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Resumo —. Areas experimentais contaminadas com as misturas, gasolina - etanol (10% v/v)
(E10) e diesel — biodiesel (20% v/v) (B20), foram avaliadas com o auxilio da biologia molecular.
Foi realizado o monitoramento tradicional das concentragfes dos BTEX para acompanhar o
transporte destes contaminantes. PCR em tempo real foi utilizado para quantificar a presenca de
bactérias totais, nitrato-, ferro- e sulfato-redutoras no aqiiifero. As bactérias nitrato-redutoras nao
foram detectadas corroborando com a auséncia de nitrito. As analises das bactérias ferro-, sulfato-
redutoras comprovaram a degradacdo anaerdbia caracteristica de ambientes subterraneos, além da
presenca dos metabdlitos ferro (1) e sulfeto. As maiores concentracGes de bactérias totais foram
observadas nos pontos com as maiores concentragdes do substrato BTEX, indicando intensa
atividade de biodegradacdo. Tanto no transporte vertical dos contaminantes quanto no horizontal,
notou-se um aumento de duas ordens de grandeza no nimero de células de bactérias totais nos
pogos com as maiores concentragdes de BTEX em relagdo ao controle (pogo sem contaminagao).
Portanto, este estudo mostra a importancia da biologia molecular ndo so para indicar a ocorréncia de
processos de biodegradacdo quanto para identificar regides onde estdo localizadas as fontes de

contaminagéo.

Abstract — Contaminated experimental areas with mixtures, gasoline - ethanol (10% v / v) (E10)
and diesel - biodiesel (20% v / v) (B20), were evaluated with the aid of molecular biology. We
carried out the traditional monitoring of concentrations of BTEX to monitor the transport of
contaminants. Real-time PCR was used to quantify the presence of total bacteria, nitrate-, iron- and

sulfate reducers in the aquifer. Nitrate-reducing bacteria were not detected corroborating the
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absence of nitrite. The analysis of iron bacteria, sulfate reducers demonstrated the anaerobic
degradation characteristic of the underground, and the presence of metabolites iron (I1) and sulfide.
The highest concentrations of total bacteria were observed in sections with the highest
concentrations of BTEX substrate, indicating intense biodegradation. Both the vertical transport of
contaminants and in the horizontal, it was noted an increase of two orders of magnitude in cell
number of total bacteria in wells with the highest concentrations of BTEX as compared to control
(well without contamination). Therefore, this study shows the importance of molecular biology to
indicate the occurrence of biodegradation processes and to identify regions where are located the

sources of contamination.
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INTRODUCAO

A contaminacdo do solo e das aguas subterraneas por compostos derivados de petrdleo tem
sido objeto de grande preocupacdo em paises industrializados. Um dos primeiros problemas a ser
reconhecido como de grande importancia é a contaminacdo das aguas subterraneas utilizadas para
abastecimento publico e domiciliar, além do comprometimento de aquiferos ou reservas
importantes de aguas subterraneas. Com isso, 0 gerenciamento das areas contaminadas se faz
necessario para minimizar os riscos a que estao sujeitos a populacdo e 0 meio ambiente. O processo
de identificacdo de areas contaminadas tem como objetivo a localizacdo das areas contaminadas, e
com a confirmacdo da contaminacdo, inicia-se 0 processo de recuperacdo, que tem como meta a
adoc¢do de medidas corretivas nessas areas (CETESB, 2001).

A escolha das técnicas de investigacdo de uma area contaminada é realizada em funcédo das
caracteristicas especificas de cada area a ser estudada. Os métodos geoquimicos e os geofisicos sdo
0s mais utilizados para identificar areas contaminadas por compostos organicos provenientes de
industrias petroquimicas. Estas técnicas sdo geralmente dispendiosas e normalmente utilizadas
conjuntamente para identificar os locais onde estdo as fontes de contaminacé&o.

Em solos e aguas subterraneas os decréscimos das concentracdes dos hidrocarbonetos séo
resultantes da acdo microbiologica sobre estes compostos. Portanto, outra abordagem utilizada para
detectar a contaminacgdo de uma area € avaliar a dindmica microbiana do local de interesse (YAGE,
et al., 2010). Com o avanco da Biologia molecular, pesquisadores tém descrito a estrutura das

comunidades microbianas e a atividade das espécies (CORGIE, et al.; 2006) e avaliado a



diversidade, abundéancia e consisténcia de comunidades microbianas presentes na biodegradacéo de
hidrocarbonetos em aquiferos (YAGI e MADSEN, 2009). Primeiramente, € realizado o isolamento
e amplificacdo (multiplicacdo) de DNA e RNA de amostras ambientais, utilizando técnicas como
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes (convencional, competitivo, em tempo
real) seguidas ou ndo de eletroforese (TTGE ou DGGE). Até o0 momento as técnicas de biologia
molecular tém focado na filogenia e confiado na seqiiéncia 16S rRNA (or 16S rDNA) para
identificar espécies bacterianas em amostras ambientais (BELLER, et al., 2002; DA SILVA E
ALVAREZ, 2004; BALDWIN et al., 2003).

Neste estudo, foi utilizado o método de PCR em Tempo-Real para identificar e quantificar
as comunidades microbioldgicas existentes em aguas subterr@neas contaminadas com
hidrocarbonetos de petréleo. A biologia molecular foi usada para avaliar se esta ferramenta pode ser
utilizada na identificacdo de fontes de contaminagdo durante a investigacdo de areas impactadas por
petréleo e seus derivados e também na observacdo dos processos de biodegradacdo ocorrentes

nestes locais.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

A area experimental estudada se situa na Fazenda Ressacada em Floriandpolis/SC (UFSC),
na regido de Tapera, proximo ao aeroporto Hercilio Luz. Foram realizadas liberagGes controladas de
derivados de petroleo em duas diferentes areas experimentais. Em uma delas foi derramado 100L da
mistura de diesel com biodiesel 20% (v/v) (B20), e na outra 100L da mistura de gasolina com etanol
10% (v/v) (E10). Desde entdo, as areas vém sendo monitorada com andlises de campo e
laboratoriais e avaliada a atenuagdo natural dos contaminantes injetados. Na area E10 ocorre
semanalmente injecdes de sulfato de sddio (Na,SO,) anidro, a fim de simular aqliferos com elevada
concentracédo de sulfato.

Segundo a CETESB (2001), na etapa de investigacdo confirmatdria, em areas suspeitas de
contaminagéo, a distribuicdo das substancias contaminantes deve ser investigada tanto no plano
horizontal quanto no vertical. Dessa forma, devem ser amostradas preferencialmente as
profundidades onde os contaminantes apresentem a maior probabilidade de estarem concentrados.
Para avaliar a dindmica microbiana em funcdo do transporte horizontal dos BTEX, na area B20, a
agua subterranea foi coletada a 3,0 m de profundidade em cinco pocos na regido da fonte de
contaminacdo. Os pocos analisados na &rea B20 foram: a fonte (F), onde foi liberado o combustivel

B20; um poc¢o 1,5m a montante da fonte (M); e trés pocos a jusante da fonte seguindo a pluma de



contaminacgdo (J1, J2, J3). Estes pocos foram escolhidos em funcéo da dire¢do do fluxo da &gua
subterranea indicada pela seta pontilhada na Figura 1. Na Figura 1 estdo representados 0s pocos
analisados na area B20, na profundidade em que as amostras foram coletadas, 3,0 m. Para avaliar a
dindmica microbiana em funcdo do transporte vertical dos BTEX, na area E10, a amostragem foi
realizada na fonte, pogo onde foi liberado o combustivel E10, nas diferentes profundidades, 2, 3, 4,
5 e 6m em relacdo & cota do terreno (F2, F3, F4, F5, F6) (Figura 2). Para se ter o controle, foi

coletado amostra em um poc¢o de uma area nao contaminada (B).
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Figura 1: Planta e corte da &rea B20 (80% de diesel e 20% de biodisel). Pogos analisados: Fonte (F), pocos a jusante (J) de F
(Jla 1,5mdeF;J2a25mdeF;eJ3a3,5mdeF)eum pogo a montante de F (M a 1,5m de F). A profundidade da
amostragem foi de 3m em relacéo & cota do terreno. Comportamento horizontal.
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Figura 2: Area E10, a amostragem foi realizada na fonte, pogo onde foi liberado o combustivel E10, nas diferentes
profundidades, 2m (F2), 3m (F3), 4m (F4), 5m (F5) e 6m (F6) em relacdo a cota do terreno. Comportamento vertical.

Analises quimicas

Para a avaliacdo do processo de biorremediagéo, 0s seguintes parametros foram analisados:
etanol, metano, sulfato (SO,%), brometo (Br), cloreto (CI), nitrato (NO5), fosfato (PO,%), acetato
(CH3COQ)) ion ferro (I1), sulfeto, oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxidagdo-reducdo (POR),
pH, e alcalinidade. As amostras dos compostos volateis (BTEX, etanol e metano) foram analisadas
em um cromatdgrafo a gas (HP modelo 6890 — série I1) com Headspace Autosampler HP — estatico
(modelo 7694) equipado com detector por ionizacdo em chama (FID). O método empregado para 0s
compostos volateis foram EPA 5021A combinado com o método EPA/8015D.

Os anions sulfato, brometo (Br), cloreto (CI), nitrato (NO3), fosfato (PO,>), sulfato (S0,4%)
e acetato (CH3COOQO") sdo analisados por cromatografia liquida (Dionex, modelo ICS — 1000),
equipado com detector de condutividade i0nica, e a coluna utilizada foi a AS22 (4x250 mm),
empregando-se o método 300,0 - USEPA.

As analises de ferro (Il) e sulfeto foram conduzidas em espectrofotdmetro HACH -
DR/2500, seguindo o método 3500 - Fe D (método 1,10 fenantrolina) para o ferro (I1) e 0 método
4500 — S2- D (método colorimétrico azul de metileno) para o sulfeto, conforme o Standard Methods
- APHA.



Para a determinacdo do oxigénio dissolvido e pH na &gua subterranea foram utilizado um
analisador de 4gua Micropurge® Flow Cell, modelo MP20-1380 e estes parametros foram medidos

€em campo.

Anélises microbioldgicas

Para a caracterizacdo da populacdo microbiana, ap6s a liberagdo dos combustiveis nas areas
experimentais, aproximadamente, 1 L de dgua subterranea foram coletados nos poc¢os de interesse.
Visto que grande parte da comunidade microbiana se encontra aderida ao solo, houve a necessidade
de se ter grande volume de agua subterranea coletada para se conseguir uma amostra representativa.
As amostras de 1L coletadas foram submetidas a uma filtracdo a vacuo utilizando Kitasato, bomba
a vacuo usando filtro Millipore de 0,22 um. Os filtros contendo o material microbioldgico de
interesse foram transferidos para a solucdo do Power Bead Tube do kit de extracdo de DNA MoBio
Power Soil™ kit (Carlsbad, CA) para entdo ser extraido o DNA.

Extracdo do DNA

De cada amostra de agua subterranea, os filtros contendo o material retido foram utilizados
para a extracdo de DNA. Nesta etapa, foi utilizado o DNA MoBio Power Soil™ kit (Carlsbad, CA)
e 0 DNA foi extraido de acordo com as recomendacdes do Kit. Apds o processo de extragdo, 100 pL
de DNA foi obtido e armazenado em frascos de 2 mL (Eppendorf), livres de DNA e RNA, e

estocados em freezer (-30°C, MidSci) para anélises em PCR quantitativo (qQPCR).

PCR em Tempo Real

As analises de biologia molecular foram realizadas utilizando os métodos de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (real-time quantitative polimerase chain reaction — RTQ-PCR).
RTQ-PCR foi utilizado para quantificar bactérias totais, Nitrato-redutoras, Ferro-redutoras (géneros
Geobacter e Peloobacter) e Sulfato-redutoras (o-Proteobacteria como Desulfovibrio,
Desulfomicrobium, Desulfuromosa, e Desulfuromonas)

A quantificacdo das bactérias totais foi determinada utilizando os primers BACT1369F e
PROK1492R e probe TM1389F os quais foram desenvolvidos por Suzuki et al., 2000. A
quantificacdo das bactérias redutoras de ferro (I11) foi obtida utilizando-se os primers 561F e 825R.
Bactérias redutoras de sulfato foram quantificadas utilizando os primers 361F e 685R. A
concentracdo das bactérias redutoras de nitrato foi estimada utilizando os primers nirK1F/ nirK5R e

nirS1F/ nirS6R. As sequéncias dos primers utilizados estdo mostradas na Tabela 1. As analises



foram realizadas no equipamento Mastercycler ep realplex (Eppendorf). Os Kits para reacdo de PCR
foram o Tagman e Sybr-Green (Applied Biosystems, EUA). Todos os primers e sondas foram
obtidos da empresa Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A, EUA). A concentracdo de
bactérias por amostra foi determinada de acordo com Da Silva e Alvarez (2004).

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para detectar bactérias totais, sulfato-redutoras e ferro-redutoras, juntamente com
reféncias que utilizaram estes primers

Primer Sequéncia Probe Referéncia

PROK1492R 5-GGW TACCTT GTTACGACT T-3°  TMI389F 5- /56- Suzuki et

BACT1369F 5-CGG TGA ATA CGT TCY CGG -3' FAMICTT GTACACACC 41 2000
GCC CGT C/RRHO 1/-3'

685R 5-ATC TAC GGA TTT CAC TCC TAC Stults et al.,
AR 2001

361F 5'-AAG CCT GAC GCA SCA A -3'

561F 5-GCG TGT AGG CGG TTT CTT AA -3' Stults et al.,

825R 5-TAC CCG CRA CAC CTAGTTCT -3' 2001

NIRS6-R 5-CGT TGAACTTRCCGG T -3
NIRS1-F 5'-CCT AYT GGC CGC CRC ART -3' Braker et al.,
NIRK5-R 5-GCCTCGATCAGRTTRTGG -3' 1998

NIRK1-F 5-GGM ATG GTK CCS TGG CA -3

RESULTADOS E DISCUSSAO

Monitoramento da pluma de contaminacéo

Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos de duas areas experimentais apos
uma liberagdo controlada dos combustiveis E10 e B20. Na &rea E10, as amostras foram coletadas
aproximadamente 150 dias ap0s o derramamento, e na area B20, 530 dias. Os dados foram obtidos
através do monitoramento da agua subterranea na regido da fonte das duas areas. Em B20 a agua
subterrdnea foi coletada & 3,0 m de profundidade em cinco pocos na regido da fonte de
contaminacdo (M, F, J1, J2, J3) . Na area E10, a amostragem foi realizada na fonte nas diferentes
profundidades, 2, 3, 4, 5 e 6m (F2, F3, F4, F5, F6). Amostras de pocos de uma &rea nao
contaminada (B) foram utilizadas como controle (testemunha). Estes pontos foram escolhidos para
ser observado o comportamento vertical e horizontal das comunidades microbianas em funcéo da

concentracdo de BTEX.



A Figura 3 B mostra que a pluma de BTEX da area B20 ainda se encontra na fonte e chega
até o terceiro poco, 2,5 m a jusante da fonte (J3). As maiores concentracbes de BTEX foram nos
pocos J2 e J3, com 1,24 a 1,39 mg/L, respectivamente. Ja na area E10, onde se tem uma
comparacdo entre os niveis de profundidade, encontraram-se valores de BTEX mais elevados. Isto
porque é um derramamento mais recente e a gasolina apresenta uma maior porcentagem de BTEX
do que o diesel liberado na area B20. Observa-se na Figura 3A que os compostos BTEX ainda estdo
sendo liberados (solubilizados) na area E10, com maiores concentracfes nos niveis superiores da
fonte (86,06 mg/L a 2 m) e menores nos niveis mais profundos (9,44 mg/L a 6 m). O nivel F4 foi o
unico ponto observado com alta concentracdo de etanol (5,05 mg/L). No poco controle ndo foi
detectado BTEX.

Biologia Molecular

As analises de biologia molecular foram realizadas em amostras de agua subterranea
utilizando gPCR. As comunidades microbianas avaliadas neste trabalho referem-se a grupos de
bactérias associadas com a biodegradacdo dos BTEX. Por exemplo, o benzeno, que é o composto
mais toxico e recalcitrante entre os BTEX pode ser biodegradado anaerobicamente em condicGes
desnitrificantes (RABUS e HEIDER, 1998), redutoras de ferro (KANE, et al., 2002) e redutoras de
sulfato (ANDERSON e LOVLEY, 2000; COATES et al., 1996). Portanto, analises de bacterias
totais (16S rDNA), redutoras de ferro, redutoras de sulfato e redutoras de nitrato foram utilizadas
para a caracterizacdo molecular de aquiferos contaminados. Com este estudo também ha a tentativa
de demonstrar que os decréscimos das concentrac@es dos contaminantes nas aguas subterraneas sdo
resultantes da agdo microbioldgica ao invés de ocorrer exclusivamente por processos abioticos.

Na Figura 3C, esta representada a quantidade de bactérias totais nas diferentes
profundidades da regido da fonte da area E10. Nos niveis F2 e F4 foram observados os maiores
nameros de células por mL. Nas amostras dos pocos mais profundos, F5 e F6, detectou-se um
menor numero de bactérias totais, com duas ordens de grandeza abaixo dos niveis superiores. No
controle foi observada a menor concentracdo de bactérias totais. Este resultado, ao ser comparado
com as concentragdes de BTEX, mostrou forte correlacdo. Notou-se que, quanto maior a
concentracdo de BTEX (Figura 3 A), maior foi a quantidade de bactérias totais encontradas (Figura
3C). No estudo de Baldwin e colaboradores (2008) foi observada positiva correlacdo entre copias de
genes aromaticos oxigenases com a concentracao total de BTEX. Estes genes nao foram detectados
em pocos fora da pluma de contaminacao.

Em B20, as bactérias totais foram detectadas em maiores concentracdes no ponto onde foi
liberado o contaminante (F) e em dois pocos a jusante (J1 e J3) desta fonte. No pogo a montante



(M) e um a jusante (J1), observou-se as menores quantidades de bactérias totais. O controle
apresentou a menor concentracdo de bactérias totais. Quando relaciona este resultado com as
concentracfes de BTEX, percebe-se que comunidades microbianas acompanham o fluxo e direcéo
da contaminacdo e se encontram dentro e nas bordas da pluma. Hendrickx et al. (2006),
demonstraram transferéncia horizontal dos genes catabolicos de degradacdo dos BTEX (tmoA e
xyIM ) no aqifero.

As bactérias nitrato-redutoras ndo foram detectadas, corroborando com a auséncia de nitrito
nas duas areas estudadas (dado ndo mostrado). Em B20, as maiores concentragdes de bactérias
redutoras de ferro e de sulfato foram também observadas na regido de maior massa de contaminante
BTEX (Figura 3B e Figura 4B). Nesta regido foram detectados ferro (I1) e o sulfeto (Figura 4A).
Estes resultados sugerem que as atividades de ferro e sulfato reducdo sdo existentes nesta regiao,
mas ndo predominantes, visto que estas comunidades representaram menos de 1 % das bactérias
totais. Em E10, ndo foram encontradas bactérias ferro- e sulfato-redutoras em nenhum nivel da
fonte, apesar de observar a presenca dos compostos ferro (1) e sulfeto. Estes anions foram
detectados em funcéo de dissolucdo quimica (acidificacdo do meio) e da intensa atividade bioldgica
e formacao de &cidos organicos (e.g. acetato) (DA SILVA e CORSEUIL, 2008).
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Figura 3: Concentracdo dos compostos BTEX da area E10 (A) e da area B20 (B); bactérias totais da area E10 (C) e da area
B20 (D). As setas indicam o ponto onde foi liberado os contaminantes. Os dois gréaficos da esquerda mostram a area em que
foi feita a analise vertical com amostras de diferentes profundidades na fonte F (F2 a 0,5m do nivel da 4gua, F3 a 1,bm, F4 a
2,5m; F5 a 3,5m e F6 a 4,5m do nivel da agua). Os graficos a direita mostram pocos a jusante (J) da fonte F (J1a 1,5m de F;
J2 a25mdeF; eJ3a35mdeF)eum poco a montante (M a 1,5m de F). A letra B (branco) indica o ponto controle dos
experimentos.
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Figura 4: Concentracéo dos compostos ferro (I1) e sulfeto (A) da area B20; bactérias ferro- e sulfato-redutoras da area B20

CONCLUSOES

Neste trabalho, duas areas experimentais contaminadas com mistura de gasolina com etanol
(10% v/v) — E10 e outra com mistura de diesel com biodiesel (20% v/v) foram avaliadas. O
monitoramento das concentracdes dos compostos BTEX foi utilizado para acompanhar o transporte,
horizontal e vertical, dos contaminantes. A quantificacdo das bactérias totais através do PCR
quantitativo em tempo real serviu para identificacdo de contaminantes e também para demonstragdo
dos processos de biodegradacdo ocorrentes. As andlises das bactérias ferro-, sulfato-redutoras
comprovaram a degradacdo anaerdbia caracteristica de ambientes subterraneos, além de justificar a
presenca dos metabdlitos ferro (I1) e sulfeto. Bactérias nitrato-redutoras ndo foram detectadas, o que
corrobora com a auséncia de nitrito. Ainda com os resultados obtidos da biologia molecular pode-se
observar uma forte correlacdo entre concentracdo de BTEX e a quantidade de bactérias totais.
Quanto maior a concentracdo de BTEX detectada, maior foi numero de células encontradas. Tanto
no transporte vertical dos contaminantes quanto no horizontal, notou-se um aumento de duas ordens
de grandeza no nimero de células de bactérias totais nos po¢os com as maiores concentragdes de
BTEX em relacdo ao controle (pogo sem contaminacao). Portanto, este estudo mostra a importancia

da biologia molecular ndo s6 para indicar a ocorréncia de processos de biodegradacdo quanto para



identificar regides onde estdo localizadas as fontes de contaminagdo. Novos estudos estdo em
andamento na Fazenda Ressacada para demonstrar a importancia do biomonitoramento desde o
inicio da investigacdo até as fases finais de demonstracao de que as areas inicialmente impactadas ja
foram recuperadas. Estes estudos pretendem indicar a viabilidade da utilizacdo de técnicas de
biologia molecular como ferramenta indicativa da presenca de fontes de contaminagdo diminuindo

assim os custos da utilizagdo das outras técnicas convencionais de investigacéao.
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