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Artigo

BACTERIAL BIODEGRADATION OF ORGANOCHLORIDE COMPOUNDS. Due to their recalcitrant nature, organochlorides
are already found in environment and the search for alternatives to eliminate these compounds such as biodegradation using native
microorganisms is of great interest. A screening trial to select environmental bacteria able to degrade DDD, PCP and dieldrin was
conducted. Among 14 isolates, the soil bacteria Pseudomonas aeruginosa L2-1 showed the highest tolerance to increasing concentrations

of the organochlorides and was selected for further studies. Biodegradation was assessed in liquid medium, varying the concentrations

of glucose and the presence of rhamnolipids (RL). The best medium for the occurrence of biodegradation of the compounds contained
0.5% glucose, giving approximately 50% yield after three days of incubation. Results showed that the biodegradation rates of the
organochlorides by P. aeruginosa L2-1 were greater at low concentrations of glucose and in the presence of rhamnolipids.
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INTRODUCAO

A qualidade da produ¢do agricola sempre foi comprometida
devido ao surgimento de formas de vida indesejaveis, tais como
insetos e ervas daninhas, tornando-se necessdrio o uso de compostos
especificos para o controle destas espécies. Em 2008, o Brasil alcan-
cou a lideranca do mercado consumidor de defensivos agricolas, com
investimentos de US$ 7 bilhdes e aplicagéo de 986,5 mil toneladas de
produtos.! Em 2009, seu uso no pafs atingiu 1 milhdo de toneladas,
o equivalente a 5,2 kg por habitante brasileiro.!

Os organoclorados incluem os derivados clorados do difenil etano
(que inclui o DDT, seus metabdlitos DDE e DDD, e o metoxicloro);
o hexaclorobenzeno (HCB); o grupo dos hexaclorocicloexanos
(a-HCH, B-HCH, 8-HCH, Y-HCH ou lindano); o grupo dos ciclo-
dienos (aldrin, dieldrin, endrin, clordano, nonacloro, heptacloro e
heptacloro-epdxido), e os hidrocarbonetos clorados (dodecacloro,
toxafeno, e clordecona).>*

A maioria dos organoclorados € enquadrada como substancias
toxicas persistentes (STP), estas substincias compreendem as bife-
nilas policloradas (PCB), os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAH), o hexaclorobenzeno, o aldrin, o dieldrin, o endrin, o p,p’-DDT,
op,p’-DDE, o p,p’-DDD, os hexaclorocicloexanos, o endossulfan, o
heptacloro e o pentaclorofenol.’

O uso dos organoclorados iniciou com a introdug¢ao do diclorodi-
feniltricloroetano (DDT) que devido a sua pronunciada propriedade
inseticida, juntamente com baixa solubilidade em dgua e alta persis-
téncia no meio ambiente, propiciou resultados notdveis favorecendo
a sua rdpida disseminac@o.® O DDT foi utilizado no combate aos
mosquitos transmissores de maldria e também foi aplicado na pele de
soldados, durante a segunda guerra mundial, para combater piolhos
que transmitiam tifo.” O uso excessivo de organoclorados e sua dificil
degradabilidade levaram a um actimulo destes compostos no meio
ambiente e nos seres vivos, portanto, o poder residual considerado
como qualidade positiva desses compostos tornou-se um sério pro-
blema ambiental e de satide publica.’

Devido a sua natureza téxica e recalcitrante, muitos organoclora-
dos como aldrin, dieldrin, endrin, toxafeno, mirex e heptacloro, além
do DDT, tiveram seu uso proibido em diversos paises, entretanto
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no Brasil o DDT ainda € utilizado em situagdes de emergéncia
para combate ao mosquito da maldria,” e nos Estados Unidos o
pentaclorofenol (PCP) tem seu uso permitido como conservante
de madeiras.’

Mesmo apds a maioria dos organoclorados terem sido banidos,
estes ainda sdo encontrados na natureza, e em alguns casos metaboli-
tos como DDD e dieldrin (derivados de DDT e aldrin) sao relatados.
A presenca de DDT foi detectada em peixes da costa brasileira,'
em leite materno na regio amazonica'' e em solo contaminado no
Mato Grosso.!? Estudos realizados na China apontaram a presenga de
PCP em leite materno e em sedimentos do rio Pearl Delta'* mesmo
apos seu uso ter sido banido no pais hd vérios anos. A presenga de
organoclorados também esta associada a acidentes em plantas de
produgdo industrial e ao descarte inadequado como ocorrido com o
PCP em Cubatdo’ e com dieldrin e endrin em Paulinia,' no estado
de Sao Paulo.

A biorremediacio € uma alternativa de baixo custo para reduzir a
concentracdo de organoclorados acumulados no meio ambiente. Além
de possibilitar o tratamento in situ, reduzindo gastos com o transporte
do material contaminado, a biorremediacdo permite o tratamento em
areas de preservacio ambiental e de residuos considerados de dificil
degradacéo.'> Agéncias ambientais como a CETESB nio permitem o
uso de micro-organismos exdgenos ao ambiente para fins de biorreme-
diagdo, ou seja, € importante isolar e caracterizar micro-organismos
diretamente de dreas impactadas. Além disso, para tornar processos
de biorremediac@o mais eficazes, faz-se necessdrio selecionar micro-
-organismos capazes de degradar eficientemente a molécula alvo, o
que possibilita a aplicacdo direta dos micro-organismos ou de suas
enzimas na degradag@o dos poluentes.

O objetivo deste trabalho foi selecionar micro-organismos capazes
de degradar os organoclorados dieldrin, PCP e DDD e estudar os
efeitos da presenca de nutrientes sobre a biodegradacdo.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes
Os compostos DDD na mistura dos isomeros, 2,2’-bis(o-

-clorofenil)-1,1-dicloroetano e 4,4’-bis(p-clorofenil)-1,1-diclo-
roetano; pentaclorofenol (PCP) e dieldrin foram adquiridos da
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Sigma-Aldrich. Todos os organoclorados foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e adicionados aos meios de cultura
previamente esterilizados. O ramnolipidio (RL) comercial em
solugdo 25% (v/v) foi adquirido de Rhamnolipid Inc (EUA). O
RL apresentou concentracdo micelar critica de 99,0 mg/L e tensdo
superficial de 29,0 mN/m.

Micro-organismos e meios de cultura

Foram testados 14 isolados bacterianos provenientes de solo
contaminado com hidrocarbonetos!® e isolados de origem marinha
obtidos na regido de Sao Sebastido, Sdo Paulo."” As bactérias foram
identificadas em nivel de género (marinhas) e em nivel de espécie
(solo), utilizando-se técnicas convencionais de andlise morfoldgica
(microscopia, coloracido de Gram e aspecto das coldnias), caracteri-
zacao bioquimica e tipagem molecular. Os micro-organismos foram
armazenados em freezer a -20 °C em caldo nutriente adicionado de
20% de glicerol.

As bactérias foram cultivadas em caldo ou dgar nutriente
(Himedia). Para os ensaios de biodegradacio foi utilizado o meio
salino de Robert et al.'® com a seguinte composi¢do (em g/L): 2,0
NaNO,; 2,0 KH,PO,; 2,0 K,HPO,; 0,5 MgSO,7H,0; 0,1 KCI; 0,01
FeSO,.7H,0; 0,01 CaCl,; 7,5 x 107 H,BO;; 1,0 x 10°CuSO,.5H,0;
7,7 x 107 MnSO,.H,0, 5,0 x 10° Mo,(NH,),0,,H,0 ¢ 9,0 x 107
ZnSO,.H,0. O meio foi modificado pela adi¢do de glicose e ramno-
lipidios, conforme a Tabela 1, para verificar a influéncia destes na
biodegradacao. O pH foi ajustado para 7,0 + 0,1 e os meios de cultura
foram esterilizados em autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Tabela 1. Modificagdes realizadas nos meios de cultura para os ensaios de
biodegradacdo dos organoclorados

Meio (Co}%i(r:;)/sve) Ramn(o%i}pj;i\i];) (RL)
MS1 1.0% 0

MS2 0.5% 0

MS3 0 0

MS4 0 0.1%

Selecdo das bactérias: ensaios de tolerdncia aos organoclorados

O in6culo bacteriano foi preparado a partir de culturas estoques
mantidas a -20 °C, que foram transferidas para placas contendo
agar nutriente e incubadas por 24 horas a 30 °C. Uma aliquota da
cultura bacteriana (24 h) foi adicionada a solucdo de NaCl 0,86%,
ajustando-se a absorbancia da suspensao para 0,100 + 0,01 (610 nm)
que corresponde a uma populagio de aproximadamente 108 UFC/mL,
obtendo-se assim o indculo bacteriano padronizado.

Os testes de crescimento na presenca dos compostos foram
realizados em tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo nutriente
adicionados de 5, 10, 20, 50 e 100 mg/L de DDD, PCP e dieldrin
individualmente. Apds a adi¢do de 0,5 mL da suspensdo bacteriana
padronizada, os tubos foram deixados em repouso em temperatura
ambiente (aproximadamente 30 °C) durante 24 horas, e em alguns
casos, quando ndo houve crescimento, durante 48 horas. Os ensaios
foram realizados em duplicata e para cada concentracio foi feito um
controle abidtico (sem bactéria). Cultivos sem o organoclorado foram
utilizados como controle para comparar o crescimento bacteriano na
auséncia deste. O crescimento bacteriano foi acompanhado por me-
didas de absorbancia (turbidez) em 610 nm, utilizando-se o controle
abidtico em cada concentragdo como branco.
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Ensaios de biodegradacao

Preparo do inéculo

O indculo bacteriano de foi preparado a partir de culturas estoques
armazenadas a -20 °C, que foram transferidas para placas contendo
dgar nutriente incubando-se a temperatura de 30 °C por 24 horas.
Uma aliquota da cultura foi transferida com alca de inoculagdo para
erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de caldo nutriente incubando-
-se a 30 °C e 150 rpm, durante 8 horas, para que a cultura atingisse
o final da fase exponencial de crescimento. A cultura resultante foi
submetida a centrifugacdo (8.000 g) por 15 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular suspendido com solugio de NaCl
0,86%. A amostra foi centrifugada novamente, nas mesmas condicdes.
A biomassa bacteriana foi diluida com solugio salina, de tal forma
a obter a absorbancia de 0,400 + 0,01 (610 nm), que corresponde a
uma populagdo de 10° UFC/mL.

Biodegradagdo em meio liquido

Os testes de biodegradacdo foram realizados em erlenmeyer de
125 mL, contendo 50 mL de meio salino'® modificado de acordo com
aTabela 1 e 1 mL (2%) da suspensio bacteriana preparada conforme
item anterior. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e adiciona-
dos na concentragdo de 50 mg/L (2,5 mg/50 mL). Os frascos foram
incubados em agitador rotatério a 150 rpm e 30 °C. Para cada tempo
de incubagdo, um controle negativo (meio de cultura e organoclorado)
foi incubado nas mesmas condi¢des para monitorar perdas abidticas.
A cada intervalo amostras foram retiradas, procedendo-se as deter-
minag¢des analiticas descritas a seguir.

Determinacoes analiticas

Extragdo e quantificacdo dos organoclorados

Amostras (50 mL) do meio de cultura foram submetidas a cen-
trifugacdo (8.000 g, 15 min). As células (pellet) e o sobrenadante
resultantes foram separados e submetidos a extragdo com acetato de
etila (3 x 50 mL). Os extratos organicos foram reunidos, adicionados
de Na,SO, anidro e filtrados em algoddo. Apds a filtragem a amostra
foi submetida a secagem em evaporador rotativo a vacuo. O extrato
foi analisado em cromatdgrafo a gds (Shimadzu GC2010plus) com
detector de ionizagdo por chama (GC/FID) equipado com coluna
DBS5 fundida com silica (J&W Scientific 30 m x 0,25 mm x 0,25). A
temperatura do forno foi programada para 90 °C, elevando-se a taxa
de 10 °C/min até atingir 270 °C, quando foi mantida por 7 minutos.
A temperatura de inje¢do foi de 250 °C; a razdo de fracionamento
da amostra para injecdo foi 1:5 e nitrogénio foi utilizado como gis
de arraste."

Determinacgdo do niimero de células vidveis

A populagio bacteriana foi quantificada em cada amostra a partir
de diluicdes sucessivas e contagem em placa utilizando o método
da gota.”®

Determinacgdo de glicose
Foi determinada pelo método enzimético glicose oxidase/peroxi-
dase (GOD/POD) utilizando kit comercial (LaborLab).

Determinagdo da tensdo superficial (TS) e diluicdo micelar critica
(CMD)

Amostras do meio de cultura foram submetidas a centrifugag¢do
(8.000 g, 15 min) para remogdo das células e o sobrenadante utili-
zado para a determinagdo da TS em tensidmetro automatico (Sigma
700 — KSV Instruments) pelo método do anel de Du Nouy. A CMD
foi determinada por meio da dilui¢@o do sobrenadante em dgua 1:10
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(CMD!) procedendo-se a determinacdo da TS das amostras diluidas. !

Os ensaios de tolerancia aos organoclorados foram realizados em
duplicata e expressos como média de duas repeticdes independentes.
Os demais ensaios foram realizados em triplicata e expressos como
média de trés repeti¢cdes independentes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Selecio do micro-organismo: ensaios de tolerancia aos
organoclorados

Entre as bactérias testadas quanto a tolerancia frente a cada orga-
noclorado, destacaram-se as pertencentes ao género Pseudomonas e
que foram isoladas de solo.'® Bactérias deste género sdo conhecidas
por sua versatilidade, e como a maioria das linhagens testadas neste
trabalho foram isoladas de ambientes contaminados, € possivel que
estas tenham adquirido maior habilidade de sobreviver em ambientes
hostis. Os isolados bacterianos de origem marinha foram previa-
mente identificados como pertencentes aos géneros Arthrobacter,
Bacillus e Micrococcus." Estes micro-organismos apresentaram
pouco ou nenhum crescimento na presenca dos organoclorados e
por esta razdo, ndo foram selecionados para a sequéncia do trabalho.
Comparando-se os resultados obtidos para cada micro-organismo, a
bactéria Pseudomonas aeruginosa L2-1 destacou-se por apresentar
tolerancia a todas as concentracdes testadas, para os trés organoclo-
rados. Observou-se que seu crescimento na presenca dos compostos
foi inferior em comparag@o ao controle positivo, no entanto, mesmo
aumentando-se as concentragdes dos organoclorados, o crescimen-
to bacteriano se manteve praticamente constante, observando-se
decréscimo no crescimento em 50 mg/L de PCP e em 100 mg/L de
DDD (Figura 1). O fato da presenga dos organoclorados no meio nao
influenciar de forma significativa o crescimento do micro-organismo
(quando comparado aos outros isolados testados) sugere que esta bac-
téria apresenta mecanismos para se proteger dos efeitos téxicos dos
organoclorados que podem estar relacionados a degradacio destes e,
por isso, essa linhagem foi selecionada para os ensaios subsequentes.
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Figura 1. Avaliagcdo da tolerdncia de P. aeruginosa L2-1 aos pesticidas
organoclorados

Biodegradacao dos organoclorados

A biodegradacio dos trés compostos foi testada em meio liquido
na presencga e auséncia de glicose como fonte de carbono com o
objetivo de avaliar se os organoclorados poderiam ser degradados
em um ambiente pobre em nutrientes com privagdo de uma fonte de
carbono prontamente assimildvel. Também foram preparados ensaios
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nos quais foi adicionado o biosurfatante ramnolipidio com o objetivo
de avaliar seu efeito na biodegradacdo. Este ensaio foi realizado
porque se detectou a presenca de ramnolipidio no meio quando P.
aeruginosa L.2-1 cresceu na presenga de glicose (meio MS1 e MS2).

Biodegradagdo de dieldrin

Na presenca de glicose (MS1 e MS2) foi observada degradacao de
49,2% do dieldrin presente no meio apds 72 h. A populacdo bacteriana
foi maior no meio MS2 apesar da menor concentraciio de glicose,
o que pode ter causado o mesmo percentual de degradagdo. J4 para
os meios sem adi¢@o de glicose, observou-se maior biodegradacdo
e maior crescimento celular em MS4. No meio MS3 apenas 16,9%
do dieldrin foi degradado comparado a 33,6% em MS4 portanto, a
adi¢do de ramnolipidio favoreceu a degradacdo do dieldrin por P.
aeruginosa L2-1. Embora o tempo de cultivo tenha sido maior para
os meios sem glicose pode-se inferir que este carboidrato € necessdrio
para crescimento intenso das células resultando em maior degradacdo
em menor tempo. A Figura 2 apresenta a degradacio do dieldrin nos
meios MS2 e MS4.

Bandala ef al.*' avaliaram a biodegradacio de dieldrin por uma
linhagem de Pseudomonas fluorescens. Os autores utilizaram meio
de cultura contendo glicose e peptona e uma concentragdo inicial
de dieldrin de 10 mg/L, observando degradacgdo de 77,8% apds 120
horas. Xiao et al.* também descreveram a degradagdo de dieldrin
por um fungo pertencente ao género Phlebia. A concentragdo inicial
de dieldrin foi de 9,5 mg/L, em meio de cultura contendo glicose
como fonte de carbono e sais de amonio como fonte de nitrogénio.
Foi observado que ap6s 28 dias o fungo degradou 50% do dieldrin.
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Figura 2. Biodegradagdo de dieldrin por P. aeruginosa L2-1 em (a) meio
MS?2 e (b) meio MS4
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Comparativamente, P. aeruginosa L2-1 foi capaz de degradar 25
mg/L de dieldrin em 72 horas, demonstrando a elevada tolerancia
e potencialidade da bactéria selecionada para a degradacdo deste
organoclorado.

Biodegradagdo do DDD

Com respeito a degradacdo do DDD, observou-se 50% de de-
gradacio quando o meio MS2 foi utilizado enquanto no meio MS1
23% do DDD foi degradado em 72 horas. Utilizando meio minimo
contendo DDD como fonte de carbono (MS3) observou-se 23,8% de
biodegrada¢do sendo que a adi¢ao de ramnolipidios (MS4) promoveu
35% de degradagdo apés 28 dias. Assim como observado para o
dieldrin, pode-se afirmar que a glicose favorece o crescimento celu-
lar intenso e uma maior taxa de biodegradacio. A Figura 3 mostra a
cinética de degradacdo do DDD em meio MS2 e MS4.

Poucos trabalhos relatam a biodegradacdo do DDD; entretanto,
o fungo marinho Trichoderma sp. foi capaz de degradar 33 mg/L de
DDD, resultando em 100% de degradacao ap6s 14 dias de cultivo."”
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Figura 3. Biodegradagdo de DDD por P. aeruginosa L2-1 em (a) meio MS2
e (b) meio MS4

Biodegradagdo do PCP

O ndmero de células vidveis nos meios contendo PCP foi se-
melhante ao observado para os outros organoclorados corroborando
com o observado nos ensaios de selecdo (Figura 1). Dentre os meios
contendo glicose, 0 MS2 promoveu as melhores condigdes para a
degradacdo de PCP sendo observado um aumento de 5 vezes na
degradacio (50%) quando a concentragdo de glicose foi reduzida a
metade (0,5%).

Quim. Nova

Para os meios minimos (sem glicose) 0 MS4 mostrou 32% de
degradacdo enquanto que na auséncia de glicose e RL a degradacio
do PCP foi de 20% ap6s 28 dias, mostrando a influéncia positiva da
presenca destas moléculas na biodegradagdo. A Figura 4 mostra a
cinética de degradacdo do PCP nos meios MS2 e MS4, nos quais
foram obtidos os melhores resultados.

Wolski ef al.®relataram a sele¢do de um isolado de Pseudomonas
sp. capaz de utilizar o PCP como fonte de carbono em meio minimo
contendo NaNO, como fonte de nitrogénio, sendo que 150 mg/L de
PCP foram consumidos apds 8 dias; enquanto em meio contendo
glicose e NH,NO,um isolado de P. aeruginosa degradou 200 mg/L
de PCP (100% de degradagdo) ap6s 5 dias de cultivo.*

25| % lis
1s

20 |

(1/8) 8502119

0.5

Concentragdo pesticida (mg/50 mL)
1
[+:]
(Tw/24N 80J) Sion.IA Se|N|3 3p IBWNN

0.0 | | |
0 1 2 3

Tempo (dias)

—k—PCP —m— Numero de células vidveis —e—Glicose

2,4 -‘} l\l Jdg
22 |

2,0 |
18 |
16 | 1 16
14 -
12
1,0
0,8 13
0,6 |-
04 |

Concentragdo de pesticida (mg/50 mL)
(w/24n 30J) s1aALIA SBIN|I 3P OIBWINN

0,0 L 1 1 1 1o
0 7 14 21 28

Tempo (dias)
—% —PCP —#— NUmero de células vidveis
Figura 4. Biodegradagdo de PCP por P. aeruginosa L2-1 em (a) meio MS2
e (b) meio MS4

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a biodegrada-
¢do dos organoclorados por Pseudomonas aeruginosa L2-1, ocorreu
principalmente durante a fase exponencial de crescimento, sugerindo
uma correlag@o direta entre o crescimento celular e a degradagio. A
redugdo na concentragdo de glicose presente no meio de cultura (de
1% para 0,5%) aumentou a biodegradagdo dos organoclorados, exceto
para o dieldrin, que manteve o mesmo percentual de biodegradagao.
Em meio contendo 0,5% de glicose a degradacdo de PCP (200 mg/L)
por um isolado de Pseudomonas sp. foi favorecida, entretanto, os auto-
res afirmaram que em concentracdes superiores a 0,5% o crescimento
da bactéria era suprimido,* fato que nao foi observado neste estudo.
Estas diferencas podem ser relativas as diferentes condicdes de cul-
tivo, além das caracteristicas metabdlicas de cada micro-organismo,
que podem variar mesmo entre individuos de uma mesma espécie.



Vol. 37, No. 8

Comparativamente aos resultados da literatura, a P. aeruginosa
L2-1 selecionada neste trabalho apresentou resultados superiores
para a biodegradacdo do organoclorado dieldrin, além de demonstrar
potencial para a degradacdo de PCP e DDD.

A Figura 5 mostra a comparagdo entre os percentuais de biode-
gradacdo obtidos nos diferentes meios utilizados.
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Figura 5. Percentual de biodegradagdo dos organoclorados por Pseudomo-
nas aeruginosa L2-1, MS1-MS2: 3 dias de incubagdo, MS3-MS4: 28 dias
de incubagdo

Influéncia dos ramnolipidios na biodegradagdo

Algumas espécies de Pseudomonas sdo capazes de produzir
glicolipidios contendo ramnose, também chamados ramnolipidios
(RL). Quando cultivados em meio liquido, espécies de P. aeruginosa
produzem uma mistura de dois tipos de ramnolipidios chamadas
de: mono-ramnolipidios, consistindo de um grupo ramnosila e dois
grupos B-hidroxidecanoila e di-ramnolipidios, consistindo de dois
grupos ramnosila e dois grupos B-hidroxidecanoila. Os ramnolipidios,
quando excretados no meio de cultura, reduzem a tensdo superficial
do meio para valores menores de 30 mN/m, a tensdo interfacial em
sistemas dgua/dleo de 43 para valores inferiores a 1 mN/m e apre-
sentam CMC de aproximadamente 100 mg/L.»

Observou-se que a linhagem P. aeruginosa L.2-1 produziu com-
postos tensoativos durante o cultivo nos meios MS1 e MS2, que foram
posteriormente identificados como ramnolipidios. Esta observacgao
sugeriu que a presenca destas moléculas poderia influenciar na
biodegradacdo dos organoclorados. Por esta razao foram realizados
ensaios em meio minimo contendo o composto sem adigdo de glicose
(MS3 onde nao hé biossintese de RL) e com adi¢ao de RL comercial
(MS4). Observou-se que a adigdo de RL favoreceu a biodegradagdo
dos trés organoclorados (Figura 5).

A adicdo de surfatantes € uma estratégia para o tratamento
microbiolégico de efluentes ricos em hidrocarbonetos de indus-
trias e refinarias petroquimicas. O aprisionamento de compostos
hidrofébicos no nicleo micelar € o principal fator responsavel pelo
aumento na solubilizagdo de defensivos, alcanos, solventes clorados
ou hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.?

O aumento na biodegradacdo na presenca de RL provavelmen-
te se deve a emulsificacdo dos organoclorados, que favoreceu o
contato entre as células e as moléculas hidrofébicas, contribuindo
com a sua captacdo em meio aquoso. Paralelamente, o fato de P.
aeruginosa 1L.2-1 produzir biotensoativos pode ter influenciado na
selecdo prévia deste micro-organismo nos ensaios de tolerdncia
aos organoclorados.

A concentracdo de ramnolipidios no meio MS4 foi monitorada
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por medidas de tensdo superficial e diluicdo micelar critica (CMD)
e ndo foram observadas varia¢des significativas. Para todos os
organoclorados, a tensdo superficial inicial do meio de cultura era
de 27,2 mN/m e apds 28 dias se manteve praticamente constante
(27,4 mN/m); a CMD'! variou de 27,1 mN/m (tempo zero) para 29,8
mN/m (28 dias). Estes resultados permitem excluir a hipdtese de que
o aumento da biodegradacio possa ter sido causado pela utilizacio
do RL como nutriente, o que poderia favorecer o crescimento e a
consequente degradacdo dos organoclorados.

Para verificar se a redu¢@o na concentra¢do dos organoclorados
presentes nos meios de cultura estava relacionada a adsor¢ao das
moléculas pelas células sem, no entanto, ocorrer degradacdo, a massa
celular bacteriana também foi submetida a extraciio e os extratos
obtidos (massa celular e meio liquido) foram reunidos para entdo se
proceder a andlise cromatografica. No meio MS3 os organoclorados
eram a Unica fonte de carbono presente no meio, entretanto, foi ob-
servado incremento na populacgio celular, sugerindo que esses com-
postos foram utilizados pela bactéria para promover seu crescimento/
manutencio tendo como consequéncia a degradagao.

Nenhum produto intermedidrio foi detectado nas condi¢des
experimentais utilizando CG-MS que permitissem a proposi¢io
de uma rota de degradagdo dos organoclorados por P. aeruginosa
L2-1. Resultados semelhantes também foram relatados por Ortega
et al.,"” que descreveram a degradagdo de DDD por Trichoderma sp.
Gcl, entretanto, nenhum composto intermedidrio da degradag@o foi
encontrado.

CONCLUSAO

Comparando-se a biodegradac@o na presenga e auséncia de glico-
se € evidente que a adigdo deste carboidrato € importante para suprir
o metabolismo e crescimento celular levando a um aumento na taxa
de biodegradacdo; contudo, P. aeruginosa L.2-1 também foi capaz de
degradar os organoclorados na auséncia de glicose (embora em taxas
menores), um fato importante, considerando que em ambientes natu-
rais ha, em geral, disponibilidade limitada de nutrientes. A presenga
de ramnolipidios favoreceu a biodegradacio de DDD, dieldrin e PCP
por P. aeruginosa L2-1. A bactéria selecionada demonstrou poten-
cialidade para degradac@o dos organoclorados e pode ser explorada
para aplicacdes futuras na biorremediagio.

MATERIAL SUPLEMENTAR

[ustragoes das estruturas quimicas dos compostos organoclora-
dos e dos ramnolipidios utilizados neste trabalho estdo disponiveis
em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com
acesso livre.
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Figura 2S. Representagdo da estrutura quimica de a) mono-ramnolipidios e b) di-ramnolipidios
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