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EVALUATION OF THE EFFICIENCY OF DETERIORATION OF AROMATIC HYDROCARBONS BY BACTERIA FROM
WASTEWATER TREATMENT PLANT OF OIL REFINERY. Three bacterial strains were isolated from the activated sludge system
of petroleum refinery wastewater, identified by partial sequencing of 16S rDNA, and classified as Acinetobacter genomospecies 3,

Bacillus pumilus, and Bacillus flexus. The degradation efficiency of aromatic hydrocarbons was evaluated by gas chromatography with

a flame ionization detector. In a mineral medium containing anthracene and phenanthrene and the consortium of microorganisms, the

removal efficiency was 96% and 99%, respectively, after 30 days. The good rate of hydrocarbon degradation proves the operational
efficiency of the microbial consortium in treating effluents containing these compounds.
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INTRODUCAO

A dgua € reconhecida como um dos bens naturais mais impor-
tantes do planeta. Devido a crescente degradagao dos corpos d’dgua,
as preocupacdes com o seu uso e destino tém mobilizado pessoas de
vdrias dreas do conhecimento visando sua preservacao.!

A dgua, muitas vezes, considerada como recurso natural renovavel
e infinito, € um recurso ambiental limitador do desenvolvimento sus-
tentdvel. Os grandes problemas de escassez sao relacionados, muitas
vezes, a utilizacdo em quantidades superiores ao volume disponivel,
seja na utilizag@o por industrias, agricultura ou até mesmo devido
ao aumento populacional.”

Houve avangos em relac@o a conservacio da qualidade das dguas
superficiais e subterraneas. O interesse dos setores publico e privado
por assuntos ambientais resultou na criagdo de vdrias organizacdes
governamentais e ndo governamentais que hoje debatem, estabele-
cem normas e discutem préticas de minimizacdo e remediacdo de
substincias quimicas potencialmente poluentes.®

O interesse da comunidade académica e a criacdo de orgdos de
protecio ambiental, como a Environmental Protection Agency (EPA),
nos Estados Unidos, e o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), no Brasil, promoveram um crescimento de pesquisas
envolvendo monitoramento de contaminantes organicos em diversas
dreas ambientais.*

Muitos produtos organicos sdo descartados diariamente nos
corpos hidricos, provenientes de esgotos domésticos e da atividade
industrial (como, sidertrgicas, industrias farmacéuticas e automo-
bilisticas e refinarias de petrdleo). As atividades industriais sdo as
que mais contribuem para a contaminagdo ambiental, uma vez que
empregam grandes volumes de dgua e, consequentemente, geram
grandes quantidades de efluentes liquidos contendo espécies toxicas
ou de degradacdo lenta e/ou dificil. Estes efluentes sdo descartados,
principalmente, em rios e mananciais de uso multiplo, que tem como
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principal e mais nobre uso o consumo humano.’

O petréleo representa a principal fonte de combustivel da huma-
nidade e as operagdes de exploragdo, transporte, refino e distribuiciio
representam potenciais fontes de polui¢do ambiental.® Sendo um dos
setores industriais para o qual o enquadramento as normas ambientais
se torna mais urgente. A industria do petréleo tem nos seus sistemas
produtivos vdrios processos nos quais as correntes de efluentes
hidricos contém altas quantidades de compostos toxicos, que provo-
cam danos ao meio ambiente. Assim, € necessario buscar formas de
diminuir a presenga destas substancias nos efluentes da industria de
petrdleo ou desenvolver processos que permitam a remog¢ao destas
moléculas nos efluentes.

A contaminagdo da dgua por hidrocarbonetos policiclicos aroma-
ticos (HPAs) e os métodos para sua eliminacio tém sido estudados
em todo mundo pelo fato destas substancias serem contaminantes
onipresentes, originados, principalmente, nos processos de refino de
petréleo.” Para a remoc@o de hidrocarbonetos aromdticos de dguas e
efluentes tém sido usados processos fisico-quimicos, como auto e fo-
toxidag¢@o, ozonizagdo, adsorcdo e processos bioldgicos.® Entretanto,
aremediagdo natural € a forma mais barata de atenuagio e vem sendo
desenvolvida como tecnologia de recuperag@o de dreas impactadas.
Esta técnica baseia-se em mecanismos envolvendo processos fisicos,
quimicos e bioldgicos sem a interven¢do humana, de tal maneira a
reduzir a concentracdo dos contaminantes.’

Entre as técnicas de remediag@o natural, a biorremediacdo vem
sendo bastante usada na recuperagdo de ambientes impactados por
hidrocarbonetos de petréleo por utilizar o potencial metabdlico
de microrganismos e diminuir o cardter t6xico dos compostos
contaminantes.'”

A maioria dos microrganismos nao possui a capacidade de degra-
dar hidrocarbonetos ou hidrocarbonetos aromaticos como fonte de
carbono e energia, justificando a necessidade de se isolar e selecionar
microrganismos degradadores de HPAs.!!' O isolamento de linhagens
puras de bactérias e fungos capazes de metabolizar hidrocarbonetos
policiclicos aromdticos vem sendo realizado desde a década de 1950,
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mas somente nos ultimos anos tem sido dada ateng@o ao estudo de
consércios microbianos como agentes degradadores de HPAs, que
tém se mostrado mais efetivo na degradac@o destes compostos do
que as linhagens puras. A maior capacidade de degradacdo dos
consodrcios microbianos aumenta a possibilidade de elaboragdo de
processos de biorremediagdo mais efetivos, com a eliminagéo total
dos contaminantes do ambiente.

A alta dependéncia humana em relagdo a dgua e sua relativa
disponibilidade fazem com que seja necessdrio evitar tanto o seu
gasto excessivo quanto a contaminacio dos corpos hidricos. Assim,
¢ necessdrio desenvolver ferramentas e tecnologias que possibili-
tem uma melhor compreensdo dos mecanismos de degradacdo dos
principais compostos téxicos e a redugio da contaminacio da dgua,
minimizando os impactos ambientais, com uso racional e reutilizacdo
de dgua residual, sempre que possivel.

Neste estudo, trés cepas de bactérias isoladas de lodo bioldgico
coletado a partir de uma estagao de tratamento de efluentes de uma
refinaria de petréleo foram identificadas. Ap6s o sequenciamento
parcial do gene rDNA 168, avaliou-se a eficiéncia de degradacao de
antraceno, fenantreno e naftaleno como uma fonte tnica de carbono
por meio de cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (CG-DIC).

PARTE EXPERIMENTAL
Isolamento de bactérias

O lodo biolégico da refinaria de petrdleo foi coletado do fundo do
decantador. Uma amostra de 10 g deste lodo biolégico foi centrifugada
a10.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e esterilizado
por autoclavagdo a 121 °C por 1,5 atm por 15 minutos para ser usado
como meio de crescimento. Foram reservados 10 g de sedimento para
serem usados como inéculo. O sobrenadante esterilizado (100 mL) foi
enriquecido com naftaleno, fenantreno ou antraceno na concentragao
final de 250 mg L'. Os frascos foram inoculados com o sedimento
e incubados a 37 °C com agitacao de 250 rpm por 4 semanas. As
culturas foram, entdo, plaqueadas em meio mineral (MM) contendo (g
L") 0,04 CaCl, 2.H,0; 0,1 KH,PO,; 0,8 NaCl; 1,0 NH,Cl; 0,2 MgSO,
7.H,0; 0,1 KCl, e (mg L) 0,1 CoCl, 6.H,0; 0,425 MnCl, 4.H,0;
0,05 ZnCl,; 0,015 CuSO, 5.H,0; 0,01 NiCl, 6.H,0; 0,01 Na,MoO,
2.H,0; 0,01 Na,SeO, 2.H,0, pH 7,0 ajustado com HCl e enriquecido
com naftaleno, fenantreno ou antraceno na concentra¢do (250 mg
L"), para isolamento de colonias. Foram isoladas trés colonias, uma
de cada meio seletivo contendo antraceno, fenantreno ou naftaleno,
selecionadas apenas por diferencas morfoldgicas.

Amplificacio do gene 16S rDNA e analise filogenética

Os microrganismos isolados foram cultivados em 10 mL de meio
LB liquido (triptona 1%, NaCl 1% e extrato de levedura 0,5%) a 37
°C, 250 rpm por 18h, como descrito em Sambrook er al.'? A extra¢do
do DNA realizada foi como descrita por Ledo et al.'”> O DNA total
dos microrganismos isolados do lodo biolégico foram amplificados
por PCR utilizando o kit MicroSeq® 16S rDNA Full Gene (Applied
Biosystem). A reacéo foi realizada em termociclador Veriti 60-well
Thermal Cycler (Applied Biosystem), com volume final de 30
uL, contendo 10 ng de DNA e 15 uL da mistura de primers do kit
MicroSeq® 16S rDNA Full Gene (Applied Biosystem). A reac@o foi
realizada sob as seguintes condicdes: 95 °C por 10 min, 25 ciclos
de amplificag@o a 95 °C/30 s, 60 °C/30 s e 72 °C/45 s e um ciclo de
extensdo final de 10 min a 72 °C. Os produtos amplificados foram
analisados em gel de agarose 1,2% em tampao TAE 1X (40 mM Tris;
1mM EDTA, 20 mM é4cido acético) a 100V por 1 h. Apés eletroforese,
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o gel foi corado em solucdo de Gelred (Biotium) por 30 min e as
bandas foram visualizadas em fotodocumentador MiniLumi (DNS
Bio Imaging Systems).

Os fragmentos amplificados foram purificados e utilizados na
reagdo de sequenciamento. A reacdo de sequenciamento foi condu-
zida no mesmo termociclador utilizando 7 uL do produto de PCR
purificado e 13 pL do BigDye Terminator v1. 1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems). A mistura foi submetida a 25 ciclos de tempe-
ratura a 96 °C/10 s, 50 °C/5 s e 60 °C/4 min. Finalizada a reagdo, o
produto foi purificado utilizando o Kit BigDye X Terminator (Applied
Biosystem), conforme as recomendacdes do fabricante.

Os produtos fluorescentes foram separados em capilar de 50
cm (3130/3100-Avant™ Genetic Analyzer Capillary Array, 50 cm)
preenchido com polimero POP 7 (POP-7™ Polymer for 3130/3130x1
Genetic Analyzers). Os dados foram coletados pelo software Data
Collection v1. 0.1 (Applied Biosystems) e as sequéncias foward
e reverse obtidas foram alinhadas para reconstru¢io da sequéncia
completa da regido V3 do gene 16S rDNA de cada bactéria utilizando
o programa Sequence Analysis v.5.2 (Applied Biosystem). As sequ-
éncias obtidas foram comparadas com uma biblioteca de sequéncias
microbianas pelo software MicroSEQ System® (Applied Biosystem)
que forneceu como resultado uma lista de espécies geneticamente
relacionadas e uma drvore filogenética apresentando as relacdes
entre as espécies.

Remocao de HPAs do meio mineral (MM)

A remocdo de HPAs pelas cepas isoladas, individualmente ou
em consorcio, foi medida por CG-DIC. Porg¢des de 50,0 mL de MM
contendo 250 mg L' de cada HPA foram inoculados com 3 x 107
células mL! e incubou-se a 30 °C por 30 dias em agitador rotativo
(150 rpm). A perda por volatilizagdo dos HPAs também foi avaliada
por CG-DIC. Frascos contendo apenas 250 mg L' de cada HPA em
MM (50 mL) foram incubados nas mesmas condi¢des experimentais
citadas acima. Nos tempos 0, 15 e 30 dias foram recolhidas amostras
de 10 mL dos frascos testes e controle por centrifugagio a 5.000 g
durante 10 min e filtrada através de filtros de membrana (poros de
0,22 um — Millipore). Os filtrados obtidos foram entdo concentrados
em corrente de gds hélio (grau analitico), em temperatura ambiente,
até o volume de aproximadamente 2,0 mL. Os HPAs foram extraidos
destas amostras com igual volume de diclorometano (grau HPLC).
Apds vigorosa agitagdo em vortex, a fase organica foi recolhida e a
fase aquosa foi extraida uma segunda vez com diclorometano. As fases
organicas foram reunidas e armazenadas em frasco de vidro ambar
com tampa de teflon a -80 °C, até utilizagdo. Todos os experimentos
foram realizados em duplicata.

Analise CG-DIC

Andlise de HPA foi realizada em cromatdgrafo gasoso Shimadzu
GC-2010 (Shimadzu Corporation, Japao), com detector de ionizacio
de chama, equipado com coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm
x 0,25 um), sendo usado hélio como gds de arraste (fluxo de 40 mL
min™). Apés a inje¢do da amostra (1 pL), a coluna foi aquecida durante
3 min a 160 °C, em seguida aumentada para 160 °C e 300 °C com
uma rampa de 6 °C min’', e mantida durante 10 min. As temperaturas
da porta de injeg@o e detector de ionizag¢do de chama foram de 300
°C e 325 °C, respectivamente. A solucdo estoque padrio certificado
(Ultra Scientific) contendo HPAs (acenafteno, acenaftileno, antra-
ceno, benzo [a] antraceno, benzo [a] pireno, benzo [b] fluoranteno,
benzo [g, h, i] perileno, benzo [k] fluoranteno, criseno, dibenzo [a, h]
antraceno, fluoranteno, fluoreno, indeno [1,2,3 -cd] pireno, naftaleno,
fenantreno e pireno) na concentragio individual de 2.000 pg mL"!
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foi diluida em hexano, para se alcancar as concentra¢des de 50,
100, 150, 200, 250 e 300 pg mL™! e injetadas no cromatdgrafo a gas.
As curvas de calibragdo com coeficientes de determinagdo (r?) de
0,9979, 0,9985 e 0,9988 foram obtidas para antraceno, fenantreno e
naftaleno, respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo das bactérias isoladas

Trés microrganismos foram isolados a partir de lodo biolégico
coletado na estagdo de tratamento de efluentes de refinaria de petréleo
por meio da técnica de enriquecimento usando antraceno, fenantreno
ou naftaleno como tnica fonte de carbono e energia.

Ap0s a extracdo e amplificacdo parcial do gene 16S rDNA, as
sequéncias foram reunidas e editadas usando o programa MicroSeq
v.1.0 para a identificacdo dos isolados. Os resultados mostram que
a sequéncia de 16S rDNA do isolado em antraceno apresentou alta
homologia com a espécie Acinetobacter genomospecies 3 ATCC
17922 (99,97%), enquanto os isolados em fenantreno e naftaleno
apresentaram 99,99% e 100% de similaridade com Bacillus pumilus
ATCC 7061 e Bacillus flexus ATCC 49095, respectivamente. Com
base nas sequéncias parciais do 16S rDNA foi construida a drvore
filogenética (Figura 1).

Bacillus safensis (DSM=19292)
Microrganismo isolado em fenantreno
Bacillus altitudinis (DSM=21631)
Bacillus vallismortis (DSM=11031)
Bacillus atrophaeus (ATCC=49337)
Staphylococcus lentus*® (ATCC=29070)
_[ Staphylococcus sciuri carnaticus (DSM=15613)
Acinetobacter calcoaceticus (ATCC=23055)
Acinetobacter genc pecies 3" (ATCC=17922)
Microrganismo isolado em antraceno
Acinetobacter baumannii (ATCC=19606)
Acinetobacter genomospecies 13" (ATCC=17903)
Acinetobacter haemolyticus* (ATCC=17906)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=25619)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=10145)
Pseudomonas aeruginosa padréo
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=9027)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=27853)
Bacillus megaterium (ATCC=14581)
Microrganismo isolado em naftaleno
Bacillus flexus (ATCC=49095)
Bacillus macauensis (DSM=17262)
Bacillus pumilus (ATCC=7061)

Figura 1. Arvore filogenética (UPGMA) mostrando as relagoes entre as se-
quéncias dos genes 16S rDNA dos isolados de lodo bioldgico e das estirpes.
Os fragmentos de DNA foram analisados em sequenciador automdtico ABI-
3130 (Applied Biosystem), o alinhamento entre as sequéncias foi realizado
pelo programa Sequence Analysis e alinhadas as bibliotecas microbianas do
MicroSeq System (Applied Biosystem)

O dendrograma mostra as relacdes entre as cepas isoladas em
HPAs e as espécies mais proximamente relacionadas por comparacao
com a sequéncia da regido hiper-varidvel V3 do 16S rDNA. Estas
bactérias ja foram isoladas e identificadas por outros pesquisadores
em outras regides impactadas com algum tipo de hidrocarboneto.
Bactérias do género Acinetobacter parecem ser ubiquas em ecossis-
temas de lodo biolégico'*! e vérias espécies de Acinetobacter que
sdo capazes de degradar ftalato de dibutila, foram isoladas a partir de
lodo bioldgico de duas estagdes de tratamento de esgoto no Japao.'
Estas determinam um importante papel no aumento da remogao bio-
16gica de fésforo no tratamento de dguas residuais,'” biorremediaco
de solo contaminado com n-alcanos,'® ambientes contaminados com
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combustiveis derivados de petréleo'®? e sdo descritas como capazes
de utilizar HPA como tnica fonte de carbono.*

O género Bacillus compreende bactérias gram-positivas, em
forma de bastonete, e formadoras de esporos sendo comumente en-
contradas no solo, em dguas residuais e sedimentos de mangue.>%
B. pumilus, juntamente com B. cereus e B. subtilis, constituem o
principal grupo de comunidades bacterianas marinhas.””*

B. flexus e B. pumilus sdo bactérias halotolerantes,” tém sido
isoladas de lodo biolégico utilizado para a produgéo de hidrogénio,’
como bactérias endofiticas em raizes de banana®? e foram caracteri-
zadas como microrganismos metabolizadores de pireno,*3 tal como
Bacillus subtilis.®

Assim, conforme mostrado pelos trabalhos, devido ao compro-
vado potencial de degradagcdo de HPAs de tais bactérias, estas sio
possiveis candidatas para o aprimoramento de sistemas de tratamento
de efluentes de refinaria de petrdleo.

Eficiéncia de remocao dos HPAs

A perda dos HPAs do meio por volatilizagdo foi avaliada por
CG-DIC. Os resultados mostraram uma diminui¢ao na concentracio
de antraceno, fenantreno e naftaleno de 8,2%, 8,4% e 87,1% em 15
dias € 9,2%, 9,1% e 88,6%, respectivamente, em 30 dias. A estrutura
quimica do naftaleno € a grande responsavel por estes resultados. A
pressdo de vapor do naftaleno € 4,92 x 10> mmHg, enquanto que a
do antraceno e fenantreno sdo 2,00 x 10* e 6,80 x 10* mmHg, res-
pectivamente. Visto que, a pressao de vapor diminui com o aumento
da massa molecular do HPA, antraceno e fentantreno sdo menos
voldteis que o naftaleno.* Devido a alta volatilidade do naftaleno, a
avaliagdo do consumo deste composto ao longo do crescimento bac-
teriano tornou-se dificil de ser determinada com exatiddo. Resultados
similares foram observados por Valdman®” que estudou a cinética de
biodegradacido do naftaleno por Pseudomonas flourescens HK44 em
meio mineral. Os resultados de biodegradacdo ap6s 100 min de teste
revelaram uma perda por volatilizagdo do naftaleno de 16,3%, em teste
controle. Enquanto Loibner,* ao investigar a taxa de biodegradacio
de HPAs em solo, com e sem bactérias, concluiu que a reducio do
naftaleno ocorreu por volatilizagio, uma vez que as amostras de solo
com microrganismos nativos e exégenos foram iguais aos obtidos
para as amostras com solo esterilizado.

Entretanto, o antraceno e fenantreno, que apresentam a mesma
massa molecular e pressdes de vapor muito similares, apresentaram
uma pequena taxa de volatiliza¢do, e por isso puderam ter seu con-
sumo estimado.

No meio contendo um tnico tipo de HPA e um microrganismo,
Acinetobacter gemonospecies 3 apresentou eficiéncia de degradacao
de antraceno de 9,9% e 38,7% em 15 e 30 dias, respectivamente. A
eficiéncia de degradag@o por este mesmo microrganismo foi maior
para o fenantreno, 35,2% e 53% em 15 e 30 dias, respectivamente.
A menor taxa de biodegradagdo de antraceno foi obtida pelo isolado
B. pumilus, que degradou apenas 3,7% e 9,4%, em 15 e 30 dias,
respectivamente. Este isolado apresentou em média eficiéncia de
remocdo de fenantreno de 36,7% ao longo de todo o experimento.
Entretanto, o isolado B. flexus foi o que apresentou maior eficiéncia
de biodegradacao de antraceno em 30 dias, 69,5%. A biodegradacdo
de fenantreno para este isolado foi de 34,3% em 30 dias (Figura 2).

Os resultados obtidos estdo de acordo com aqueles apresentados
por outro trabalho que também avaliou a eficiéncia de remogao de
HPAS por microrganismos isolados de diferentes ambientes contami-
nados com antraceno e fenantreno no Egito.** As taxas de degradac@o
de antraceno por Escherichia coli (EF105548), bactéria do solo
(EF105549), Alcaligenes sp. (EF105546) e Thiobacter subterraneus
(EF105547) foram 29%, 31%, 27% e 32%, enquanto a degradacdo do
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Figura 2. Biodegradagdo dos HPAs por cada isolado em meio mineral conten-
do apenas um tipo de HPA. A. genomospecies 3, B. pumilus e B. flexus foram
cultivados em meio mineral contendo 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno.
HPA residual foi determinado apés 15 e 30 dias por CG-DIC. Percentagem de
remogdo foi calculada considerando a quantidade do composto perdido por
evaporagdo. Os HPAs foram estimados utilizando uma curva de calibragdo
construida para cada HPA com coeficiente de determinagdo (1) de 0,9979 e
0,9985 para o antraceno e fenantreno, respectivamente

fenantreno foi de 43%, 48%, 34% e 40% , respectivamente, durante
um periodo de 22 dias.

Quando a mistura de HPA estd na presencga de apenas uma das
bactérias, Acinetobacter gemonospecies 3 apresentou diminui¢ao na
taxa de biodegradacdo de antraceno e fenantreno (7,5% e 14% de
degradacio de antraceno, e 5% e 7% de degradagdo de fenantreno,
em 15 e 30 dias, respectivamente) em relac@o ao teste anterior (Figura
3). Entretanto, observou-se um aumento na taxa de biodegradacao de
antraceno por B. pumilus (44,4% e 47,2% em 15 e 30 dias, respecti-
vamente). A taxa de biodegradacio de fenantreno para este isolado
foi um pouco maior em relagio ao experimento anterior (44%) em
15 dias, porém, a taxa de degradag@o diminui com 30 dias (26,7%).

O isolado B. flexus apresentou uma redugdo na taxa de biodegra-
dagdo de antraceno, sendo neste experimento de 39,6% em 30 dias
e praticamente o mesmo valor de biodegradacao de fenantreno em
relagéo ao experimento anterior (33% em 30 dias) (Figura 3).

Os melhores resultados de degradagdo de HPAs por B. pumilus
obtidos no presente trabalho séo corroborados pelos resultados de Das
et al.® Estes investigaram e compararam a eficiéncia de utiliza¢do de
pireno pelas seguintes bactérias: B. subtilis DM-04, Pseudomonas
aeruginosa mucoide (M) e ndo-mucoide (NM). Estas foram isoladas a
partir de uma amostra de solo contaminado com petréleo do nordeste

60 - M Antraceno
Acinetobacter sp.

T 30 15 30 15 30

Tempo (dias)

W Fenantreno

B. pumilus B. flexus

N w H [9)]
o o o o
L L L L

(%) Remocéo dos HPas
)

o

Figura 3. Biodegradagdo dos HPAs por cada isolado em meio mineral
contendo os trés HPAs. A. genomospecies 3, B. pumilus e B.flexus foram
cultivados em meio mineral contendo 250 mg L™ de antraceno ou fenantreno.
HPA residual foi determinado apos 15 e 30 dias por CG-DIC. Percentagem de
remogdo foi calculada considerando a quantidade do composto perdido por
evaporagdo. Os HPAs foram estimados utilizando uma curva de calibragdo
construida para cada HPA com coeficiente de determinacdo (1*) de 0,9979 e
0,9985 para o antraceno e fenantreno, respectivamente
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da India. Tais microrganismos so capazes de utilizar hidrocarbone-
tos como tnica fonte de carbono. O B. subtilis DM-04 exibiu maior
utilizac@o e assimilagdo celular de pireno em comparacdo com P.
aeruginosa M e NM, na presenca de 100 mg L' de pireno por 96 h,
com eficiéncias de remocao de 48% e 32%, respectivamente.

A eficiéncia de degradacdo dos HPAs nestes dois experimentos
(um dnico microrganismo ¢ um HPA em um tnico microrganismo
em uma mistura dos trés HPAs) foi muito semelhante. Esta simi-
laridade na eficiéncia indica que estes microrganismos poderiam
remover tais compostos policiclicos aromdticos mesmo em misturas
complexas. Uma das hipdteses que pode explicar essa eficiéncia de
remogdo de diferentes HPAs por uma mesma bactéria € a capacidade
de utilizarem vias metabdlicas comuns. As enzimas envolvidas na
conversdo do naftaleno a salicilato, por exemplo, podem degradar
fenantreno e antraceno a 1-hidroxi-2-naftoato e 2-hidroxi-3-naftoato,
respectivamente.*’

Considerando que uma via metabdlica pode estar envolvida na
metabolizacdo de diferentes HPAs, Radwan e Sorkhoh*! isolaram duas
cepas de Bacillus capazes de degradar 80-90% de petréleo bruto (5
g L) no prazo de cinco dias.

A alta eficiéncia de degradagao do consércio de microrganismos
no meio contendo os trés tipos de HPAs em estudo, pode ser observada
na Figura 4. Aproximadamente 55% do antraceno foram degradados
em apenas 15 dias e 80%, em 30 dias. A melhor taxa de biodegradacéo
foi de fenantreno, que em apenas 15 dias teve uma remogao de 96,8%
e uma eficiéncia de degradagdo de 99,6% em 30 dias.

M Fenantreno

M Antraceno

100 +

80

60 -

40 A

(%) Remocéo dos HPas

Tempo (dias)

Figura 4. Biodegradacdo dos HPAs pelo consdrcio microbiano em meio
mineral contendo a mistura dos trés HPAs. A. genomospecies 3, B. pumilus e
B.flexus foram cultivados em meio mineral contendo 250 mg L' de antraceno
ou fenantreno. HPA residual foi determinado apos 15 e 30 dias por CG-DIC.
Percentagem de remogdo foi calculada considerando a quantidade do compos-
to perdido por evaporagdo. Os HPAs foram estimados utilizando uma curva
de calibragdo construida para cada HPA com coeficiente de determinagdo (1)
de 0,9979 e 0,9985 para o antraceno e fenantreno, respectivamente

Embora muitas bactérias sejam capazes de metabolizar dife-
rentes poluentes organicos, uma dnica bactéria pode ndo possuir a
capacidade enzimadtica para degradar todos, ou mesmo a maioria dos
compostos organicos em um ambiente poluido.

Comunidades microbianas mistas apresentam maior potencial
de degradacdo, porque a informagdo genética de mais de um orga-
nismo pode ser necessdria para degradar o complexo de misturas de
compostos organicos presentes em dreas contaminadas. O potencial
genético e determinados fatores ambientais, como temperatura, pH
e fontes disponiveis de fésforo e nitrogénio parecem determinar
a taxa e a extensdo da degradaciio dos compostos poluentes, tal
como foi observado por Samanta et al.*> em estudo no qual espécies
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foram capazes de utilizar até 100 diferentes compostos organicos
como fonte de carbono. Para as Pseudomonas, por exemplo, o
imenso potencial de degradacdo ndo depende exclusivamente das
enzimas catabdlicas, mas também da sua capacidade de regulacio
metabdlica.

Em geral, os microrganismos preferem utilizar as fontes de
carbono mais simples em relagdo aos compostos complexos quando
ambos estdo presentes no ambiente. Portanto, a presencga de fontes
de carbono simples pode reduzir significativamente a eficiéncia
de um microrganismo em relagdo a compostos complexos. Se um
microrganismo ¢ impedido de utilizar fontes de carbono simples,
torna-se totalmente dependente de compostos complexos, aumen-
tando a especificidade e eficiéncia de degradacdo dos compostos
mais complexos.** Alguns trabalhos destacam esta alta eficiéncia de
degradacdo de compostos complexos, em pequenos intervalos de
tempo, por alguns microrganismos, quando estes sdo submetidos a
altas concentragdes de HPAs complexos e sdao desprovidos de fontes
de carbono simples.**

A variacdo dos resultados obtidos por diferentes estudos pode
ser interpretada com base na variagdo de “background” genético das
linhagens bacterianas utilizadas, tempo de adaptacdo e condi¢des
de incubacdo. Comparando-se os trés experimentos realizados,
observa-se que no experimento em que cada isolado foi inoculado
em apenas um tipo de HPA, o isolado B. flexus foi o que apresentou
melhor resultado de biodegradacdo de antraceno em 30 dias e A.
genomospecies 3, a melhor eficiéncia para fenantreno em 30 dias
(Figura 2). No segundo experimento, o isolado B. pumilus mostrou-
se mais eficiente na degradac¢do de antraceno e fenantreno, com
médias muito proximas de degradacido dos dois HPAs (Figura 3).
Entretanto, a maior eficiéncia de biodegradacio deve-se a presenga
do consdrcio microbiano, que em apenas 15 dias degradou mais de
50% de cada HPA presente no meio mineral (Figura 4). Tal resultado
foi similarmente demonstrado por Venkateswaran e Harayama,*® que
ao utilizarem o enriquecimento de culturas, isolaram uma popula-
¢do bacteriana capaz de degradar petréleo bruto. Verificaram que
28-51% da fragdo saturada e 0-18% da fragdo aromatica presente
foram biodegradadas por uma cultura mista (Acinetobacter sp.,
Aeromonas sp., Bacillus sp., Escherichia coli, Flavobacterium sp.,
Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus, Moraxella phenylpiruvica,
Nocardia sp., Ochrobacterium anthorpi, Pseudomonas aerugino-
sa, Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., Rhodococcus
sp., Streptomyces sp., Vibrio fisheri e Xanthomonas maltophilia).
Contudo, quando foi utilizada cultura pura, nenhuma delas apre-
sentou degradacio superior a do consorcio.

Uma melhor eficiéncia do consércio microbiano para degradagio
de HPAs também foi relatada por Jacques et al.*” Um conséreio forma-
do por seis bactérias isoladas de solo “landfarming” (Mycobacterium
Sortuitum, Bacillus cereus, Microbacterium sp., Gordonia polysio-
prenivorans, Microbacteriaceae bacterium e Naphthalene-utilizing
bacterium, e um fungo identificado como Fusarium oxysporum) foi
capaz de degradar 49% do antraceno e, 22 % de fenantreno e pireno
em meio mineral (250 mg L' de cada HPA), no prazo de 48 dias.
Entretanto, o consorcio isolado neste presente trabalho mostrou-se
mais eficiente na remog¢ao de antraceno e fenantreno em um menor
periodo de dias (Figura 4).

A eficiéncia de degradagdo de HPAs pelo consdrcio microbiano
também tem sido atribuida & producdo e liberacdo para o meio de
biossurfactantes produzido por alguns microrganismos. Estes com-
postos aumentam a superficie hidrofébica de substratos insoliveis
em 4gua, aumentando sua biodisponibilidade, facilitando assim o
crescimento de bactérias e maior taxa de biorremediagdo.

Diversos trabalhos destacam que os biossurfactantes produzidos
por diferentes espécies de Acinetobacter,” A. calcoaceticus BUO3® e
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B. subtilis*® sio mais biodegradédveis e menos toxicos em comparacao
com surfactantes quimicos.*! Inclusive sdo mais eficazes no aumento
da solubilidade do fenantreno e benzo(a)pireno em comparagdo com
surfactantes sintéticos, o que permitiu uma remocao de aproximada-
mente 43% dos HPAs no meio.”

Uma vez que os resultados de eficiéncia de remogdo de HPAs
obtidos sdo consistentes com os trabalhos citados, tais espécies,
sendo potenciais produtoras de biossurfactante, podem estar sob a
acdo destes compostos, o que resultaria na contribuicio de remocio
destes. Para melhor compreensio da eficiéncia de remog¢ao de HPAs
€ de grande importancia avaliar a presenca e os efeitos de possivel
biossurfactante que esses organismos possam estar produzindo.

O metabolismo bacteriano dos HPAs tem sido estudado hd algum
tempo, porém, a identificacdo dos genes e das enzimas envolvidas na
rota de metabolizagdo necessita de maiores estudos. Alguns trabalhos
destacam que estes genes podem estar localizados em plasmideos.>*3¢

Pesquisadores identificaram espécies dos géneros Pseudomonas,”
Bacillus® e Acinetobacters,*® cujos plasmideos transportam a infor-
magdo genética essencial para o inicio da degradag¢do dos HPAs. A
presenca destes genes associados com estes plasmideos € ainda, em
grande parte, desconhecida para a maioria das bactérias capazes de
degradar HPA.® A confirmac@o da presencga do plasmideo em uma
bactéria potencialmente capaz de degradar HPAs torna-se uma fer-
ramenta bioldgica de grande importancia.

Segundo Leahy e Colwell,* os plasmideos tem um importante
papel na adaptagdo genética de microrganismos, visto que estes repre-
sentam uma forma de DNA altamente mdvel que pode ser transferida
via conjugacdo ou transformacgao.

Considerando que as bactérias isoladas tenham a informacao
genética em seus plasmideos, e que os mesmos podem ser transferidos
para outras bactérias, a inoculagio destas bactérias selecionadas com
uma cultura incapaz de degradar os HPAs, pode ser o passo inicial
para potencializar o sistema bioldgico da estagio no tratamento de
efluentes contaminados.

Neste contexto, € interessante investigar a presenca de plasmideos
nestes isolados, a fim de pesquisar a presenga dos genes catalisadores
e a eficiéncia de acdo destes em bactérias receptoras dos plasmideos.

CONCLUSAO

Trés cepas de bactérias isoladas e identificadas mostraram poten-
cial para degradacao de HPAs. As maiores taxas médias de degradagio
de HPAs foram obtidos por B. flexus, que removeu 45% do antraceno
apos 15 dias e 47% do fenantreno apds 30 dias de incubag@o. Taxas de
degradagdo maximas foram obtidas quando um consércio microbiano
foi utilizado. Aproximadamente, 56% e 80% de biodegradagio de
antraceno em 15 e 30 dias, respectivamente e 96% e 99,6% de biode-
gradagdo de fenantreno em 15 e 30 dias, respectivamente. Visto que
age sinergicamente, o consdrcio de microrganismos apresenta larga
capacidade enzimadtica capaz de degradar os poluentes. Associadas
a esta capacidade, verificam-se a versatilidade e adaptabilidade de
bactérias que contem plasmideos catabdlicos. A compreensdo das
caracteristicas deste gene catabdlico plasmidial € um assunto de
investigagdo em curso.
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