografica de vinte minutos utilizando aliquotas de 1ml
para cada composto, composi¢ao da fase movel de 50% agua deionizada e 50% de acetonitrila, fase
estacionaria coluna LICHROSPHER RP-C18 de Sum, e detector DAD.

Apos as corridas cromatograficas os tempos de retengdo em minutos das amostras foi de 8
para Benzeno, 11 para Tolueno, 17 para Etil-benzeno e 18 para o Xileno. Posteriormente visando
diminuir o tempo de andlise das amostras foram testadas mais duas composi¢des de fase movel, s6
com o benzeno, na primeira composi¢ao se utilizou 30% de dgua deionizada e 70% de acetonitrila,
com isso houve diminui¢ao do tempo de retengdao dos compostos em cerca de 1 minuto.

Outra composi¢do da fase movel foi de 60% acetonitrila e 40% de agua, essa foi a melhor
composicao até entdo, na qual o tempo de retencdo do Benzeno diminuiu de 8§ minutos para 5,
Tolueno de 11 para 7, Etil-benzeno de 17 para 9 e Xileno de 18 para 10, porém se fez necessario
analisar os compostos juntos, em ambas as composi¢des de fase mdvel tanto de 70/30 como 60/40,
com concentragao de 500 mg/L de BTEX.

Para maior precisdo foi necessaria a analise imediata das amostras contendo BTEX apods a

coleta da aliquota, pois em alguns testes ndo foram detectadas as bandas cromatograficas referentes
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ao Tolueno e Xileno, isso provavelmente se deu ao fato da solugdo mae de 2000 pg/L ter sido
preparada dois dias antes da analise, causando assim a volatilizacdo de ambos os compostos, para
verificar tal fato as amostras dos compostos isolados, preparadas no mesmo dia, foram novamente
levadas ao HPLC e foi constatado que os picos cromatograficas eram significativamente menores
do que as que foram analisadas minutos apos a preparagao das amostras.

Dessa forma para realizar novamente os testes dos compostos juntos, foi feita outra solugdo
mae de 2000 mg/L, diluicdo nos compostos isolados afim de chegar na concentragdo de 250 mg/L,
sendo essa escolhida para verificar se o detector seria capaz de identificar menores concentracdes
dos compostos, posteriormente foram retiradas aliquotas de 0,25mL de cada composto e combinadas
totalizando 1mL para realizar novamente analise no HPLC.

Com isso a corrida cromatografica também foi programada para 20 minutos utilizando a fase
movel 60% de acetonitrila e 40% de agua deionizada, desta vez foi possivel observar os quatro picos
cromatografico, os tempos de retencdo foram os mesmos das amostras isoladas testadas
anteriormente, tornando-as possiveis de identificar.

E importante salientar que os picos cromatograficos referentes ao Etil-benzeno e Xileno
tiveram resolugdo menor que a dos outros compostos, devido ao curto intervalo entre seus tempos
de retencao.

Os ultimos testes foram realizados também com detector UV-VIS, nas concentragdes de 50
mg/L, 100 mg/L e 150 mg/L, que apresentou os mesmos resultados que o detector DAD testado
anteriormente.

Os resultados dos testes vao de acordo com estudos realizados por AlSalka, Karabet, Hashem,
(2010), que comparou a eficiéncia de analise de BTEX em HPLC com detector DAD, utilizando
100% de acetonitrila e GC-MS com nitrogénio, chegando conclusdo que o método de andlise de
BTEX em HPLC ¢ tao eficiente quanto no GC-MS, com menos custos operacionais e capacidade
de detectar baixissimas concentragoes.

Entretanto a composi¢do da fase movel deve que ser definida baseada nas concentragdes a
serem analisadas dos compostos Candel, Estellés, Aucejo, (2009), no qual a fase mével utilizada
foi de 25% de agua e 75% de metanol, demonstrou que ¢é possivel realizar a analise com este método
em HPLC, porém o GC-MS ¢ mais eficiente, além disso ndo ¢ possivel analisar o Benzeno em
condigdes reais, isto €, concentragdes desconhecidas, pois abaixo de 20 mg/L nao foi possivel
quantificar o composto alvo devido a baixa sensibilidade do método para este composto.

A metodologia final foi definida com base na eficiéncia da rela¢@o entre o tempo de corrida
cromatografica e consumo de reagente, sendo ela entdo de volume de inje¢ao 20 uL, fase movel
composta por 60% de acetonitrila e 40% de 4gua deionizada, a coluna utilizada foi a C18 da Merck,

temperatura do forno 40°C, fluxo de 1 mL/min e tempo de corrida de 13 minutos Tabela 4. Os
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tempos de retencao dos compostos foram: Benzeno — 5,26 minutos, Tolueno — 7,14 minutos, Etil-

Benzeno — 9,56 minutos e Xileno 10,20 minutos.

Tabela 4. Parametros para analise de BTEX em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Parametros - Analise de BTEX em

Valores
HPLC
Fase Movel 60% - Acetonitrila, 40% -Agua
Coluna C18
Temperatura do Forno 40°C
Duragao da Analise 13 minutos
Volume de Injecao 20 uL
Fluxo I mL/min
Detector UV-VIS

Fonte: O Autor (2024).

42



5.3 CURVA DE CALIBRACAO DOS COMPOSTOS ALVOS EM HPLC

ApOs as amostras das curvas serem analisadas no HPLC, foram obtidos os seguintes valores

de area para cada composto, como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Valores de area para cada concentragdo de BTEX.

Concentracao de Bepzeno Tolueno ( Area) Etil-Benzeno leeno
BTEX (mg/L) (Area) (Area) (Area)
5 233266 466692 311968 320515
10 256024 447869 303775 341558
25 537753 903391 523709 573072

50 997106 1805012 1149305 1295965

75 1413753 2710414 1733616 1967034

100 1752834 3577827 2689674 3094058

125 2373848 4667379 3102908 3531722

150 3052552 5864968 4015340 4561431

Fonte: O Autor (2024).

Os valores de area de cada composto foram tabulados separadamente para obter a equagdo

reduzida da reta e o coeficiente de correlacdo quadratica (R?) de cada composto Figuras 16,17, 18,

19, para efeito de comparagao foram também plotados no mesmo grafico Figura 20.

Figura 16. Curva analitica para o hidrocarboneto aromatico Benzeno.
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Fonte: O Autor (2024).

43



Figura 17. Curva analitica para o hidrocarboneto aromatico Tolueno.
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Fonte: o Autor (2024).

Figura 18. Curva analitica para o hidrocarboneto aromatico Etil-Benzeno.
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Figura 19. Curva analitica para o hidrocarboneto aromatico Xileno.
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Fonte: o Autor (2024).

Figura 20. Curva analitica dos hidrocarbonetos aromaticos (BTEX) em HPLC.
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Fonte: o Autor (2024).
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Com as equagdes reduzidas da reta y = ax + b, onde y sdo os valores de area obtidos em cada
reator biologico e x o valor de concentra¢do dos compostos em mg/L, foi possivel determinar as

concentragdes dos compostos ao longo do experimento.

54 TAXA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

O crescimento dos microrganismos foi medido por meio de espectrometro, utilizando cubeta
de quartzo, a partir dos resultados de absorbancia foram plotados os graficos com os resultados de
crescimentos nas concentragdes de 50mg/L, 100mg/L e 150mg/L de BTEX, ao decorrer de 240
horas experimentais, também foi mensurada a velocidade de crescimento especifica dos reatores.

Os graficos foram divididos por espécies em cada concentracao testada de BTEX, para isso foi
atribuida nomenclatura com abreviagdo do nome da espécie, seguido da concentragdo dos
compostos aromaticos, 50 mg/L, 100 mg/L e 150 mg/L ao qual foram submetidas ou a sigla Con
para os controles sem BTEX, sendo assim: EC — Escherichia coli, PSD — Pseudomonas Aeruginosa,
ENT — Enterobacter ludwigii, ECT — Escherichia coli transformada com os plasmideos e BRANCO
— Meio de cultura sem indculo ou adigoes.

Na Figura 21, mostra a cinética de crescimento das cepas de Escherichia coli (EC), na qual a
taxa de crescimento (turbidez), variou bastante entre os reatores, no controle positivo de Escherichia
coli (ECM), o crescimento ocorreu de maneira muito rapida nas primeiras 24 horas, apresentando
478 de absorbancia (ABS), esse valor se manteve estavel até o fim das 240 horas do experimento,
por isso ndo foi possivel tragar linha de tendéncia condizente com o crescimento, logo devido ao
alto distanciamento entre os dois primeiros pontos ndao foi possivel calcular com precisdao sua
velocidade méaxima especifica de crescimento (umax), apesar disto os dados tabulados foram
similares aos de Sezonov, (2007), que mediu a fisiologia do crescimento de Escherichia coli em
meio Luria-Bertani.

A cinética de crescimento na presenca das trés concentragdes de compostos esta de acordo com
estudo realizado por Xu, Mulchandani, Chen, (2003.). Os dados também sao similares aos de Ricoy
etal.,(2012), que realizou a transformacao plasmideos em Escherichia col, provenientes de espécies
do género Pseudomonas com solos contaminados por petrdleo, na qual ¢ realizado o teste de
crescimento em meio mineral com adi¢ao de 0,05% de antraceno como unica fonte de carbono.

No presente estudo entretanto, mostra-se melhor cinética de crescimento de Escherichia coli
(EC) com o aumento da concentracdo de BTEX, principalmente na concentragdo de 150 mg/L,
porém os valores de crescimento méaximo (absorbancia) foram menores que o controle positivo nas

trés concentragdes testadas.

46



Escherichia coli com adicao de 50 mg/L dos compostos alvos (EC-50) obteve o crescimento
maximo de 196 ABS (absorbancia), diferenga de 59% em relagcdo a ECM (Escherichia coli
controle), para Escherichia coli com adi¢ao de 100 mg/L dos hidrocarbonetos monoaromaticos (EC-
100) o valor méximo de crescimento obtido foi de 210 ABS, cerca de 7% maior que EC-50 e 56%
menor que ECM.

Por ultimo Escherichia coli na concentragdo de 150 mg/L. de BTEX (EC-150), obteve o valor
maximo absoluto de 320 ABS, aproximadamente 33% menor que ECM e 52% maior que EC-50 e
EC-100, foram encontrados outros estudos similares com degradacao de BTEX, porém sem analise

de cinética de crescimento para efeito de comparagao.

Figura 21. Crescimento de Escherichia coli, na qual EC- 50: E. coli, 50mg/L de BTEX. EC- 100: E. coli, 100mg/L de
BTEX. EC- 150: E. coli, 150mg/L de BTEX. EC- Con: E. coli e Meio de Cultura sem BTEX e Branco: Meio de

Cultura.
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Fonte: O Autor (2024).

Nota-se que E. Coli em meio sem a presenca de BTEX (ECM) obteve o maior crescimento
absoluto, porém a menor velocidade especifica de crescimento com apenas 1,00 h! devido ao

intervalo de medida nas primeiras 24 horas, no qual ocorreu a maior taxa de crescimento Tabela 6.
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Reforcando os resultados tabulados no grafico, nas trés concentracdes testadas houve boa
cinética de crescimento, porém com o aumento da concentracdo, houve também aumento na
velocidade maxima especifica de crescimento (umax), Escherichia coli em 50 mg/L dos
hidrocarbonetos aromaticos (EC-50) obteve 2,00 h™!, na concentragio de 100 mg/L de BTEX (EC-
100) obteve 3,40 h'! e em adi¢iio de 150 mg/L (EC-150) obteve 7,40 h'!.

O Branco foi mensurado como controle de crescimento negativo, no qual era composto apenas
por meio de cultura, este ndo foi utilizado na tabela, pois como niao houve crescimento, ndo foi

possivel calcular o pmax.

Tabela 6. Reatores e suas respectivas velocidade maxima especifica de crescimento.

Reatores Biologicos  pmax(h?)

EC- 50 2,007
EC-100 3,40°3
EC-150 7,40°
ECM 1,003

Fonte: O Autor (2024).

J& Enterobacter ludwigii, houve grande variacdo em seu crescimento quando comparado a E.
coli, como pode ser visualizado na figura Figura 22, ¢ possivel observar que praticamente nao houve
variacao entre Enterbacter ludwigii controle (ENTM) que obteve valor méximo absoluto de 507 de
absorbancia (ABS) , enquanto Enterobacter ludwigii submetida a 50 mg/L dos compostos
aromaticos (ENT-50) em reatores bioldgicos atingiu 425 de absorbancia (ABS), diferenga essa de
aproximadamente 20%, provavelmente isso ocorre pelo fato desta espécie conseguir degradar baixas
concentragcdes de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA), como foi citado em estudo
realizado por (Yousaf et al., 2011).

Essa espécie também ¢ capaz de degradar metais pesados como o cddmium e suportar amplo
espectro de condi¢gdes como temperatura, pH, salinidade, mantendo sua eficiéncia de crescimento e
degradacao (Amraoui et al., 2021; Xiao et al., 2024).

Logo devido sua capacidade de adaptacdo a grande variedade de ambientes estressantes, E.
ludwigii foi capaz de degradar as baixas concentragdes de BTEX, todavia quanto maior a
concentracdo de BTEX menor foi o crescimento maximo (absorbancia), no qual € possivel observar
que Enterobacter ludwigii submetida a 100 mg/L dos compostos aromaticos (ENT-100) obteve
valor maximo de crescimento de 233 ABS enquanto Enterobacter ludwigii em 150 mg/L (ENT-
150) obteve valor maximo de crescimento de 177 ABS até as 240 horas finais do experimento,
diferenga de 45% e 65% quando comparado com ENTM e ENT-50.

Se comparado a E. Coli, Enterobacter ludwigii controle (ENTM) e ENT-50, obtiveram valores

de crescimento maximo absoluto muito proximos a ECM e EC-50, nota-se quanto maior a
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concentracdo do composto alvo, Escherichia coli se mostrou mais tolerante, principalmente com
adicao de 150 mg/L de BTEX obteve valor de crescimento aproximadamente 45% maior que

Enterobacter ludwigii na mesma concentragao.

Figura 22. Crescimento de Enterobacter ludwigii, ENT- 50: E. ludwigii ¢ 50mg/L de BTEX. ENT- 100: E. ludwigii,
100mg/L de BTEX. ENT- 150: E. ludwigii, 150mg/L de BTEX. ENT- Con: E. ludwigii e Meio de Cultura Sem BTEX

e Branco: Meio de Cultura.
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Fonte: O Autor (2024).

E possivel atestar também que as velocidades méximas especificas de crescimento (nmax)
de ENTM e ENT-50 apresentaram apenas 8% de diferenca, sendo elas respectivamente de 2,30
h'e2,10% h!, a maior umax foi de ENT-100 com 3,80 h!, cerca de 26% maior se comparado
com ENT-150 que obteve a segunda maior velocidade maxima especifica de crescimento de 3,00
93 hl, apesar disso a comparagdo ndo pode ser feita diretamente entre ENTM e ENT-50 com ENT-
100 e ENT-150, tendo em vista que seguindo o mesmo padrao de Escherichia coli, o controle e o
reator com menor concentragdo, obtiveram altos valores de ABS nas primeiras 24 horas, caso o
crescimento fosse medido a cada hora, provavelmente o umax delas seria maior que os das maiores

concentracoes, Tabela 7.
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Em relagao ao pumax, EC-150 se mostrou consideravelmente mais tolerante que ENT-150,
com diferenga de 160% no crescimento, entretanto na concentragdo intermedidria ENT-100 obteve

valor de pmax 11% maior que EC-100.

Tabela 7. Reatores e suas respectivas velocidade maxima especifica de crescimento.

Reatores Biologicos pmax(h?)
ENT-50 2,30
ENT-100 3,80
ENT-150 3,00
ENTM 2,10

Fonte: O Autor (2024).

Na Figura 23, foi possivel verificar que o crescimento (ABS) de Pseudomonas aeruginosa foi
mais elevado no reator controle sem a adicdo de BTEX (PSDM) que obteve 1300 de ABS, assim
como na menor concentracdo de BTEX testada 50mg/L (PSD-50) que obteve o valor maximo
absoluto de crescimento de 1253 ABS, diferenca essa de apenas 3%.

Pode-se constatar que a cinética de crescimento de P. aeruginosa foi semelhante a E. ludwigii,
no qual os maiores valores maximos absoluto de crescimento foram obtidos no controle positivo
PSDM e na menor concentragao testada PSD-50, nas concentragdes de 100 mg/L (PSD-100) e 150
mg/L (PSD-150) dos compostos alvos, os valores maximos de crescimento absoluto, foram de
respectivamente 618 ABS e 641 ABS, diferenca de apenas 4% entre elas, porém se comparado a
PSDM e PSD-150 a diferencga variou entre 95% a 110%.

Os resultados estao de acordo com dados obtidos por Mukherjee, Bondoloi, (2012), no qual o
maior crescimento de P. aeruginosa na auséncia de compostos aromaticos ocorre nas primeiras 72
horas.

Trabalho realizado por Safdari et al., (2016), mostra que o crescimento de P. aeruginosa na
presenca de compostos aromaticos, através de substrato contaminado com 6leo diesel, comega a
partir das 120 horas, comecando a estabilizar a partir de 480 horas, além disso consegue remover
90% dos hidrocarbonetos ao final das 480 horas, com 50% de eficiéncia de remog¢ao em 192 horas.

Corroborando com o presente estudo e os outros trabalhos citados, Magdby et al., (2022),
descreve que essa espécie € capaz de degradar HPA como o antraceno e Mukherjee, (2012), mostra

a mesma ¢ muito eficiente na degradacdo de BTEX, principalmente na presenca de alguns sais.
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Figura 23. Crescimento de Pseudomonas aeruginosa, na qual PSD- 50: P. aeruginosa, 50mg/L de BTEX. PSD- 100:
P. aeruginosa, 100mg/L de BTEX. PSD-150: P. aeruginosa, 50mg/L de BTEX. PSD- Con: P. aeruginosa sem BTEX
e Branco: Meio de Cultura.
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Fonte: O Autor (2024).

Nota-se com base na Tabela 8, que os valores de pmax obtidos por Pseudomonas aeruginosa
foram pelo menos 24% maiores que Escherichia coli e Enterobacter ludwigii em todas as
concentracgodes testadas, o que mostra elevada capacidade de crescimento ao longo do tempo em
todas as concentragdes de BTEX.

Estudos feitos por Lin et al., (2007), realizou testes de degradacdo para diversos compostos
por Pseudomonas aeruginosa e foi observado que houve diminui¢ao na degradagao dos substratos
quando era adicionado BTEX no meio reacional, mesmo em baixas concentragdes dos compostos
aromaticos como 20 mg/L e 40 mg/L, isso pode indicar toxicidade por parte do BTEX inibindo a
degradacdo dos outros compostos ou a mudanca metabdlica de P. aeruginosa para expressdo de
enzimas responsaveis pela degradagao dos compostos aromaticos, podendo ser tanto para utilizacao

como fonte de carbono ou defesa contra toxicidade dos BTEX.
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Tabela 8. Reatores e suas respectivas velocidade maxima especifica de crescimento.

Reatores Biologicos pmax(1/h)

PSD-50 7,10E-03
PSD-100 9,20E-03
PSD-150 8,10E-03
PSD-Con 4,90E-03

Fonte: O Autor (2024).

Por fim Escherichia coli transformada com os plasmideos degradadores de BTEX (ECT),
obtivem durante o experimento os maiores valores de crescimento maximo absoluto, Escherichia
colina concentra¢ao de 50 mg/L dos compostos alvo (ECT-50) obteve valor maximo de crescimento
absoluto de 1300 ABS, em reatores com 100 mg/L de concentragao (ECT-100) obteve 904 de ABS
e principalmente na maior concentragdo de 150 mg/L (ECT-150), obteve valor méximo de
crescimento absoluto de 966 ABS, pode-se observar na Figura 24.

E possivel atestar que assim como E. ludwigii e P. aeruginosa, tanto a cinética de crescimento
quanto os valores de ABS obtidos por Escherichia coli transformada com os plasmideos foram
muito semelhantes entre o controle (ECTM) e o reator bioldgico com 50 mg/L de concentracao de
BTEX (ECT-50), além disso a cepa recombinante também obteve melhor cinética de crescimento e
valores de ABS superiores as outras cepas testadas nas concentragdes de 100 mg/L e 150 mg/L, na
qual a diferenga se comparado com E. coli sem transformacgao, E. ludwigii e P. aeruginosa foi de
pelo menos 50%, chegando até a 445% de diferenga contra ENT-150.

Low et al., (2013), demonstra que o maior crescimento de Escherichia coli em diferentes
meios de cultura sem adi¢do de outros compostos, ocorre entre 24 horas e 96 horas, a partir da
inoculagdo nos reatores bioldgicos, também ¢ possivel observar que nao ha muita variacdo na
cinética de crescimento em trés meios de cultura testados BHI, LB ¢ NB.

Estudos de Bartilson, Shingler, (1989) mostram expressdao génica da enzima catecol 2,3
dioxygenase através da insercao de plasmideo em E. coli, além disso o trabalho feito por Ricoy et
al., (2012), mostra que cepas de E. coli DH5a conseguem obter a capacidade de degradar
hidrocarbonetos poliaromadticos através da transformagdao por eletroforese dos plasmideos de
bactérias isoladas de solo contaminado com petroleo, permitindo assim o crescimento em meio com

antraceno mais combustivel diesel e degradagdo de ambos os compostos.
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Figura 24. Crescimento de Escherichia coli. ECT- 50: E. coli transformada, 50mg/L de BTEX. ECT- 100: E. coli
transformada, 100mg/L de BTEX. EC- 150: E. coli transformada, 150mg/L de BTEX. ECT- Con: E. coli
transformada e Meio de Cultura sem BTEX e Branco: Meio de Cultura.
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Fonte: O Autor (2024).

Os valores de velocidade méxima especifica de crescimento também foram mensurados como
observado na Tabela 9, na qual o controle (ECTM e ECT-50, obtiveram valores de pmax muito
proximos, respectivamente 3,70 h'l e 3,50 h'!, diferenca de 6%.

Entre ECT-100 e ECT-150 os valores de pmax foram 4,50 h'! e 7,607 h'! respectivamente,
aproximadamente 69% de diferenga. Apesar de ter obtido os maiores valores de crescimento
absoluto entre todas as cepas, os valores de umax de ECT foram inferiores a PSD em todas as
concentragoes, provavelmente decorrente ao maior tempo que ECT necessitou para seu crescimento,
esse fator ¢ importante, pois quanto mais rapido a cepa € capaz de degradar o poluente, menor tempo
de exposi¢do do composto no ambiente.

Nota-se que ECT-50 apresentou valor maximo absoluto de crescimento nas primeiras 24
horas, assim como os controles ECTM, ECM, ENTM, PSDM e as menores concentragoes testadas
EC-50 e ENT-50, que também obtiveram valores de ABS altos nas primeiras 24 horas, se fazendo

necessario neste periodo medir o crescimento a cada hora.
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Esses resultados sdo condizentes com dados obtidos por Gill et al., (2001), que mostra o

aumento na fase de adaptacdo (lag) de Escherichia coli quando submetida a condigdes mais

estressantes como temperatura,

Tabela 9. Reatores e suas respectivas velocidade maxima especifica de crescimento.

Reatores Biologicos pmax(h?)
ECT-50 3,707
ECT-100 4,503
ECT-150 7,607
ECTM 3,507

Fonte: O Autor (2024).
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5.5 DEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS MONOAROMATICOS

Os dados obtidos a partir das areas dos cromatogramas de todas as triplicatas, foram utilizados
para calcular as concentragdes ao longo das 240 horas de experimento, bem como a eficiéncia de
degradacdo dos compostos alvo, o residual de composto nos reatores e a velocidade de remogao do
composto.

Os graficos e dados de degradacdao foram separados para cada composto, facilitando assim a

apresentacao dos resultados e discussdo com estudos ja existentes.

5.5.1 BENZENO NAS CONCENTRACOES DE 50 MG/L, 100 MG/L E 150 MG/L

O Benzeno ao longo do experimento foi 0 que se manteve mais resistente a remo¢ao ou
degradacao do meio, possivelmente por ser o mais recalcitrante entre os BTEX, ainda assim todas
as cepas microbianas estudadas conseguiram degradar em todas as concentragoes.

Foi possivel ser observada a degradacdo do Benzeno na Figura 25, na concentragdo de 50
mg/L do composto alvo recombinantes Pseudomonas aeruginosa (PSD-50) e Enterobacter ludwigii
(ENT-50) obtiveram otima cinética de degradagao, nota-se também na Tabela 10, ao qual elas
conseguiram respectivamente 63% e 60%, Escherichia coli (EC-50) obteve a maior eficiéncia de
degradacdo das cepas testadas para 3 dias com 52% e 10 dias com 74% de eficiéncia de remogao de
Benzeno, apesar disso PSD-50 e ENT-50 obtiveram valor da concentragao residual do composto
(y0) muito menor que EC-50, respectivamente 12 mg/L e 14 mg/L.

Para maiores concentragdes como 100 mg/L e 150 mg/L, ENT-100 e ENT-150, obtiveram
metade dos valores eficiéncia de remocao, para trés dias a eficiéncia foi de respectivamente 8% e
14% e com 10 dias a eficiéncia obtida foi de 38% e 34%, quando comparado a ENT-50, os valores
residuais do composto também foram consideravelmente maiores, sendo de 110 mg/L para ENT-

100 e 78 para ENT -150.
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Figura 25. Degradagao do Benzeno nas concentragdes de 50 mg/L (A), 100 mg/L (B) e 150 mg/L (C).
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Nao foram encontrados estudos de cinética de degradagdo ou crescimento de Enterobacter
ludwigii na presenca de BTEX, apesar disso dados de Xiao ef al, (2024) sugerem que a espécie €
eficiente na degradag¢do de metais pesados e hidrocarbonetos poliaromaticos como o fenantreno
(Zhang et al, 2012), indicando assim junto com os resultados do presente estudo que para baixas
concentracdes de Benzeno < 50 mg/L, E. ludwigii possui alta eficiéncia de remog¢ao do composto.

Pseudomonas aeruginosa também obteve cerca de metade da eficiéncia de remocao em 10 dias
em concentragdes de 100 mg/L (PSD-100) e 150 mg/L (PSD-150), quando comparado com PSD-
50, também houve aumento quanto aos valores residuais do composto com 78 mg/L para PSD-100
e 92 mg/L para PSD-150, apesar disto a velocidade de remog¢ao do composto foi parecida entre

PSD-50 com 46 mg/L.h"' e 52 mg/L.h"! para PSD-150, ja PSD-100 obteve o valor de 78 mg/L.h""
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Os resultados de Pseudomonas aeruginosa estao similares a estudos feitos por Lin, Cheng,
Tsai, (2007) e Mukherjee, Bordoloi, (2012), este ultimo no qual P. aeruginosa foi capaz de remover
65% do benzeno em 120 horas de experimento e de 75% com adi¢do de nitrogénio (N) e fosfato
(F).

Escherichia coli sem plasmideo se mostrou mais eficiente na remog¢ao do composto alvo que
todas as outras cepas na concentracdo de 50 mg/L (EC-50), entretanto a eficiéncia de remog¢ao
diminuiu entre 20% e 40% em ambos os periodos nas concentragdes de 100 mg/L e 150 mg/L,
obteve também maior valor residual do composto chegando a quase trés vezes mais quando se
compara EC-50 com EC-150, a velocidade de remogao foi parecida entre EC-50 e EC-100, com
respectivamente 40 mg/L.h™! e 49 mg/L.h™! totalizando cerca de 20%, porém comparado com EC-
150 que obteve 10mg/L.h"! a diferenca atingiu 360%.

Segundo Diaz et al., (2001), Escherichia coli sem transformacao de plasmideos ¢ capaz de
degradar compostos aromadticos, inclusive realizando a clivagem do anel aromatico na rota de
degradacao do catecol através de duas enzimas MhpB e HpaD (HpcB), resultando em Acetyl-CoA.

Escherichia coli transformada com os plasmideos na concentragdo de 50 mg/L. de Benzeno
(ECT-50), obteve em trés dias valor de eficiéncia de remog¢ao de 46%, 6% menos eficiéncia que
EC-50, entretanto deixou menos residual do composto, cerca de 9 mg/L a menos e sua velocidade
de remogio foi ligeiramente maior, com 6 mg/L.h'.

Com o aumento da concentra¢do do composto alvo para 100 mg/L, nota-se que quanto maior
a concentragdo melhor ¢ a eficiéncia ECT na degradacdo do composto, sua eficiéncia de remog¢ao
foi de 45% em trés dias, enquanto a segunda maior eficiéncia remocgao foi obtida por EC-100 com
31%, 13% a mais de eficiéncia para ECT-100, além disso obteve menor valor residual do composto
com 66 mg/L e 68mg/L.h"! de velocidade de remocio, perdendo apenas para PSD-100 que obteve
78 mg/L.hl.

Na concentragdo de 150 mg/L de Benzeno, Escherichia coli transformada (ECT-150), pode-se
ver que foi obtido valor de eficiéncia de remocao em 3 dias de 23% a 32% maior que as outras cepas
testadas, além disso no periodo de 10 dias sua eficiéncia de remogao também foi cerca de 7% a 12%
maior as outras e sua velocidade de remogao foi de 26% mais rapido contra PSD-150 e 560% mais
rapido que EC-150.

Nao foram encontrados estudos com inser¢ao de plasmideos em Escherichia coli para realizar
degradacdo de BTEX, entretanto trabalho de Zylstra, Gibson, (1989), realizam o estudo do gene
todC1C2 pertencente a Pseudomonas putida e realizam a transformacao e expressao em Escherichia
coli utilizando plasmideos, outros trabalhos também mostram a utilizagdo de plasmideos para
deteccao de BTEX como descrito por Xu, Mulchandani, Chen, (2003) através da enzima Tolueno

Dyoxigenase-Peroxidase.
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Zylstra, Wackett, Gibson, (1989), utilizaram o gene todC1C2BA para expressar a enzima

tolueno dioxygenase, a mesma expressa no presente estudo, com intuito de tornar E. coli capaz de

degradar tricloroetileno.

Ricoy et al., (2012), descreve o isolamento de novas cepas de bactérias provenientes de solo

contaminado com petroleo bruto, no qual os plasmideos das bactérias autoctones foram

transformados em Escherichia coli, aumentando sua capacidade de degradar combustivel diesel.

Tabela 10. Reatores bioldgicos com Benzeno, eficiéncia de remogao em porcentagem para os tempos de trés e dez
dias, y0 = residual do composto e A1 = velocidade de remog¢ao do composto.

R.e?;t’OI.'eS Eficiéncia de Remocao (%) yo0 Al

i icos — _
Benzeno (S0mg/L 10 (mg/L) (mg/L.h)
100m mg/L, 150 (dias) (dias)

mg/L)

EC-50 52% 74% 37 40
ENT-50 34% 60% 14 34
PSD-50 22% 63% 12 46
ECT-50 46% 34% 28 46
EC-100 31% 40% 89 49
ENT-100 8% 38% 110 21
PSD-100 17% 32% 78 78
ECT-100 45% 34% 66 68
EC-150 10% 31% 100 10
ENT-150 14% 34% 78 41
PSD-150 19% 36% 92 52
ECT-150 42% 43% 93 66
CTR-50 0% 23% 25 25
CTR-100 3% 11% 86 16
CTR-150 12% 18% 119 35

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).
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5.5.2 TOLUENO NAS CONCENTRACOES DE 50 MG/L, 100 MG/L E 150 MG/L

Para o Tolueno, a cinética de degradacao das cepas testadas foi parecida com a do Benzeno,

na qual em menores concentragdes a cinética de degradacdo ¢ parecida entre as cepas, na qual a

mesma ocorre de forma mais rapida, geralmente nas primeiras 100 horas, com o aumento da

concentracdo a degradagdo tende a ocorrer de forma mais lenta na maioria das cepas, ¢ possivel

observar através da Figura 26.

Figura 26. Degradagao do Tolueno nas concentragdes de 50 mg/L (A), 100 mg/L (B) e 150 mg/L (C).
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Na concentragdo de 50 mg/L de Tolueno ECT-50, ENT-50 e EC-50, obtiveram

respectivamente os melhores valores de eficiéncia nos primeiros 3 dias, sendo eles 73% e 70% para

ambas as ultimas, PSD-50 se mostrou pelo menos 26% menos eficiente que as outras trés, entretanto
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no periodo de 10 dias PSD-50 obteve a melhor eficiéncia de remog¢do demonstrando ao menos 12%
mais eficiéncia se comparado com ECT-50 e 19% com EC-50, Tabela 11.

Escherichia coli transformada com os plasmideos contendo enzimas alvos para de gradagao
do Tolueno (ECT-50), obteve 9 mg/L de concentragdo residual do composto, sendo este menor que
as outras cepas testadas, incluindo EC-50 com 21 mg/L, ECT-50 também se mostrou mais rapida
na degradagio do composto aromatico com 60 mg/L.h™!, mais rapido que EC-50 em 18% e que EC-
50, ENT-50 em pelo menos 54%.

Como foi observado anteriormente com o Benzeno, com aumento da concentracao de Tolueno
para 100 mg/L, ECT-100 obteve maior eficiéncia de remog¢ao que todas as outras cepas nos periodos
de 3 dias e 10 dias, respectivamente 68% e 70%, contudo EC-100 obteve valores de eficiéncia
préoximos, ECT-100 obteve também menor valor residual de composto com 27 mg/L, sendo 32%
menor que o segundo menor obtido por PSD-100 com 40 mg/L, Escherichia coli transformada
(ECT-100) se mostrou mais rapida na remog¢io do composto com 102 mg/L.h"!, sendo 9% mais
rapida que a segunda mais rapida EC-100 e 34% mais rapida que PSD-100.

Na concentracdo de 150 mg/L de Tolueno, ECT-150 novamente obteve maiores valores de
eficiéncia de remocdo tanto em 3 quanto em 10 dias, no periodo de 3 dias foi 26% mais eficiente
que a segunda com maior valor de remo¢do PSD-150, com 77% de remog¢ado para ECT-150 e 51%
para PSD-150, nota-se que no periodo de 10 dias, os valores de eficiéncia de remogao foram muito
préoximos, sendo ECT-150 com 75%, 6% mais eficiente que PSD-150 com 69% e 12% mais
eficiente que EC-150 com 63%.

ECT-150 obteve menor valor residual do composto com 41 mg/L, sendo este 20% menor que
PSD-150 com 52 mg/L e 33% menor que EC-150 com 61 mg/L. ECT-150 também foi mais eficiente
quanto a velocidade de remogio do composto com 116 mg/L.h"!, sendo pelo menos 27% mais rapida
que as outras cepas testadas.

Esses dados mostram que apesar de Escherichia coli ja possuir a capacidade de degradar o
Tolueno, assim como Enterobacter ludwigii € Pseudomonas aeruginosa, a insercao do plasmideo
com 0s genes que expressam a enzima tolueno 1,2 dioxygenase e catecol 2,3 dioxygenase,
aumentaram sua eficiéncia de remoc¢do do composto e também sua velocidade de remocgao,

principalmente com o aumento da concentragao.
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Tabela 11. Reatores biologicos com Tolueno, eficiéncia de remogdo em porcentagem para os tempos de trés ¢ dez
dias, y0 = residual do composto e Al = velocidade de remocao do composto.

Reatores Eficiéncia de Remoc¢ao (%) yo0 Al
bioldgicos — a1
Toluegno (50mg/L, 3 10 (mg/L) (mg/L.h7)
100m mg/L, 150 (dias) (dias)

mg/L)

EC-50 70% 64% 21 51
ENT-50 70% 80% 12 35
PSD-50 44% 83% 11 39
ECT-50 73% 71% 9 60
EC-100 63% 69% 45 92
ENT-100 39% 64% 55 58
PSD-100 45% 68% 40 67
ECT-100 68% 70% 27 102
EC-150 48% 63% 61 77
ENT-150 48% 65% 58 82
PSD-150 51% 69% 52 91
ECT-150 77% 75% 41 116
CTR-50 33% 50% 31 22
CTR-100 45% 43% 34 58
CTR-150 47% 55% 72 81

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).



5.5.3 ETIL-BENZENO NAS CONCENTRACOES DE 50 MG/L, 100 MG/L E 150 MG/L

Na Figura 27, ¢ possivel observar que a cinética de degradacao do Etil-Benzeno foi similar
ao do Benzeno e Tolueno, no qual quanto maior a concentragdo do composto maior a diferenga na

cinética de degradacao entre as cepas testadas.

Figura 27. Degradagio do Etil-Benzeno nas concentragdes de 50 mg/L (A), 100 mg/L (B) e 150 mg/L (C).
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

A partir dos dados da Tabela 12, na concentracdo de 50 mg/L de Etil-Benzeno, ECT-50
obteve 88% de eficiéncia de degradacdo em 3 dias e 89% em 10 dias, sendo no periodo de 3 dias
7% mais eficiente que EC-50 e 35% mais eficiente que PSD-50. No periodo de dez dias de
experimento, ECT-50 obteve 89% de eficiéncia de remocgao, apenas 1% menor que PSD-50 com

90%.
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ECT-50 obteve valor de taxa residual do composto de 3 mg/L, sendo 40% menor que PSD-50
com 5 mg/L e 77% menor que EC-50 com 13 mg/L, a velocidade de remog¢ado do composto de ECT-
50 foi de 59 mg/L.h™!, 42% mais rapida que PSD-50 e 34% mais rapida que EC-50.

Em concentragdo de 100mg/L de Etil-Benzeno, ECT-100 apresentou eficiéncia de degradacao
semelhante a EC-100, com diferenca 4%, para ambos os tempos de experimento, sendo
respectivamente 77%, 84% para ECT-100 e 73%, 80% para EC-100.

Comparado a PSD-100, a eficiéncia de ECT-100 foi 12% maior em trés dias e 1% menor em
10 dias, sendo os valores de PSD-100 respectivamente 65% e 85%. ECT-100 obteve 9 mg/L de
valor residual de composto, sendo esse, 61% menor que PSD-100 com 23 mg/L e 44% menor que
EC-100 com 16 mg/L. A velocidade de remogio do composto de EC-100 foi de 86 mg/L.h™! também
foi 13% superior a de PSD-100 com 76 mg/L.h"! e 45% superior 2 EC-100 com 59 mg/L.h™".

Na concentragao de 150 mg/L, novamente ECT-150 obteve valores superiores a outras cepas
testadas em todos os parametros, com 90% de eficiéncia de remocao em trés dias e 85% em 10 dias,
sendo 27% a 43% maior que as outras cepas do estudo, seu valor residual do composto também foi
o menor com 14 mg/L, sendo 39% menor que PSD-150 com 23 mg/L e 36% menor que EC-150
com 22 mg/L.

Nota-se também que a velocidade de remogio do composto de ECT-150 (86 mg/L.h™") foi
consideravelmente maior que as outras cepas testadas, sendo 16% maior que PSD-150 (72 mg/L.h"
1 e 77% maior que EC-150 (20 mg/L.h™).

E possivel observar que diferente dos resultados obtidos com Benzeno e Tolueno, Eschericha
coli transformada obteve valores relacionados a degradacao do Etil-Benzeno consideravelmente
maiores que as outras cepas testadas, ja nas concentragcdes mais baixas do composto alvo (50 mg/L),
enquanto no Benzeno e Tolueno, as maiores diferengas ocorreram a partir de 100 mg/L, se tornando

ainda maiores quando atingida a concentragdo de 150 mg/L.
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Tabela 12. Reatores biologicos com Etil-Benzeno, eficiéncia de remog¢do em porcentagem para os tempos de trés e
dez dias, y0 = residual do composto ¢ Al = velocidade de remog¢ao do composto.

Reatores Eficiéncia de Remocio (%) yo0 Al
bioldgicos — Etil- 3 10 (mg/L) (mg/L.h™)
Benzeno (50mg/L,

100m mg/L, 150 (dias) (dias)

mg/L)

EC-50 81% 70% 13 39
ENT-50 80% 78% 6 18
PSD-50 53% 90% 5 34
ECT-50 88% 89% 3 59
EC-100 73% 80% 16 59
ENT-100 52% 72% 29 47
PSD-100 65% 85% 23 76
ECT-100 77% 84% 9 86
EC-150 47% 54% 22 20
ENT-150 58% 72% 30 58
PSD-150 63% 81% 23 72
ECT-150 90% 85% 14 86
CTR-50 42% 54% 14 15
CTR-100 53% 54% 11 37
CTR-150 47% 54% 24 30

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).



5.5.4 XILENO NAS CONCENTRACOES DE 50 MG/L, 100 MG/L E 150 MG/L

E possivel observar na Figura 28, que a cinética de degradagdo do Xileno foi parecida com a

do Etil-Benzeno em ambas as concentragoes.

Figura 28. Degradacdo do Xileno nas concentragdes de 50 mg/L (A), 100 mg/L (B) e 150 mg/L (C).
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Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Na Tabela 13, nota-se que na concentracao de 50 mg/L de Xileno, as quatro cepas obtiveram

eficiéncia de degradacdo em 3 dias e 10 dias superiores a 80%, com exce¢do de PSD-50 que obteve

59% de eficiéncia de degradagdo no periodo de 3 dias.
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As diferencas, entretanto, ocorreram nos valores residuais do composto € na velocidade de
remocao, ECT-50 obteve valor residual do composto de 0,6 mg/L, 88% menor que PSD-50 com 5
mg/L, 96% menor que EC-50 com 18 mg/L e 93% menor que ENT-50 com 9 mg/L.

ECT-50 obteve valor de velocidade de remogdo de 54 mg/L.h™!, 350% maior que EC-50 com
12 mg/L.h"! e 42% maior que ENT-50 e PSD-50.

Os resultados de eficiéncia de degradacao do presente estudo sdo semelhantes com os descrito
por Mukherjee, Bordoloi, (2012), no qual Pseudomonas aeruginosa possui grande capacidade de
degradacao de Xileno, obtendo valores de eficiéncia de degradacdo de 70% a 88%.

Diferente dos outros hidrocarbonetos aromaticos analisados, a eficiéncia de degradacao de
todas as cepas testadas no periodo de 10 dias foi superior a 70%, indicando assim que todas sdao
eficientes na degradacdo deste composto, contudo de maneira semelhante aos outros compostos
ECT obteve via de regra valores de eficiéncia de remocao maiores que as outras cepas bacterianas,
alcancando maior valor de eficiéncia de remocao (90%) em 3 dias, na maior concentragao testada
(150 mg/L).

Na concentracdo de 100 mg/L de Xileno, ECT-100 obteve valor residual do composto de 7
mg/L, sendo pelo menos 65% menor que todas as outras cepas, apesar disso sua velocidade de
remogdo 78 mg/L.h™!, foi 8% menor que PSD-100 com 85 mg/L.h™' e 13% menor que EC-100.

Em 150 mg/L do composto alvo, ECT-150 obteve valor residual do composto de 12 mg/L,
isto ¢, pelo menos 33% menor que as outras bactérias testadas e sua velocidade de remogado e
velocidade de remogdo dos compostos foi de 82 mg/L.h!, praticamente igual a de PSD-150 com 80
mg/L.h"!, mas 57% maior que EC-150 e ENT-150.

A maior eficiéncia de degradacao do Xileno pelas bactérias, provavelmente se deu a sua menor
toxicidade quando comparado com os outros compostos que fazem parte dos BTEX, com o Benzeno
que além de possuir alta toxicidade ¢ altamente recalcitrante, sendo assim mais dificil de degradar
com cepas isoladas.

O Etil-Benzeno e o Xileno foram os compostos com maior variagao durante as analises em
HPLC, isso provavelmente ocorre devido a baixa solubilidade de ambos, sendo de apenas 150 mg/L,
enquanto o Benzeno e o Tolueno possuem respectivamente 1780 mg/L e 500 mg/L de solubilidade

(Fayemiwo, 2017).
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Tabela 13. Reatores bioldgicos com Xileno, eficiéncia de remog@o em porcentagem para os tempos de trés e dez dias,
y0 = residual do composto e A1 = velocidade de remo¢do do composto.

Reatores Eficiéncia de Remocio (%) y0 Al
bioldgicos — Xileno 3 10 (mg/L) (mg/L.h)
(50mg/L, 100m

mg/L, 150 mg/L) (dias) (dias)

EC-50 87% 81% 18 12
ENT-50 84% 86% 9 40
PSD-50 59% 93% 5 38
ECT-50 87% 93% 0,6 54
EC-100 78% 80% 25 90
ENT-100 52% 73% 28 43
PSD-100 69% 90% 20 85
ECT-100 77% 87% 7 78
EC-150 48% 73% 26 54
ENT-150 56% 72% 29 52
PSD-150 68% 87% 18 80
ECT-150 90% 88% 12 82
CTR-50 51% 52% 22 26
CTR-100 57% 69% 23 54
CTR-150 50% 57% 44 53

Fonte: Elaborado pelo Autor (2024).

Em todas as concentragdes Enterobacter ludwigii foi capaz de degradar BTEX, possivelmente
porque sdo capazes de degradar compostos policromaticos como HPA, assim como mostram
estudos realizados por Yousaf, (2011), agindo principalmente associada a algumas espécies
vegetais, apesar disso foi constatado durante o estudo que com o aumento da concentracdo dos
compostos a sua eficacia diminuiu tanto em crescimento quanto na degradagao dos compostos.

Pseudomonas aeruginosa apresentou capacidade degradar os compostos em todas as
concentragdes, indo acordo com estudos realizados por Mukherjee, (2012), no qual os testes da
degradacao de BTEX foram realizados tanto em solo quanto em meio liquido, mostrando a
capacidade de P. aeruginosa de degradar hidrocarbonetos aromaticos, apesar de ter eficiéncia
menor quando comparado com consércios microbianos, isso provavelmente se d4 devido as
diferentes rotas de degradagdo que podem ser utilizadas por diferentes espécies bacterianas para
estes compostos.

Por exemplo Pseudomonas putida ¢ comumente apontada na literatura, como bactéria modelo

na degradacdo tanto de BTEX quanto de HPA, estudo realizado por Chicca, (2020), isolou uma
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nova cepa por capaz de remover em média 40% da concentragdo inicial dos BTEX em apenas 36
horas.

Essa espécie também foi utilizada como modelo do presente estudo, na qual foram
selecionados dois de seus genes todC2 (tolueno 1,2 dioxygenase) e dmbP (catechol 2,3 dioxygenase)
semelhante ao trabalho de Chicca, (2020), no qual as enzimas utilizadas pela Pseudomonas putida
para degradacdo dos compostos aromaticos foram as dioxygenases, além da enzima responsavel
pela degradacao do tolueno também foi identificada a enzima benzeno dioxygenase, o todC2 e o
dmbP foram utilizados para montagem dos plasmideos no vetor pet28A, estes que por sua vez se
mostraram mais eficazes na degradacao dos compostos que as outras espécies testadas, incluindo a
Pseudomonas aeruginosa.

Apesar das cepas poderem apresentar patogenicidade, a maioria sdo por infecgdes oportunistas,
isto ¢, quando o hospedeiro apresenta alguma imunodeficiéncia, todas possuem grande potencial
biotecnoldgico, principalmente a Escherichia coli que pode ser utilizada apenas para expressar as
enzimas de interesse e degradacao de diversos compostos como BTEX, HPA e metais pesados.

Através da purificag@o dessas enzimas, elas podem ser utilizadas como biorremediadoras sem
a necessidade de colocar os microrganismos no ecossistema, causando assim menos impactos ao

ambiente que a utilizacao de produtos quimicos.
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6 CONCLUSOES

Todas as espécies do estudo foram capazes de tolerar e crescer em concentracoes de BTEX
de 50 mg/L, 100 mg/L e 150 mg/L, apesar disso quanto maior a concentracao dos hidrocarbonetos
aromaticos maior ¢ a fase de lag ou de adaptacdo das cepas microbianas estudadas. A Enterobacter
ludwigii, comegando a crescer no meio com 150mg/L de BTEX apenas ap6s 150 horas demostrando
que quanto maior o estresse causado, maior o tempo necessario de adaptacao.

Com os resultados foi possivel concluir que as cepas recombinantes sdo mais eficientes na
degradacdo do benzeno, tolueno, etil-benzeno e xileno, quando comparados com espécies isoladas
de ambientes contaminados como a estacdo de tratamento de efluentes indrustriais (ETE-
Multifabril), essa eficiéncia aumenta também com o aumento da concentragdo dos compostos, isto
¢, quanto maior a concentra¢ao maior a eficiéncia, necessitando assim de mais estudos para conhecer
os limites de degradacao, bem como concentragdes toxicas e inibitorias de cada cepa microbiana.

Também foi possivel observar que quanto maior a concentragdo maior foi a velocidade de
remoc¢do do composto por parte da Escherichia coli recombinante (transformada) e menor foi a
concentracao residual dos compostos nos reatores biologicos, ¢ valido ressaltar que com as menos
concentragoes testadas (50mg/L) dos BTEX, os valores de degradacdo e eficiéncia foram muito
préximos entre as espécies estudadas, ndo havendo aparente inibicao dos processos de degradagao.

Entretanto inibi¢des metabdlicas foram evidenciadas para concentragdes acima de 100 mg/L,
principalmente para a cepa Enterobacter ludwigii, a qual apresentou baixa eficiéncia de remocao
dos compostos aromaticos, esse efeito também ocorreu com a maior parte das cepas testadas com
altas concentragdes de benzeno.

Nao foi possivel correlacionar o crescimento das cepas com a degradaciao dos compostos, em
nenhum dos meios testados, com isso nao € possivel afirmar que os compostos degradados foram
utilizados como fonte de carbono pelas cepas testadas.

Alguns reatores com Escherichia coli sem transformagdo, Enterobacter ludwigii e
Pseudomonas aeruginosa, apresentaram formagao de biofilme na parte mais inferior dos reatores
biologicos mesmo sob agitagdao constante, segundo Bose e Ghosh (2011) a presenga de biofilme
geralmente indica que o ambiente na qual as cepas se encontram ndo esta favordvel para seu
crescimento, neste caso a presenca de biofilme pode indicar estratégia de adaptacdo das cepas ao
ambiente desfavoravel com altas concentracdes de BTEX.

A metodologia de anélise de BTEX em cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), se
mostrou eficiente, sendo capaz de identificar desde concentragdes mais altas (150 mg/L) até

concentragdes mais baixas (5 mg/L), também se mostrou mais facil de analisar quando comparado
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a cromatografia gasosa (GC), principalmente devido a grande quantidade de amostras a serem
analisadas e o método escolhido para retirada das aliquotas, que levou em consideragdo as
dificuldades de metodologias envolvendo mensuracio BTEX, principalmente devido a sua
volatilizagao.

Mais estudos se fazem necessarios principalmente para entender quais compostos
intermediarios podem ser gerados a partir da degradacdo dos BTEX, como diminuir a volatilizacdo
do composto para uma melhor anélise, tendo em vista que as amostras tinham que ser retiradas até
5 minutos antes da analise para evitar perda por volatilizagao.

Alguns testes de volatilizagcdo foram realizados e cerca de 50% da concentracdo do composto
da amostra ¢ perdida apds 15 minutos da retirada da aliquota.

Também ¢ preciso entender como as espécies sem alteracdes genéticas induzidas conseguem
suportar concentragoes tao altas de BTEX (150 mg/L), sendo estas cerca de 40 a 160 vezes maior
que a permitida pelo CONAMA, Resolugao n° 430 de 2011, quais rotas de degradagao sao utilizadas
por estes microrganismos ou quais enzimas sao expressadas para diminuir o estresse celular oriundo

da toxicidade destes compostos.
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