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Resumo:

As perdas ao meio condicionadas pela intensa utilizagdo de derivados de petroleo, desde o refino até a
distribui¢ao, representam um problema de extensio mundial de contaminagdo de solo e agua
subterranea. A necessidade crescente de espacos aptos a ocupagdo humana em areas densamente
urbanizadas requerem avangos tecnoldgicos dos processos de remediagdo a obtencdo de resultados
efetivos para a minimizagao dos impactos ambientais. Neste contexto, a realiza¢do de projetos eficazes
de biorremediagdo, que privilegiem a identificacdo e taxas de degradacdo bacterianas em ambiente
tropical potencializam as agdes remediadoras, como serd demonstrado a seguir. Para esse trabalho
foram coletadas amostras de solo e dgua subterranea de uma area contaminada com 6leo Diesel e BPF,
identificadas as linhagens de bactérias por meio de DNA ribossomal 16s e construidos microclimas
para medir as taxas de biodegradagdo desses contaminantes. Como resultado foram identificadas
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas sp. ¢ Brevundimonas sp. ¢ a taxa de degradagdao dos
contaminantes foi de 14,39 mg/dia, mostrando um aumento de 7 vezes em relagdo a taxa da amostra
controle. Tais resultados mostram a fundamental importancia do género Pseudomonas associado a um
ambiente geoquimico propicio ao metabolismo microbiano para potencializagdo de projetos de
biorremediacao e remediagao.

Abstract:

Soil and groundwater contaminations by oil products are worldwide problems. The increasing need for
human occupation in super-populated countries requires new technological advances in remediation
techniques. Studies in bioremediation usually do not privilege taxa identification and bacterial
degradation rate in tropical environments. Such studies, carried out in Europe and United States, are of
extreme importance for the production of efficient bioremediation projects in the field. In this study, we
collected soil and groundwater samples from an area contaminated with diesel oil and BPF, and we
identified the bacteria lineages by means of 16s ribosomal DNA. We also measured degradation rate
from those substances using the bacteria community previously described. We identified Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas sp. and Brevundimonas sp. And the contaminant degradation rate was 14,39
mg/day which is 7 times superior that the control test. The results reinforce the importance of
Pseudomonads for bioremediation projects associated with geochemical optimal microenvironment.
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1. Introducdo:

A contaminag@o por derivados de petroleo em agua subterranea constitui hoje um problema de
grande escala, que causa impactos ao meio ambiente e a saude dos seres vivos, especialmente do
homem (Rodriguez-Martines et. al, 2006). A necessidade crescente de espacos aptos a ocupacao
humana em areas densamente urbanizadas requerem avangos tecnoldgicos dos processos de
remediacdo a obtencdo de resultados efetivos para a minimizagdo dos impactos ambientais. Quando
devidamente aplicada, a biorremediagdo apresenta grande viabilidade em aqiiiferos de ambientes
tropicais.

Em solo e dgua subterranea, uma enorme gama de bactérias e fungos (hidrocarbonoclasticas)
pode utilizar esses hidrocarbonetos como fonte de carbono para crescimento ou outras fungdes
metabolicas, produzindo gas carbonico e dgua (Lin, 1996). No meio ambiente esses microorganismos
sdo os agentes primarios da degradagdo desses compostos organicos € a manipulacdo da eficiéncia
desse processo ¢ o principio basico de projetos eficazes de biorremediagao.

Os estudos atuais no campo da microbiologia para biodegradacao sdo carentes de praticas de
identificacdo das comunidades bacterianas tipicas de solos e dgua subterranea em ambiente tropical,
verificando-se nas aplicagdes de projetos um destaque a obtengdo de parametros fisicos necessarios ao
dimensionamento das técnicas de remediacdo (air-sparging, bioventing, etc) em detrimento dos
microbiologicos, 0 mesmo ocorrendo para a avaliagdes de eficacia.

Por outro lado, extensas pesquisas sdo realizadas por grupos americanos € europeus para
identifica¢do e melhoramento de comunidades bacterianas em solos temperados, como 0s experimentos
relatados por Sohnger (1916 apud Bushnell & Hass) e aperfeicoamentos feitos por Bushnell & Hass,
1941, Zobel, 1946, Komagata, 1964, entre outros, até o periodo contemporaneo.

A determinacdo especifica da composicao da comunidade bacteriana ¢ importante, propiciando
a identificagdo das bactérias e o conhecimento dos metabolismos. Outro dado experimental de grande
importancia ao projeto e execucdao de sistemas de biorremediacdo ¢ a taxa de degradagdo, que ¢ a
medida direta ou indireta da transformacdo de contaminantes a substancias elementares (gas carbonico
e agua) por um periodo de tempo. O método mais conhecido e também o utilizado nesse trabalho ¢ o
teste respirométrico de Bartha (Atlas & Bartha, 1992), com diversos microclimas produzidos com solo
e dgua subterranea do local contaminado.

Neste contexto trabalhos que privilegiem a identificacdo e taxas de degradagdo bacterianas,
como a apresentado a seguir, permitem as prever prazos as agdes remediadoras. Com isso, abre-se a
possibilidade de manipulagdo dos processos de biorremediagdo, com melhoramento da eficiéncia de
degradacdo, bioaumentacdo e aplicagdo de biotecnologia em campo, focadas em bactérias e
contaminantes previamente conhecidos concatenados as solugdes pré-projetadas.

Neste trabalho, as bactérias especificas para degradacdo de hidrocarbonetos (6leo BPF e
diesel), encontradas em solo e agua subterranea de um local contaminado, foram identificadas por meio
de técnicas moleculares (DNA ribossomal) e as taxas de degradagdo in vitro foram avaliadas sob
diversos microambientes.

2. Material e métodos:

2.1.  Identificacao:

Amostras de solo e agua subterranea contaminados com hidrocarbonetos de petroleo foram
coletadas em uma area retalhista de estocagem e distribui¢do de 6leos combustiveis no Estado de Sao
Paulo e, a partir dessas, foram isolados e avaliados microrganismos capazes de utilizar 6leo BPF ¢
Diesel como unicas fontes de carbono, separadamente. Em resumo, 2 aliquotas de 5 g da amostra de
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solo foram suspensas em meio mineral contendo ou 10 g/ de BPF ou 10 g/L de Diesel e incubadas
(200 rpm, 30 °C) por 14 dias. Apds este periodo a amostra foi diluida (dilui¢do seriada) e plaqueada em
meio Luria-Bertani (LB). A fungdo dessa etapa ¢ separar as unidades formadoras de colonia de
morfologias diferentes, produto do consumo dos compostos organicos de interesse como fonte tinica de
carbono, fazendo uma pré-separagao de espécies.

As colonias encontradas na pré-selecdo foram entdo tratadas para seqiienciamento, visando a
identificacdo das bactérias por comparagdo em banco de dados. O DNA gendmico foi extraido de
acordo com o método descrito por Ausubel et al. (1992). As reacdes de amplificagdo foram realizadas a
uma temperatura inicial de desnaturagdao de 94°C por 2 minutos, e subseqiientes ciclos de desnaturagdo
a 94°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, sendo este
ciclo repetido por 35 vezes. Foram utilizados os iniciadores 27F (Lane, 1991) 5’AGA GTT TGA TCM
TGG CTC AG 3’ e 1401R (Heuer et al., 1997) 5’CGG TGT GTA CAA GAC CC 3".

Os cromatogramas das seqiiéncias de rDNA 16S foram analisados através da ferramenta ABI
Chromatogram do programa Bioedit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). Foi verificada a
qualidade das seqiiéncias, analisando-se a defini¢cdo dos picos correspondentes a cada nucleotideo, em
caso de seqiliéncias de baixa qualidade, a reagdo de seqlienciamento foi repetida. Apods isso as
seqiiéncias foram avaliadas, utilizando-se o sistema BLASTN 2.2.14 (Altschul et al. 1997)
(www.ncbi.nlm.nih.cov/BLAST/).

As amostras foram nomeadas:

e Diesel: MS3 e MS5
e BPF:MSI e MS9

2.2.  Taxas de Biodegradagao:

O processo laboratorial para a analise das taxas de degradagdo produzidas pelos microambientes
produzidos tentou reproduzir o ambiente original. Foi utilizado o método respirométrico (Atlas &
Bartha, 1992) para os testes de avaliagdo de taxas de degradagdo, que consiste da medi¢do da evolugdo
de CO; em sistema aberto por titulacdo (Figura 1). Frascos ambar com 0,5 L de 4gua subterranea e 2
Kg de matriz de solo do local de coleta das amostras foram adicionados de um sistema de air-sparging
monitorado por micro-rotdmetros digitais. Antes de entrar no sistema o ar era completamente isento de
CO,, pois passava por uma série de frascos contando hidroxido de sdédio. Todo o gas carbdnico
produzido no sistema provinha de metabolismo bacteriano e era introduzido aos frascos lavadores
contendo hidroxido de bario para aprisionamento do CO, produzido e posteriormente titulado. Os
compostos organicos foram avaliados por cromatografia gasosa.

Foram produzidos 10 microambientes sendo 4 controles e 6 testes (Tabela 1). A matriz dos
microambientes foi formada utilizando solo contaminado, solo estéril ¢ solugdo de nutrientes. As
misturas de solo contaminado e estéril foram feitas visando aproximar a distribuicdo espacial de
concentracao de contaminantes na matriz. Quanto maior a porcentagem de solo estéril, menor o teor de
compostos, e vice e versa. A solu¢do de nutrientes tem o efeito de verificar se o suporte desses
componentes no meio esta adequado ou ndo. Caso a producdo de gas carbonico ndo seja alterada pela
adicao de solugdo nutritiva, a matriz do aqiiifero estd apta ao crescimento bacteriano 6timo.

Tabela 1. Microambientes de Biorremediagao
Frasco Conteudo
1 25% TC, 75% TE, N
2 TC, N (controle de nutrientes)
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3 75% TC, 25% TE, N

4 TE (amostra controle)

5 50% TC, 50% TE

6 50% TC, 50% TE, N

7 25%, TC, 75% TE

8 TC (amostra controle)

9 75% TC, 25% TE

10 TE, N (controle de nutrientes)

Legenda:

TC: porcentagem de solo contaminado da area + agua subterranea

TE: porcentagem de solo estéril (esterilizado por autoclave) + dgua deionizada
N: solugdo contendo mistura de Potassio, Nitrogénio e Fosforo.

Ertracia te ar

Frazcos
coim haOH

Saitta de ar

Frascos lavadores de gases
contendo BalOH) > para
aprisionamenta de G032

Microambierte de biorremedisgio

_ A
Figura 1. Sistema Respirométrico

3. Resultados:

3.1.  Identificacdo e alinhamento:

O alinhamento da amostra MS1 em compara¢do com o banco de dados mundial mostrou que
a seqliéncia apresenta 97% (679/694) de identidade com Pseudomonas stutzeri. Para a amostra MS3
ndo houve identidade estatisticamente significativa, para a amostra MS5 a identidade foi de 89%
(607/682) com Brevundimonas sp. ¢ a amostra MS9 a identidade foi de 96% (685/711) foi com
Pseudomonas sp..

A Figura 2 apresenta a arvore filogenética, relacionando os microrganismos encontrados.
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| MS-5
— Caulobacter sp K31
P aeruginosa PA7
t P fluorescens Pf-5
P syringae 148
- P mendocina ymp
P fluorescens PfO-1
r MS-1
'Ms-9
H P entomophila L48
P putida GB-1
P putida KT2440

MS-3

0.05
A barra de escala representa o nimero de mudangas por seqiiéncia de nucleotideo
Figura 2. Filograma ndo-enraizado obtido por neighbour-joining das seqliéncias de 16S rDNA do
Genbank.

Os alinhamentos indicaram que o isolado MS5-1 apresenta alta identidade de nucletideos com a
linhagem Brevundimonas sp.. No filograma ¢ possivel observar que os isolados MS-1 e MS-9 estdo em
um mesmo grupo do género Pseudomonas e a linhagem MS-5 junto com o genéro Caulobacter. Além
disso, o fato de MS-1 e MS-9 estarem enraizadas em apenas um grupo indica que talvez sejam a
mesma linhagem. O isolado MS-3 ficou muito distante filogeneticamente das linhagens de
Pseudomonas, assim, para classificar essa linhagem, estudos mais profundos seriam requeridos.

3.2. Taxa de Degradacao:

Os resultados de degradacdo confirmados pela titulacdo do gas carbdnico aprisionado no sistema e pela
cromatografia apresentam no microambiente contendo somente terra contaminada a maior taxa
encontrada nesse experimento, da ordem de 14,39 mg por dia (Frasco 8). Todos os outros
microambientes apresentaram taxas inferiores a essa dando indicios da capacidade do aqiiifero e solo
do local estarem aptos a autodeputragao somente com auxilio de air-sparging. (Figura 3). A adigdo de
nutrientes nao foi eficaz no aumento da taxa de degradagao.
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DEGRADACAO DE CONTAMINANTES
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TEMPO H
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Legenda: Tempo em horas, TC % de terra contaminada, TE % de terra estéril, N solugdo de nutrientes
Figura 3. Degradagdo dos Contaminantes

Os microambientes contendo concentragdo menor de compostos organicos, ou seja, aqueles
misturados com terra estéril obtiveram taxas menores de degradacdo, indicando que mesmo em
concentracdo maxima de compostos organicos as bactérias ainda possuiam capacidade degradativa
maxima.

A taxa maxima encontrada (Frasco 8) € 7 vezes superior em relagdo ao microambiente contendo
terra estéril e nutrientes (Frasco 10) e 4 vezes superior que o microambiente contendo metade da
concentracao de compostos organicos (Frasco 5).

4. Discussdo:

As determinagdes dos géneros bacterianos associados aos microambientes criados neste estudo
sdo o alicerce para o conhecimento do metabolismo microbiano e definicdo das taxas de
biodegradagdo. Isso proporciona um dimensionamento efetivo de projetos de remediacao, ajustando-se
as condigdes geoquimicas do meio as taxas Otimas de crescimento bacteriano e catabolizagdo dos
compostos organicos de interesse.

A descricao das carcateristicas fisiomorfoldgicas e bioquimicas dos géneros encontrados nos
mostram o potencial biodegradativo e biotecnologico dos mesmos:

O género Brevundimonas anteriormente era descrito como Pseudomonas diminuta e
Pseudomonas vesicularis (Ryu et. al, 2007). Nesse estudo Ryu e colaboradores descrevem uma nova
espécie de bactéria do mesmo género, isolada de sistemas de tratamento de efluentes por lodo ativado,
capaz de remover fosforo. Sdo bactérias aerobias, Gran-negativas, que t€ém seu crescimento 6timo a
30°C entre pH 7,5 e 8,5 ¢ com tamanho variavel de 0,3 a 2,0 um. Nessas condi¢des, 0s nitratos sao
reduzidos a nitrito com producdo de gas nitrogénio; ndo existe sistema para utilizagcao de H,S e citratos.
O metabolismo desse género consegue catabolizar compostos com nimero de carbonos de 4 a 17 em
suas cadeias (Ryu et. al, 2007).

A espécie Pseudomonas stutzeri ¢ Gran-negativa e tem como principal caracteristica a
capacidade de denitrificacdo. Suas células t€ém formato de bastdo, 3 um de comprimento por 0,3 pm de
largura, e possuem um flagelo. S3o microrganismos produtores de adesina, formando biofilmes com
alta resisténcia a cisalhamento. A temperatura Otima de crescimento ¢ 35°C. Seu metabolismo
preferencial ¢ aerdbio, mas com complexos de nitrato como Unica fonte energética, o metabolismo
pode se tornar facultativo ou mesmo, em sub-espécies, anaerobio.
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A literatura (Lalucat et. al, 2006) reporta que os processos mais importantes de Pseudomonas
stutzeri relacionados a biorremediacdo sdo: ciclagem de metais e degradacdo de compostos organicos
xenobiodticos (6leos e pesticidas).

Nesse mesmo estudo os autores reportam que esse microorganismo tem alto poder de biosor¢ado
e resisténcia a altas concentragdes dos seguintes metais: aluminio, cromo, cobalto, cobre, manganés,
niquel, selénio, prata, titdnio e zinco. Os mecanismos pelos quais esses metais sdo submetidos no
citoplasma bacteriano encontram-se em estudos. Sabe-se que em ambientes com muita prata, sulfetos
de prata inertes sao encontrados no citoplasma desses seres.

van Beilen e colaboradores 2004 demonstraram em estudo que uma area contaminada com
gasolina, das 297 espécies de bactérias identificadas, as do género Pseudomonas perfaziam 89% do
total. Dessas 264 Pseudomonas, P. stutzeri era a terceira mais abundante.

Uma linhagem especial, sub-espécie de Pseudomonas stutzeri nomeada KC (Tatara, 1993),
isolada de aqiiifero contaminado, consegue mineralizar tetracloreto de cabono a gas carbonico e agua
em anaerobiose, sem formacao de cloroférmio. Estudos preliminares de bioaumentagdo dessa espécie
na biorremediagdo de aqiiiferos contaminados com tetracloreto de carbono (Witt et al., 1999)
apresentaram resultados 6timos, onde o produto foi degradado até niveis ndo detectaveis.

Outra linhagem com grande potencial biotecnologico ¢ a JJ, isolada em area contaminada por
1,2-dicloroetano (Djik et al., 2003). Esse organismo em anaerobiose ¢ capaz de degradar esse composto
a gas carbonico e dgua. Os autores ainda indicam um potencial de degradacdo para outros compostos
halogenados de interesse.

Outros tipos de contaminantes sdo citados por Lalucat e seus colaboradores. Os contaminantes
aromaticos como o benzeno e seus derivados (PCB’s, PAH’s , benzo-a-pireno e benzo-b-fluoranteno)
estdo na lista TOP 10 de substancias mais perigosas do mundo (1997). A capacidade das Pseudomonas
em degradar o benzeno e seus derivados em meio aerdbio ¢ bem descrita na literatura. J4 no caso
especial da Pseudomonas stutzeri, a literatura descreve que essa bactéria consegue catabolizar,
formando gas carbdnico, agua ou intermediarios menos poluentes, os seguintes compostos: mono e di-
halogenados (Kozlovsky et al, 1993), fluoreno (Stringfellow & Aitken, 1994), naftaleno e metil-
naftaleno (Garcia-Valdés et al., 1988), PCB’s (Dingle et al., 2001, Fedi et al., 2001), entre outros.

A taxa de degradag¢do encontrada ¢ experimental em condigdes semi-controladas. O valor
maximo encontrado por esse trabalho ¢ de 14,39mg/dia, encontrado no microambiente somente
contendo o solo contaminado e agua subterrdnea. A adi¢do de nutrientes ndo apresentou resposta
efetiva, demonstrando que o ambiente ja tem o suprimento de nutrientes necessario para a taxa dtima
de biodegradagdo. Essa taxa ¢ 7 vezes maior que a encontrada no controle do experimento e 3 vezes
maior que a encontrada quando o microambiente tinha metade da concentragdo dos contaminantes,
Frasco 5 (50% TC, 50% TE).

As taxas de degradagdo podem ser aumentadas por diversos sistemas auxiliares. Para
microorganismos dois processos sao conhecidos a bioestimulacdo e a bioaumentagdo. A bioestimulagdo
¢ o uso de sistemas externos ao meio para aumento da taxa metabolica de organismos autdctones
(Atlas, 1997). A bioaumentacao ¢ o uso de concentrados bacterianos autoctones ou aloctones, que serao
inseridos no meio para que o composto contaminante seja biodegradado. Para que esses dois processos
sejam efetivos, o conhecimento das linhagens e de seus metabolismos ¢ de extrema importancia, pois
somente dessa forma se sabera o que injetar no meio e que tipo de metabolismo bacteriano sera
utilizado para a degradacao de cada composto.

Pelas caracteristicas do género Pseudomonas, condi¢des de crescimento e caracteristica de solo
e dgua subterranea, a bioaumentagao especifica para esse microorganismo pode ser util para o aumento
dessa taxa de degradacdo em campo.
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5.

Conclusoes:

A identificacdo do género Pseudomonas sp. nas amostras dessa area ¢ de grande relevancia a
potencializa¢dao do projeto de biorremediagao, conforme demonstrado pela taxa de degradacao
obtida em laboratorio.

A taxa maxima de biodegradacgao obtida a partir dos diversos microambientes experimentais foi
de 14,39mg/dia, sendo 7 vezes superior em relacdo a amostra controle.

A bioaumentagdo do género Pseudomonas sp. podera ser a técnica aplicada para a area em
questdo, que potencializard a biodegradacao dos compostos organicos de interesse existentes no
solo e 4gua subterranea.
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