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“Eu estava sentado a mesa a escrever o meu compéndio, mas o trabalho ndo rendia; os
meus pensamentos estavam em outro sitio. Virei a cadeira para a lareira e comecei a
dormitar. Outra vez comegaram os dtomos as cambalhotas em frente dos meus olhos.
Desta vez os grupos menores mantinhan-se modestamente a distancia. A minha visdo
mental, agucada por repetidas visoes desta espécie, podia distinguir agora estruturas
maiores com variadas conformagées; longas filas, por vezes alinhadas e muito juntas;
todas torcendo-se e voltando-se em movimentos serpenteantes. Mas olha! O que é aquilo?
Uma das serpentes tinha filado a propria cauda e a forma que fazia rodopiava
trocistamente diante dos meus olhos. Como se se tivesse produzide um relampago,
acordei, .. passei o resto da noite a verificar as conseqiiéncias da hipotese. Aprendamos a

sonhar, senhores, pois entdo talvez nos apercebamos da verdade”. Augusto Kekulé, 1865.
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Com a crescente contaminagdo do meio ambiente devido as atividades realizadas
pelo homem, muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de apresentar
possiveis solugdes para a redugdo da presenga de poluentes no meio ambiente. Os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo considerados poluentes prioritarios,
sendo agentes mutagénicos e cancerigenos ja comprovados. Alguns HPAs de baixo peso
molecular sio extremamente toxicos e a maioria dos HPAs com quatro ou mais anéis
aromaticos, sdo considerados agentes genotoxicos e capazes de se acumularem na cadeia
alimentar. Os HPAs se originam da combustdo incompleta de material organico e sdo
eliminados para o meio ambiente através de queimadas, processos industriais,
derramamentos de 6leo e seus derivados, dentre outras fontes. Devido ao potencial toxico
desses compostos, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas para definir os possiveis
destinos dos HPAs no meio ambiente. A degradagdo microbiana, ou biodegradacdo, € a
rota mais utilizada para a eliminagdo dos HPAs do meio ambiente, sendo os processos de
volatilizagdo, sedimentacio e fotodecomposi¢do, também responsaveis por sua eliminagao.
A biorremediacio é um processo natural, onde os microrganismos nativos do meio
ambiente contaminado sio capazes de utilizar os compostos poluentes como unica fonte de
carbono, transformando-os através de sua biodegradagdo, em metabélitos ndo toxicos, gas
carbonico e Adgua. Algumas vezes, os metabolitos intermediarios produzidos sdo mais
toxicos que os contaminantes originais, sendo necessario o estudo da rota metabdlica
através da qual os compostos s3o degradados.

O objetivo principal deste trabalho foi o de investigar a ocorréncia de
microrganismos nativos degradadores de HPAs presentes em sitios ambientais aquaticos
do estado de S3o Paulo, e sua capacidade de biodegradar HPAs presentes nesses locais.
Inicialmente, foi feito um levantamento de informagdes sobre os rios do Estado
possivelmente contaminados com HPAs, sendo selecionados 12 rios: Piracicaba, Atibaia,
Jaguari, Capivari, Sorocaba, Paraiba do Sul, Tiete, Pinheiros, Tamanduatei, Cubatio,
Pedras e Quilombo. A partir desses rios foram retiradas amostras de agua para testes
microbioldgicos e quimicos. Para o isolamento e selegdo de bactérias degradadoras de

HPAs foi utilizada a metodologia de enriquecimento seletivo em Erlenmeyers contendo
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meio mineral minimo e diferentes concentragdes de HPAs como tnica fonte de carbono e
energia. Através desta técnica, foi possivel o isolamento de 136 linhagens de bactérias, das
quais, 25 foram identificadas por testes morfolégicos e bioquimicos. Essas 25 linhagens
foram testadas em placas de Petri contendo meio mineral so6lido € uma camada de spray de
HPAs, para verificar a sua resisténcia e capacidade de crescimento na presenga de
diferentes HPAs. A partir destes testes, foram selecionadas 4 linhagens que foram
utilizadas para os testes de biodegradagdo em meio liquido, tendo sido testada a capacidade
de biodegradagio de linhagens de bactérias isoladas e atuando em conjunto, na presenga de
HPAs puros ou na forma de misturas. A avaliagdo da capacidade das bactérias em
biodegradar os HPAs foi feita através de medidas da biomassa celular contra concentragao
de HPAs no meio de cultivo (analisada por CLAE). Os metabdlitos produzidos durante e
ao final do periodo de incubagdo foram extraidos do meio de cultivo, analisados por CG-
EM, e tentativamente identificados. As amostras de agua dos rios também foram
analisadas quanto a presenga de HPAs, sendo utilizada para isso a metodologia de extra¢@o
de HPAs estabelecida pela EPA, seguida da analise dos extratos por CLAE. Os 12 rios
foram monitorados por varios meses quanto a variagdo de temperaturas da agua e do
ambiente, pH, odor e coloragdo da agua, visando obter informagdes sobre a sasonalidade
dessas caracteristicas. O sitio aquético do rio Jaguari proximo a REPLAN apresentou as
concentracdes mais elevadas de HPAs em suas amostras, € a lagoa de tratamento final da
REPLAN foi escolhida para um monitoramento mais detalhado envolvendo medi¢des
mensais da concentracio de HPAs, numero de bactérias heterotroficas totais e
degradadoras de HPAs. Foi possivel a construgio de testes piloto em laboratério,
chamados testes de biodegradagio em microambiente, onde foram reproduzidas as
condicdes ambientais da lagoa de tratamento, obtendo-se resultados para uma posterior

reintroducio das linhagens de bactérias degradadoras de HPAs no meio ambiente.
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SUMMARY

During many years human activities are being the mainly cause of the increasing
levels of environmental pollution. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are a class of
potentially hazardous chemicals of environmental and human health concern. Some low-
molecular-weight PAH are acutely toxic. Most higher-molecular-weight PAH containing
four or more rings are genotoxic and there is a potential for their bioaccumulation into food
chains. PAHs are generated during the incomplete combustion of organic material.
Usually, PAHs reach the environmental during burnts, industrial processes, oil and its
derivatives spils and other several processes. Given the knowing hazards associated with
these chemicals, there is much interest in their environmental fate. Microbial degradation is
the major route through which PAHs are removed from contaminated environmental,
although other mechanisms such as volatilization, leaching and photodegradation may also
be effective. Bioremediation is a natural process in which indigenous microorganisms from
the contaminated site are capable of growing using toxical compounds as single carbon
source, transforming them to less toxic compounds, carbon dioxide and water. Sometimes,
intermediary metabolites are more dangerous than original contaminants, than it is
necessary to search which are the metabolics pathways through which bacteria degrade this
compounds.

The mais purpose of this research was to investigate the indigenous
microorganisms occurence in acquatic sites from S#o Paulo state and their capability on
biodegradate PAHs present in this sites. Innitial studies involved the search for information
about rivers from S3o Paulo state possibly contaminated with PAHs. Twelve rivers were
found: Piracicaba, Atibaia, Jaguari, Capivari, Sorocaba, Paraiba do Sul, Tieté , Pinheiros,
Tamanduatei, Cubatio, Pedras and Quilombo. Water samples from the rivers were
analysed through microbiological and chemical tests. Screening of PAHs degraders
bacteria was done using a selective enrichment methodology, in Erlenmeyers with mineral
minima medium and different PAHs concentratios as sole carbon and energy source. It was
possible to isolate 136 bacterial strains, from which, 25 were morphologicaly and
biochemicaly tested. These 25 strains were tested in Petri dishes containing solid mineral

minima medium and a sprayed layer of PAH in its surface. This test was done in order to
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verify strains resistence and growth capability in the presence of PAHs. Four strains were
selected and submited to liquid medium biodegradation tests. Strains were inoculated
purely or in a mixture of strains in the presence of differents PAHs mixtures.
Biodegradation os PAHs was tested using cellular biomass x PAHs concentration in the
growth medium (using HPLC analysis). Metabolic production during and after incubation
period was measured using GC-MS analysis. PAHs concentration in water samples from
rivers were determinated using EPA extraction procedures and HPLC analysis of extracts.
The 12 rivers studied were monitored monthly during one year. Water temperature, pH,
odour and colour alterations during different season were measured. The Jaguari river
acquatic site, close to REPLAN, an oil refinery, showed the highest PAHs concentrations
and waste treatment site from REPLAN was choosed to be closer monitored. PAH
concentration, total heterothrophic and PAHs degraders bacterial populations were
measured monthly. It was possible to conducte pilot-scale tests in laboratory -
microcosmos bioremediation tests — where waste treatment site conditions were
reproduced in order to obtain information for further PAHs degraders bacterial strains re-

introduction in the site.



1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdao considerados compostos
poluentes de importancia prioritaria (KEITH & TELLIARD, 1979), que possuem
caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas ja estabelecidas por varias pesquisas (WHITE,
1986; PAHLMANN & PELKONEN, 1987; JACOB et alli, 1986 e ZEDECK, 1980).

As atividades antropogénicas tém resultado em um aumento da concentragdo dos
HPAs nos mais variados ambientes, tanto terrestres quanto aquaticos (BJORSETH &
RAMDAHL, 1985; LAFLAMME & HITES, 1978 e HITES et alli, 1980). Dentre outras
fontes de emissdo, a combustdo incompleta de materiais organicos, a descarga de residuos
industriais e os vazamentos de oleo sdo frequentemente os fatores que mais contribuem
para a presenca dos HPAs no meio ambiente préximo a sitios urbanos e industriais (LAKE
et alli, 1979; HITES 1976 e BROWN & MAHER, 1992).

Os rapidos avangos tecnoldgicos nas industrias e o desenvolvimento das areas
petroquimica, de solventes, 6leos e outros compostos quimicos contribuiram para um
imenso consumo de produtos quimicos elaborados pelo homem. Os compostos aromaticos
estdo entre os 50 compostos quimicos mais produzidos pela industria, com uma produgao
anual de milhdes de toneladas (BOWER et alli, 1992). Estes compostos sdo largamente
usados como combustivel e solvente industrial de tintas e desengordurantes, além disso, sua
estrutura quimica é a base para a obtengdo de produtos farmacéuticos, agroquimicos,
explosivos e poliméricos. Apesar das politicas internacionais do meio ambiente pregarem a
filosofia da “clean production” (MACGARVIN & JOHNSTON, 1993), a grande maioria
das industrias ainda ndo adaptou as suas linhas de produgdo para redugdo da emissdo de
residuos poluentes, e sabe-se que este ndo sera um objetivo facilmente alcangado, devido a

resisténcia das mesmas em modificarem suas linhas de produgéo.

Visando obter um entendimento completo sobre a permanéncia, biodegradabilidade

e eliminacdo dos HPAs em um meio ambiente em particular, estudos sobre a atividade que



0s microrganismos exercem sobre estes compostos vém sendo elaborados em varias partes

do mundo.

A biorremediacdo ou biorrecuperagdo caracteriza-se como uma tecnologia de
recuperagdo de locais contaminados que utiliza os microrganismos de ocorréncia natural
(fungos, bactérias e protozoarios), para biodegradar compostos perigosos até substancias
ndo toéxicas. Os microrganismos sdo capazes de biodegradar poluentes toxicos, para
obtencdo de energia, até substancias como dioxido de carbono, agua, sais minerais e gases
como metano e sulfeto. Para que este processo ocorra, os contaminantes devem ser
substancias orgénicas, tais como petréleo e seus derivados, preservantes de madeira, como
creosoto e pentaclorofenol, compostos halogenados, alifaticos, aromaticos e pesticidas. O
poluente funciona como fonte de carbono, sendo necessario o fornecimento de nitrogénio e
fosforo. e de um agente oxidante que funcione como receptor de elétrons, além de outros
nutrientes especificos (COMITTEE ON IN SITU BIOREMEDIATION, 1993). O processo
de biorremediagdo estudado em escala-piloto, quando transferido para o ecossistema onde
sera aplicado, apresenta falhas, pois o controle preciso das condi¢des de biodegradacdo e a
otimizag¢do da atividade catalitica de certos compostos nio € possivel devido a presenca de
misturas variadas de poluentes, em diferentes concentragcdes que irdo afetar a taxa de

crescimento dos microrganismos.

Para que a credibilidade na biorremedia¢do seja alcangada, profissionais de varias
areas devem trabalhar mantendo estreitas relagGes, demonstrando que a degradagdo dos
poluentes no meio ambiente € significante, reprodutivel e pode ser monitorada

(COLWELL, 1994).

Nos paises desenvolvidos, a existéncia ha muitos anos de legislagdes especificas de
prote¢do ao meio ambiente, forcou o desenvolvimento de pesquisas nesta drea. No Brasil,
onde somente ha alguns anos tem sido voltada atengdo para esta area, faz-se necessaria a
aplicacdo de principios cientificos basicos em conjunto com os esforcos de grandes

industrias e entidades que incentivem esses tipos de projetos.



Este trabalho teve como objetivos:
Avaliagdo de sitios ambientais aquaticos através da coleta de amostras de 4gua e
sedimentos contaminados para verificar a presenca e identificar HPAs. Determinagio

do sitio ambiental para estudo da biorremediagéo.

Isolamento de microrganismos nativos de sitios ambientais aquaticos contaminados por
HPAs.

Estudo da capacidade de biodegradagdo de HPAs encontrados no sitio, realizada por

microrganismos nativos.

Estudo da capacidade de biodegradacdo de misturas de HPAs, por microrganismos

nativos, atuando isoladamente € em conjunto.

Estudo da biodegradagdo de HPAs em escala piloto no laboratorio.
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2.1. Aspectos relacionados a presenca de HPAs no meio ambiente
2.1.1. Origem e estrutura quimica dos HPAs

Durante os trés ultimos séculos, a relagédo entre a alta incidéncia de cancer em areas
urbanas e industriais em comparag¢do com areas rurais, € a exposi¢do dos seres humanos
aos HPAs, induziu pesquisas consideraveis sobre as fontes, ocorréncia, bioacumulagao,
metabolismo e disposi¢do destes poluentes em meios aquaticos e terretres. Historicamente,
o médico John Hill em 1761 reconheceu esta relagdo e documentou a alta incidéncia de
cancer nasal como uma consequéncia do uso excessivo do po de tabaco. Percival Pott, em
1775, similarmente notou tal relagdo em seus estudos, devido a alta taxa de cancer na pele
escrotal dos limpadores de chaminés, como conseqii€ncia do contato direto com a fuligem.
Em 1915, 140 anos mais tarde, YAMAGIWA & ICHIKAWA (citados por CERNIGLIA,
1984), induziram tumores em orelhas de coelhos por aplicagdes repetidas de alcatrdo de
hulha e seus estudos estabeleceram que as fragdes carcinogénicas do carvdo continham
HPAs.

Na TABELA 1 sdao mostradas as estruturas ¢ os efeitos toxicos dos 16 HPAs
considerados poluentes de prioridade nacional pela Agéncia de Prote¢dao Ambiental norte-
americana (SIMS, et alli, 1988).

Os HPAs s3o compostos que contém carbono e hidrogénio na forma de anéis de
benzeno fundidos em arranjos lineares, angulares e aglomerados. Os HPAs também podem
conter substituintes alquilas e nitrilas ou podem se apresentar na forma de moléculas
heterociclicas com a substitui¢do de um carbono do anel aromatico por nitrogénio, oxigénio

ou enxofre.
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TABELA 1 — Estruturas quimicas e efeitos toxicos dos 16 HPAs considerados como poluentes de

prioridade nacional pela Agéncia de Protecdo Ambiental norte-american (SIMS e alli, 1988). Continua
na proxima pagina.

Composto Formula Efeito
1 - 2 anéis aromaticos
toxico
Naftaleno @
2 - 3 anéis aromaticos mutagénico
Acenafteno I
Acenaftileno ' mutagénico

Fluoreno @m mutagénico

Antraceno . O O | mutagenico

Fenantreno @ toxico e mutagénico

3 - 4 anéi CO-carcinogenico €
mutagénico
Fluoraneno
pireno co-carcinogeénico e
mutagénico
benzo(a)antraceno @ mutagenico e
©©© carcinogénico

4- 5 anéi mutagénico ¢

© carcinogeénico
benzo(b)fluoranteno ©©‘©



TABELA 1 — Continuacio.

Composto Formula Efeito

benzo(k)fluoranteno © mutagénico e
: . : carcmogénico

benzo(a)pireno mutagenico.
©©© carcinogenico.

fetotoxico e teratogénico

dibenzo(a, h)antraceno mutageénico e

: © : carcinogénico
5 - 6 anéis @O carcinogénico
benzo(g, b, i)perileno @‘@@

indeno(1,2,3-cd)pireno @O.@ carcinogénico

@

Os HPAs sio produtos que se originam da combustio incompleta da matéria
orgénica, sendo formados durante a combustdo de hidrocarbonetos saturados e insaturados,
peptideos, carboidratos e outros compostos organicos. Algumas das maiores fontes de
HPAs sdo as queimadas em florestas, cinzas vulcanicas, geragdo de calor e forga, emissoes
de motores de veiculos, processos industriais, derramementos de petrdleo, inversdo do ar
urbano, liquefagdo do carvio, processos de gaseificagdo e fumagca de cigarro (CERNIGLIA,
1984).

Os aspectos relacionados & formagao dos HPAs durante a combustdo de compostos
orgénicos tém sido amplamente estudados por cientistas de todo mundo (VINCITORE er

alli, 1998). Estudos iniciais mostraram que os HPAs sdo formados durante as reagoes de



pirélise e de combustdo de compostos organicos a altas temperaturas. A combustdo

incompleta da madeira, do carvdo e do 6leo, também levam a formacdo de HPAs.

BADGER et alli (1958), conduziram estudos sobre o mecanismo de formacgido do
3,4-benzo(a)pireno a altas temperaturas (500 a 1250°C), a partir de compostos alifaticos, e
concluiram que a seqiiéncia das reagbes mais importantes envolvidas na formagdo dos
HPAs seria primeiramente o craqueamento, seguido da sintese de dienos, desidrogenagdes

e finalmente, ciclodesidrogenagées.

Complementando suas pesquisas, BADGER er alli. (1964) determinaram a
temperatura Otima de formagdo do 3,4-benzo(a)pireno a partir da pirdlise de varios
hidrocarbonetos simples como acetileno, butadieno, estireno, etilbenzeno e butilbenzeno.
Foram encontradas varias faixas de temperaturas 6timas para formagdo dos HPAs, sendo
estas temperaturas dependentes do composto de origem. Os autores concluiram através dos
resultados obtidos, que as fissdes das ligagdes carbono-carbono e carbono-hidrogénio para
formagéo de radicais e subsequente formagido de HPAs, somente acontecerem na faixa de
temperatura de 500 a 800°C. Em temperaturas menores, as cinzas continham somente
compostos mono ¢ diciclicos e em temperaturas mais elevadas, os HPAs foram degradados
a produtos gasosos. A temperatura 6tima para a forma¢do dos HPAs ficou definida em
torno de 700°C.

Atualmente, dois principais mecanismos de reag@o foram propostos para descrever a
formagdo do primeiro anel aromético, o anel benzénico. A primeira rota envolve a reagéo
de espécies contendo C; e C, formando compostos Cs, seguida da ciclizagdo e
desidrogenagio do complexo. A formagsio do HPA aconteceria pela ativagdo do anel
aromatico seguida da adi¢do de C;H, e outras porgdes de carbono (FRENKLACH er alli
citados por VINCITORI er alli, 1998). A segunda rota envolve a recombinagdo de
estruturas ressonantes C; estabilizadas, resultando na formagdo direta do anel aromatico

(MILLER & MELIUS citados por VINCITORI e alli 1998).



Existe também um novo mecanismo proposto que envolve a recombinagdo do
ciclopentadieno produzindo naftaleno diretamente, eliminando assim, a necessidade de
formacdo do anel benzénico (VINCITORI e alli 1998).

2.1.2. Propriedades fisico-quimicas dos HPAs

Os HPAs sdo compostos relativamente insoluveis em agua. BANERJEE (1985)
mediu a solubilidade de uma ampla gama de HPAs e encontrou resultados muitos variados.
Por exemplo, a solubilidade do naftaleno em agua destilada a 27°C é de 31.690 ng/g, ja
para o criseno, composto aromatico de quatro anéis, esta solubilidade ¢ de 1,8 ng/g. A
propriedade hidrofébica dos HPAs € o fator que mais afeta o seu destino no ambiente e as
suas taxas de biodegradagdo (LANDRUM, 1989; MCELROY et alli, 1989 ¢ VARANASI
et alli, 1985). As baixas solubilidades em &4gua também causam dificuldades na
determinagdo experimental de suas taxas de biodegradagio e seu destino final. Os HPAs
hidrofébicos se associam fortemente com particulas presentes na dgua, fator este que faz
com que os HPAs se depositem posteriormente em superficies sedimentares (MAY, 1980).
Em geral, a solubilidade dos HPAs decresce com o aumento do peso molecular e do
nimero de anéis aromaticos. A temperatura e salinidade da 4gua também afetam
diretamente a solubilidade desses compostos. Um aumento de 4°C na temperatura pode
aumentar as solubilidades do fenantreno, antraceno, benzo(a)antraceno e benzo(a)pireno na
agua do mar, como concluiu WHITEHOUSE (1984).

Os HPAs s@o sensiveis a luz, sofrendo fotodecomposi¢do através da oxidagéo.
Assim como a solubilidade, a fotodegradagio ¢ influenciada pela temperatura, salinidade e
tipo de HPA (FUKUDA et alli, 1988 e NORKRANS, 1966). Por exemplo, a taxa de
degradacdo de um naftaleno alquilado aumentou em agua do mar artificial quando
comparada com a degradagdo em agua destilada. Os HPAs que contém moléculas de
nitrogénio foram oxidados mais lentamente que HPAs ndo substituidos, e as taxas de

fotooxidagdo sdo maiores a 27°C do que a 10°C (PAALME et alli, 1990).



Experimentos realizados por HINGA et alli, (1980), demonstraram que a
fotooxidacdo influencia o destino final e presenca dos HPAs em colunas de 4gua e em
sedimentos. A fotolise ocorre preferencialmente com os HPAs de maior peso molecular,
sendo que os produtos da reagdo também adsorvem em particulas e persistem nos
sedimentos (MILLER et alli, 1988). Estudos envolvendo os produtos da fotodegradacdo
dos HPAs em ambientes aquaticos sao necessarios para elucidar seu papel no destino final
dos HPAs e nas suas taxas de degradagdo. Durante experimentos em laboratdrio, a
fotodegradagdo dos HPAs também pode levar a estimativas erroneas da degradagdo dos
mesmos (WOOD et alli, 1979).

Os HPAs de menor peso molecular, especialmente o naftaleno, sdo volateis. Os
HPAs com pesos moleculares intermediarios entre o naftaleno € o dibenzo(a,h)antraceno
volatilizam a partir de solugdes aquosas em uma taxa inversamente proporcional aos seus
pesos moleculares (LAUGHILIN et alli, 1979). A volatilizagdo acontece preferencialmente
a partir da superficie da agua, podendo acontecer em sistemas onde os sedimentos foram

ressuspendidos, devendo ser monitorada durante os experimentos em laboratorio.

2.1.3. Presenca de HPAs no ambiente

Apesar dos sedimentos aquaticos atuarem como dep6sitos de HPAs e contribuirem
para a sua liberagdo nas aguas, sio as atividades realizadas pelo homem que contribuem
predominantemente para a presenga de HPAs nas dguas urbanas. As rotas naturais
primarias dos HPAs no ambiente ocorrem através de vazamentos de 6leos e queimadas de
florestas (YOUNGBLOOD & BLUMER, 1975). As maiores fontes antropogénicas de
HPAs incluem a combustio € o transporte de combustiveis fosseis (NAS, 1983). Os HPAs
alcancam os ambiemtes aquaticos através de inversdes térmicas, descarga de residuos,
navegagido comercial e de recreagdo e vasamentos de 6leos (GUERIN & JONES, 1989 e
NEFF, 1979).

Os HPAs gerados por atividades industriais e relacionadas a energia vem sendo

depositados ha anos no meio ambiente, e 0 exame de sedimentos abaixo da superficie de
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areas proximas a essas atividades mostra claramente a presenca de varios HPAs (HITES er
alli, 1977). Por exemplo, regides proximas ao porto de Boston, possuiam uma concentragao
de HPAs de 100 mg/g de sedimento (HITES er alli, 1972; JOHNSON et alli, 1985;
SHIARIS & JAMBARD-SWEET, 1986 e YOUNGBLOOD & BLUMER, 1975). Uma vez
presentes no meio aquético, os HPAs persistem por longos periodos, sendo que sua

toxicidade ira depender das condi¢cdes ambientais e da estrutura de suas moléculas.

O transporte e a distribuicdo dos HPAs no meio ambiente aquatico tém sido
relacionados com seu peso molecular, volatilidade e com a concentragio de matéria
organica em um dado ecossistema. Em um estudo detalhado feito por READMAN et alli
(1982) sobre a distribui¢do e degradagdo dos HPAs no estudrio de Tamar, na Inglaterra, os
HPAs foram divididos em dois grupos, com base no seu destino final: (1) HPAs de baixo
peso molecular (naftaleno, fenantreno e antraceno) e (2) HPAs de alto peso molecular
(fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno
e benzo(a)pireno). A distribuicdo dos HPAs de baixo peso molecular nio exibiu uma
correlagdo com a concentragdo de particulas na coluna de agua, sendo que a volatilizagio
dos mesmos pareceu ser o fator mais importante na determinag¢do de seu destino final. Por
outro lado, a distribui¢do dos HPAs de elevado peso molecular apresentou uma correlagdo
com a concentragdo de particulas suspensas na dgua e o seu depdsito nos sedimentos foi
classificado como o destino primario desses compostos. Em outros estudos, a parti¢do dos
HPAs entre agua e sedimento foi relacionada com o conteudo orgénico da agua e do
sedimento (MEANS, 1980). Em um estudo feito com sedimentos obtido de rios, foi
encontrado que sitios de deposi¢do que contém particulas menores de sedimentos
geralmente contém um alto conteido orgénico e elevadas concetragbes de HPAs
(KARICKHOF et alli, 1979 e O’CONNOR & CONNOLY, 1980).

Outros fatores que afetam a particdo dos HPAs s3o o material organico dissolvido
(MOD) e o material coloidal. BOHEM & QUINN (1973) sugeriram que o MOD aumenta a
solubilidade dos HPAs nos ambientes aquaticos. Interagbes especificas entre os
hidrocarbonetos € o material organico dissolvido foram estudadas de acordo com o tipo de

HPA e a origem do MOD. Os HPAs mais hidrofobicos mostraram uma crescente associagao
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com o MOD, e o complexo MOD-HPA foi capaz de aumentar o transporte dos HPAs
(MAGEE et alli, 1991). A formagdo deste complexo € favorecida quando o MOD é de
origem terrestre, devido a presen¢a de compostos himicos (WHITEHOUSE, 1985). Os
coloides naturais parecem possuir um papel importante no transporte e destino final de

compostos hidrofobicos, como os HPAs, at€ o meio ambiente aquatico.

Em conclusdo, os HPAs tendem a ser carregados por pequenas particulas cobertas
com compostos organicos que tendem a se depositar em areas de deposi¢do de particulas,
no entanto, algumas quantidades de HPAs devem permanecer na coluna de agua ou nas
proximidades dos sedimentos, quando associadas com material organico dissolvido e com
material coloidal (BROWNAVELL & FARRINGTON, 1986 e MEANS &
WIJAYARATNE, 1982).

2.1.4. Biodisponibilidade dos HPAs no meio ambiente

Os recentes avangos no conhecimento do processo de particdio dos HPAs entre
diferentes fragdes como 4gua, particulas, coldoides e MOD levaram ao delineamento de
alguns mecanismos de distribui¢io dos HPAs e do fluxo dos HPAs nos sedimentos e na
agua. Processos similares também afetam a disponibilidade dos HPAs para o consumo
microbiano e seu metabolismo. Ligagdes irreversiveis as particulas reduzem a
disponibilidade dos HPAs tanto para os microrganismos como para os organismos bénticos.
Portanto, medi¢des quimicas do conteddo de HPAs nos ambientes aquaticos, nao

necessariamente refletem a biodisponibilidade desses compostos para as bactérias.

Os processos responsaveis pela transferéncia dos HPAs do meio ambiente para os
organismos, e os fatores ambientais que governam esses processos ndo estdo ainda bem
esclarecidos. Virias revisdes recentes (FARRINGTON, 1991; LANDRUN & ROBBINS,
1990 e MCELROY ef alli, 1989) resumem a biodisponibilidade dos HPAs nos ambientes
aquaticos, mas estas informagdes, sdo na maioria das vezes, limitadas aos animais bénticos,
que por sua vez, absorvem os HPAs de uma maneira diferente que microrganismos

bénticos.
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A biodisponibilidade dos HPAs esta relacionada com as suas caracteristicas fisico-
quimicas, sendo o coeficiente de particdo do HPA em octanol/agua, Ko, 0 pardmetro mais
utilizado para medir a sua solubilidade em agua (LANDRUN, 1989). Conforme a
solubilidade do HPA em agua decresce, o K, aumenta, € 0 composto é mais lentamente
liberado das particulas de sedimentos, tornando-se menos disponivel para o consumo

microbiano.

FARRINGTON (1991) advertiu que a relagdo entre o K,w € a biodisponibilidade é
frequentemente especifica para cada sitio, pois ela é afetada pela composicio e
caracteristicas de cada sedimento. Essas caracteristicas incluem conteudo de carbono
orgénico, distribuicdo do tamanho das particulas, tipo de argila e conteido do solo,
capacidade de troca de cations e pH. A determinagdo experimental da biodisponibilidade
dos HPAs pode ser ainda afetada pelo comportamento e pela fisiologia do organismo

béntico em estudo.

A biodegradagdo dos compostos organicos € limitada pela biodisponibilidade e pela
taxa de dessor¢do dos HPAs dos solos (ROBINSON et alli, 1990), argilas (MACINTYRI
& DEFUR, 1985) e materiais humicos (JOHNSEN, 1987). A taxa de degradagdo
microbiana de HPAs de baixo peso molecular, como o naftaleno, é supostamente
governada pelas baixas taxas de dessor¢do, como demonstrado em solos anaerébicos (AL-
BASHIR et alli, 1990 e MIHELCIC & LUTHY, 1988). Acredita-se que as taxas de
dessor¢do tornam-se cada vez mais lentas com o aumento do peso molecular dos HPAs

presentes nos sedimentos, sendo necessarios mais estudos para confirmar tal hipétese.

A questdo da biodisponibilidade dos HPAs € crucial para o entendimento da
degradagdo dos mesmos. Existe a necessidade do desenvolvimento de novos métodos para
a determinacdo da biodisponibilidade dos HPAs para os microrganismos. KING et alli
(1990), reportaram a utilizagdo de um plasmideo bioluminescente durante o catabolismo
do naftaleno na tentativa de definir a sua biodisponibilidade em uma variedade de

ambientes.
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2.2. Aspectos relacionados ao processo de biorremediac¢io

2.2.1. Tecnologias de biorremediacio de sitios ambientais contaminados

O desenvolvimento de novas tecnologias para eliminar as contaminagdes
provocadas pelas atividades do homem no meio ambiente tornou-se um sério desafio. A
cada ano, somente nos EUA, bilhdes de ddlares tém sido gastos na descontaminagio de
solos e ambientes aquaticos. Os custos totais para a remediag@o de sitios contaminados com
petroleo e seus derivados, nos EUA, € estimado acima de um trilhdo de dolares,
(BREDEHOEFT, 1994). Mundialmente sio produzidas dois bilhdes de toneladas de
petréleo por ano, e durante as etapas de exploragdo, transporte, processamento € aplicagéo,

os vazamentos acidentais ou planejados sdo comuns (NAS, 1985).

Estas tecnologias de “clean up” apoiam-se nas atividades degradativas dos
microrganismos, sendo seu principal foco o aumento do processo de biodegradagdo ja
existente na natureza. Tecnologias que colocam os compostos quimicos em contato mais
préximo com 0s microrganismos, em reatores, permitindo sua rapida degradac@o, também
tém sido exploradas (ALEXANDER, 1994).

GIBSON & SAYLER (1992) definiram a biorremediagdo como “o uso de
microrganismos vivos para reduzir ou eliminar contamina¢des ambientais resultantes do

acumulo de compostos quimicos toxicos e outros residuos poluentes”.

A biorremediagio de sitios ambientais contaminados com compostos organicos €
uma tecnologia emergente que gragas ao seu custo relativamente baixo, vem sendo
utilizada em varios paises, tendo sido aprovada pela Agéncia de Prote¢do Ambiental norte-
americana (EPA), pela Environment Canada, e outras agéncias reguladoras em todo o
mundo (BIOGROUP, 1998).

O objetivo principal da biorremediagao ¢ a degradagio de compostos poluentes até

niveis ndo detectaveis, ou se detectdveis, até concentragdes abaixo dos limites
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estabgelré’gdr(}socomo seguros ou aceitdveis pelas agéncias reguladoras (ALEXANDER,
1994).

A biorremediagdo tem sido usada para a destruigio de compostos quimicos
poluentes presentes no solo, reservatorios naturais de agua, aguas residudrias, lodos,
sistemas de eliminagdo de residuos industriais e gases. A lista de compostos que podem
ser submetidos a destruigdo bioldgica por um ou outro sistema de biorremediagdo ¢ longa.
No entanto. grande interesse foi dirigido para produtos do petrdleo, gasolina e seus
contituintes, HPAs, compostos alifaticos clorados como tetracloroetileno, € compostos
aromaticos clorados, j4 que esses compostos estdo espalhados por todo o ambiente,
representando riscos para a saide e para os ecossistemas, € sdo susceptiveis a
biodegradacdo. Apesar de ndo serem biodegradaveis, os metais sio de interesse para a
biorremediagdo pois podem ser alterados, tornando-se menos téxicos para os

microrganismos.

Certos critérios devem ser considerados na biorremediacdo, para que esta possa ser
um processo sério e um modo pratico de tratamento. (a) Devem existir microrganismos
que possuam a atividade catabdlica necessaria. (b) Estes microrganismos devem ter a
capacidade de transformar os compostos a taxas razodveis e trazer a concentragio para
niveis estabelecidos pelos 6rgdos reguladores. (¢) Os microrganismos nio devem gerar
produtos que sejam toxicos e que possam acumular-se durante o processo. (d) O sitio
contaminado ndo pode conter concentragdes ou combinagdes de produtos quimicos que sio
marcadamente inibidores para as espécies biodegradadoras, ou devem existir meios de
diluir ou transformar estes compostos em produtos indcuos. (€) O composto alvo deve
estar biodisponivel para os microrganismos. (f) As condi¢des no sitio ou no bioreator
devem suportar o crescimento microbiolégico ou sua atividade, por exemplo, uma
suplementa¢do adequada de nutrientes inorganicos, suficiente oxigénio, ou outro aceptor
de elétrons, contetdo de umidade favoravel, temperatura adequada, ¢ uma fonte de
carbono e energia para o crescimento, se¢ o poluente for co-metabolizado. (g) O custo da
tecnologia deve ser menor, ou igual ao custo de outras tecnologias que poderiam também

destruir o composto quimico. Se as condi¢des existentes ndo estio de acordo com os
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critérios minimos acima estabelecidos, o processo de biodegradagdo devera ser rejeitado
(ALEXANDER, 1994).

A Agéncia de Protecdo Ambiental norte-americana (DEVINE, 1992) conduziu uma
pesquisa sobre areas sob tratamento biologico para elimina¢do de compostos poluentes e
obteve dados sobre a existéncia de 240 casos de biorremediagdo. Desses 240 casos, 132
apresentaram informagdes suficientes para detalhamento, como por exemplo, 75 casos de
biorremedia¢do eram nas areas envolvidas com petroleo e materiais relacionados, 13 com
preservativos da madeira, 10 com solventes contaminantes, 7 com pesticidas, 5 com piche,
e 4 com munigdes. A maioria dos casos de biorremediagdo foi realizada em solos e aguas

subterraneas, sendo poucos casos realizados com lodos.

Uma variedade de tecnologias diferentes ¢ procedimentos estdo em uso corrente, €
um numero de novas e alteracGes promissoras ja foram sugeridas ou alcangaram estagios
avan¢ados de desenvolvimento. Algumas dessas tecnologias sdo o tratamento in situ, em
que o solo ou a dgua contaminados ndo sdo removidos do local original. O tratamento in
situ apresenta a vantagem de um custo relativamente baixo, mas a desvantagem de néo
haver um controle rigoroso do processo. Outras tecnologias de biorremediagdo requerem a
remogdo do material contaminado do seu local original. Tal remo¢do aumenta o custo

apreciavelmente, mas o processo € mais facilmente controldvel (ALEXANDER, 1994).

Os microrganismos no solo possuem uma ampla gama de atividades catabélicas, e
um modo simples de destruir os poluentes é adicionar os materiais contendo esses
contaminantes ao solo e deixa-lo sofrer a degradagdo pela microflora nativa. Este
procedimento, normalmente chamado “land farming”, tem sido frequentemente usado pela
industria petrolifera para destruir residuos. A consideravel quantidade de carbono presente
nesses residuos tem o potencial de suportar uma grande biomassa, mas o solo possui muito
pouco nitrogénio e fosforo — e outros nutrientes orgénicos — para suportar uma biomassa
tio grande; entdo adiciona-se N e P ao solo, normalmente na forma de fertilizantes
comerciais. Além do mais, a demanda de oxigénio da microflora aumenta com o carbono

organico presente, havendo a necessidade de suplementar também o oxigénio. A
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efetividade deste tipo de remedia¢do no solo contendo diesel foi mostrada por WANG et
alli (1990). A remediag@o por esses meios € limitada pelas estagdes do ano, ocorrendo
preferencialemente quando a temperatura do solo se mantém em uma faixa que permite

rapido crescimento microbiano (ALEXANDER, 1994).

Microrganismos nativos sdo aqueles que ja estdo presentes no sitio contaminado.
Para estimular o crescimento desses microrganismos, condigdes como temperatura,
presenca de oxigénio e nutrientes devem ser providas. Por outro lado, se a atividade
biolégica necessaria para degradar um determinado contaminante ndo estd presente em
nenhum microrganismo nativo, microrganismos de outros locais, que foram efetivamente
testados quanto a sua capacidade de degradagdo, podem ser adicionados ao sitio
contaminado, sendo chamados entdo microrganismos exégenos. As condi¢des do novo
sitio devem ser ajustadas para assegurar que o novo microrganismo venha a sobreviver
(KERR, 1994).

Ja o processo de tratamento das aguas subterrdneas, também chamado
biorrestauragdo, envolve a introdugdo de nutrientes e oxigénio nos aquiferos subterraneos,
sendo que a microflora indigena existente realiza a degradacdo das moléculas indesejaveis.

A maioria dos sitios tratados contém hidrocarbonetos do petréleo como contaminantes.

Inicialmente, € feita uma remogdo fisica eficiente do contaminante presente, ja que
a biorremediagdo sem a remoc¢&o da fonte de contaminagio nio faz sentido, pois esta fonte
continuaria adicionando poluentes ao depdsito de dgua. Também sdo feitos testes em
laboratério para determinar a quantidade 6tima de nutrientes a serem adicionados, ja que a
falta de nutrientes ira resultar em uma lenta degradagfio, ao passo que o excesso de
nutrientes proporcionara um aumento muito rapido da biomassa, causando a interrupgdo da
biorremediag@o. Nitrogénio e fosforo sdo normalmente dissolvidos na dgua que circula
pelo sitio contaminado. Um procedimento comum ¢ a adi¢do dos nutrientes através de
pocos de injecdo. A concentragdo dos contaminantes e dos nutrientes é monitorada nas

amostras de agua coletadas através dos pogos (THOMAS & WARD, 1989).
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Existe um grande interesse na biorremediagdo de manchas de 6leo no mar, em
portos € na agua para consumo, € 0 uso de microrganismos para diminuir a presenca de
contaminantes nesses sitios tem sido aplicado ha varios anos. Em mar¢o de 1989, o
petroleiro Exxon Valdez derramou cerca de 42 milhdes de litros de 6leo no mar,
contaminando as aguas e praias da regido do recife Prince William, no Alasca.
Imediatamente, foi montado um programa para determinar, em laboratério € no sitio
contaminado, como promover a biorremediagdo. O subsequente processo de “clean up”
que se realizou representou o maior processo de  biorremediagdo ja relatado
(ALEXANDER, 1994).

Os estudos em laboratoério, feitos imediatamente apés o vazamento, mostraram que
N e P eram limitantes e que quase todos os alcanos e uma quantidade apreciavel de HPAs
foram metabolizados em seis semanas com a adi¢do de uma solug@o salina inorgénica ou
um fertilizante oleofinico contendo N e P. Posteriormente, observou-se que a degradagdo
desses compostos ocorreu mesmo sem a adigdo de N e P (TABAK er alli, 1991). Estudos
do sitio mostraram a existéncia de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (PRINCE,
1992).

Todas as técnicas de biorremediagdo descritas aqui, foram realizadas na presenga de
microrganismos nativos. Técnicas envolvendo o uso de microrganismos introduzidos ao
ambiente podem ser exemplificadas na utilizagdo de bioreatores dispostos acima da
superficie das 4guas subterrdneas, que sdo alimentados através do bombeamento da agua
contaminada para a superficie (STINSON et alli, 1991; LITCHFIELD, 1991), biofiltros
para gases (SHODA, 1991 e DASU & SUBLETTE, 1989) e filmes e c€lulas imobilizadas
(HALLAS et alli, 1992).

As fases envolvidas na biorremediagdo de um sitio contaminado podem ser
resumidas como: 1 — caracteriza¢do do sitio, 2 — desenvolvimento de uma estratégia de
remediagdo, 3 — implementacdo da estratégia e 4- monitoramento do processo de

biorremediagao.
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Por ser o primeiro passo na implantagdo da biorremediagdo, e também um dos mais
importantes, a caracterizagdo do sitio ambiental contaminado, pode ser feita através do
levantamento de informagdes especificas como: tipo e quantidade de contaminantes e um
histérico de contamina¢do do local, onde e como se encontram estes contaminantes
(dissolvidos, em particulas, nos sedimentos), as condigdes hidrogeologicas e geoquimicas
do local, qual os possiveis destinos dos contaminantes presentes no sitio, e qual a
capacidade de biodegradagdo dos compostos contaminantes pela microbiota do local
(KERR, 1994).

A implantagdo de um processo de biorremediagdo caracteriza-se por sua
multidisciplinaridade, sendo necessdrios esfor¢os de diversas areas atuando em conjunto

para se obter o sucesso do processo.

2.3. Aspectos relacionados 2 biodegradacio de HPAs por bactérias

O metabolismo dos HPAs pelos mamiferos tem sido demonstrado em muitos
tecidos como figado, pulmdes, rins, placenta, trato intestinal e pele. Usualmente, a
atividade mais elevada € encontrada em células do reticulo endoplasmatico hepatico, que
converte os compostos lipofilicos em metabdlitos soliveis em 4gua e portanto facilmente
excretados pelo organismo. Resultados de pesquisas pioneiras demonstraram que muitos
carcinogénicos, incluindo os HPAs, sdo de fato, inativos per se e devem ser
metabolicamente ativados pelas enzimas dos microssomos de mamiferos, para entdo
exibirem suas propriedades mutagénicas, genotoxicas e carcinogénicas (CERNIGLIA,
1984).

Estudos envolvendo o metabolismo dos HPAs por bactérias e outros
microrganismos foram desenvolvidos paralelamente aos estudos feitos em mamiferos. A
habilidade de alguns microrganismos em degradar HPAs foi reconhecida por SISLER &
ZOBELL (1947) e desde entdo foram examinadas as vias bioquimicas pelas quais os
microrganismos metabolizavam os compostos aromaticos, tendo sido para isso, isoladas

diversas linhagens.
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LIJINSKI & QUASTEL (1956), descreveram métodos empregados para o
isolamento e estudo do metabolismo de hidrocarbonetos cancerigenos por microrganismos
do solo. Foi encontrada uma bactéria (ndo identificada) que utilizava metilcolantreno como

fonte de carbono.

Em 1968, GIBSON er alli estudando uma linhagem de Pseudomonas putida,
demonstraram que este microrganismo tinha capacidade de crescer em tolueno como unica
fonte de carbono e de oxidar benzeno, tolueno e etilbenzeno em taxas iguais, € ainda

propuseram uma sequéncia para a formacgdo enzimatica do catecol a partir do benzeno.

Em 1973, GIBSON et alli estudaram uma espécie de Beijerinckia sp. que utilizava
bifenil como unica fonte de carbono. J4 uma linhagem mutante, denominada Beijerinckia
sp. B8/36, possuia capacidade de oxidar o bifenil a cis-2,3-di-hidroxi-1 fenil ciclo-hexa-
4,6-dieno. Os metabolitos produzidos foram analisados por espectrofotometria (UV e IV) e

ressonancia nuclear magnética de protons.

Compostos aromaticos como fenantreno, 1-etilnaftaleno, 1,2- e 2,3-benzoantraceno
foram testados quanto a sua biodegradabilidade por bactérias marinhas, sendo os seus
metabdlitos analisados por técnicas de cromatografia gasosa e¢ de camada delgada,
espectrofotometria de IV e espectroscopia de massa. Todas as bactérias i1soladas da agua de
estudrios contaminados com dleo cresceram em naftaleno como unica fonte de carbono

(DEAN-RAYMOND & BARTHA, 1975).

KIYOHARA & NAGAO (1978), isolaram bactérias do solo capazes de crescer em
fenantreno, e apds estudar as possiveis vias bioquimicas, sugeriram que o catabolismo do
fenantreno ocorria via protocatechuato em todas as bactérias € que as vias para a

degradagdo do fenantreno e do naftaleno eram separadas e diferentes.

Ainda envolvidos com a oxida¢do dos HPAs por Beijerinckia sp e Beijerinckia sp.
B8/36, SCHOCKEN & GIBSON (1984) estudaram o metabolismo do acenaftaleno e do
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acenaftileno através de experimentos de biotransformagdo em pequena escala. Como
métodos analiticos na deteccdo dos metabolitos foram empregadas as técnicas de
cromatografia de camada delgada e liquida de alta eficiéncia e espectroscopia de massa.
Foram propostos caminhos de oxidagdo dos HPAs pela linhagem de Beijerinckia sp. Os

autores também estabeleceram as enzimas utilizadas para as transformagdes.

Um estudo completo envolvendo o metabolismo microbiano dos HPAs foi
apresentado por CERNIGLIA (1984). Neste estudo CERNIGLIA compilou todos os HPAs
de maior importancia e delineou para cada um deles as rotas de seu metabolismo por
mamiferos, fungos, bactérias e algas. Utilizando o termo biodegradacdo no seu sentido
mais amplo, o autor ja previa que no futuro préximo, uma das formas de controle da

poluigdo no meio ambiente seria a utilizagdo de microrganismos no seu kabitat natural.

Uma vez estabelecida a capacidade dos microrganismos em decompor os HPAs e a
necessidade de eliminar tais compostos do meio ambiente, as pesquisas focaram-se na
determinag¢do de fatores que afetavam a biodegradagdo dos HPAs. Suas propriedades
fisico-quimicas como solubilidade em agua, lipofilicidade, volatilidade, a concentragéo e a
presenca de grupos substituintes e funcionais foram inicialmente elucidadas e relacionadas
com a biodegradagao.

O estudo dos fatores relacionados ao meio ambiente também tornou-se importante,
incluindo temperatura, pH, concentragdo de oxigénio, salinidade, estagdo do ano,
intensidade de luz, tipo de sedimento, presenga de co-substratos e nutrientes. Quanto aos
microrganismos, tornou-se relevante o seu tipo, popula¢do e distribui¢do, bem como os

seus predadores e outros microbiotas e a biodisponibilidade dos HPAs.

Em 1987, STUCKI & ALEXANDER apresentaram um estudo envolvendo a
cinética do crescimento bacteriano em varios HPAs poucos soluveis, relacionada com as
suas taxas de dissolug@o e solubilidade em agua. As bactérias estudadas foram Moraxella
sp., Pseudomonas sp. e Flavobacterium sp., capazes de crescer em bifenil e isoladas de

residuos de esgoto. Os autores também relacionaram a taxa de crescimento de cada
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bactéria com a taxa de mineralizagdo do bifenil. Os calculos baseados na taxa de
crescimento destas bactérias e nas taxas de dissolu¢do do fenantreno sugeriram que a taxa

de dissolucgdo dos hidrocarbonetos limitava a sua taxa de biodegradacao.

Os HPAs se espalham pelos ecossistemas aquaticos por numerosas rotas, € devido a
sua hidrofobicidade, usualmente se ligam a particulas sélidas finas e sdo transportados até
sua sedimentacdo (HITES er alli, 1980; MEANS et alli, 1980 ¢ MOREHEAD et alli,
1986). Apesar dos HPAs poderem sofrer volatilizacdo, oxidagdo quimica,
fotodecomposigdo € degradagdo por microrganismos enquanto se€ encontram em aguas
superficiais, na maioria das vezes o seu destino ¢ a deposi¢do na forma de sedimentos
abaixo da zona fotolitica, ¢ o principal fator que ira afetar a persisténcia dos HPAs
depositados é a degradagdo microbiana (GIBSON et alli, 1975). Por esta razdo, os
sedimentos servem como repositores de HPAs nos ecossistemas aquaticos (BEAN e
PERRY, 1974), onde eles devem permanecer, sofrer ressuspensdo ou ser biodegradados por
comunidades complexas de bactérias e fungos nativos, (CERNIGLIA, 1984; CERNIGLIA,
1984b e GIBSON & SUBRAMANIAN, 1984). O estimulo, através da adi¢do de nutrientes,
dos microrganismos nativos capazes de metabolizar os HPAs, tornou-se a opgdo de
biorremediacio das aguas marinhas mais promissora, contrastando com a aplicacdo de

microrganismos de forma isolada ou geneticamente alterados (U.S. CONGRESS, 1991).

CULLEN et alli, (1994) realizaram estudos em sitios ambientais proximos a uma
industria metalirgica de aluminio produtora de cerca de 120 toneladas de HPAs por ano,
devido ao uso de grandes quantidades de carvdo e piche utilizados durante o processo. A
partir de amostras de agua do mar e sedimentos contaminados, foram isoladas quatro
linhagens de bactérias, posteriormente identificadas como Moraxella atlantae e
Alteromonas haloplanktis, que foram utilizadas no estudo de degradagdo de fenantreno e
pireno (os HPAs mais abundantes encontrados na area). Para determinar a taxa de
biodegradagio dos HPAs pelas bactérias, os autores utilizaram técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (detectores UV e fluorescéncia) e estabeleceram fatores
importantes que influenciaram tais taxas, como a concentragdo de HPAs, isoladamente ou

em conjunto, presen¢a de nutrientes, temperatura e tempo de incubagdo e concluiram que
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estudos futuros, onde as condi¢des ambientais fossem completamente reproduzidas, seriam

necessarios para a adaptagdo da biorremediac¢@o no sitio ambiental estudado.

A biodegrada¢do dos compostos aromaticos tende a se desenvolver e a se tornar
cada vez mais aprimorada. O uso de reatores tipo biofilme (ARCANGELI & ARVIN, 1995
e ZHANG et alli, 1995) torna possivel o estudo do mecanismo da cinética da
biodegradacdo realizada pelos microrganismos. ZHANG e alli, (1995) afirmaram que a
biorremediacdo € geralmente favorecida pelo emprego da bioestimulagdo, ou seja, um
processo no qual as condi¢des para o crescimento dos microrganismos sdo otimizadas pelo
suprimento de quantidades adequadas de receptores de elétrons, nitrogénio, fosforo e tragos
de metais no ecossitema a ser tratado. As taxas de biodegradacdo dos HPAs sdo maiores em
condigdes aerdbicas € a manuten¢do de um nivel adequado de oxigénio in situ tem sido o
objetivo primario de muitas remediagdes. Para ambientes com altos niveis de poluicdo, a
biorremediacdo € frequentemente limitada devido & baixa solubilidade do oxigénio e a
baixa transferéncia de massa. Existem possibilidades de se favorecer a taxa de
biorremediagdo, seja pela utilizagdo de técnicas de ventilagio do ar com equipamentos
especificos (HINCHEE, 1994), seja pela adigdo de receptores de elétrons alternativos,
sendo esta ultima técnica muito favoravel devido ao baixo custo e alta solubilidade de tais

compostos (WILSON et alli, 1993).

2.3.1. Biodegradagio de misturas de HPAs

A degradacdo de HPAs individuais realizada por bactérias tem sido amplamente
estudada e muitas rotas metabolicas ja foram estabelecidas, (DAVIES & EVANS, 1964;
HEITKAMP & CERNIGLIA, 1988; HEITKAMP & CERNIGLIA, 1989; MUELLER et
alli, 19889; WALKER & WILTSHIRE, 1953 ¢ WALTER et alli, 1991). Recentemente,
houve um aumento de interesse na determina¢dio de como ocorre o processo de
biodegradagédo bacteriana de misturas de HPAs, presentes no meio ambiente na forma de

misturas complexas.
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Sabe-se que uma mistura de contaminantes em um sistema de biorremedia¢do pode
apresentar os efeitos de inibicdo, cometabolismo ou augumentagdo no processo de
degradagdo dos compostos. Os estudos de laboratorio que utilizaram misturas definidas de
HPAs ja detectaram os problemas ou beneficios resultantes da presenca de mais de um
contaminante (BAUER & CAPONI, 1988; BOUCHEZ et alli, 1995; STRINGFELLOW &
AITKEN, 1995 e TIEHM & FRITZSCHE, 1995). Nesses estudos, a combinagdo dos
efeitos individuais foi observada. Por exemplo, na degrada¢do de uma mistura simples
contendo fenantreno e fluoreno pela bactéria Pseudomonas sp, foram observados os
efeitos de cometabolismo e de inibicdo (BOUCHEZ et alli, 1995). Em adigdo aos estudos
laboratoriais, os estudos realizados com sedimentos contaminados coletados no ambiente
também proporcionam informagdes relevantes sobre a biodegradagdo de misturas (FLTG,
1988 e LEWIS, 1993).

A inibigdo pode ser definida como a redugéo na taxa de degradagio ou no valor final
de degradagdo de um composto provocada pela presenga de outro composto, sendo este
um efeito muito comumente encontrado na biodegradagdo das misturas de HPAs. Por
exemplo, TIEHM & FRITZCHE (1995) observaram a inibi¢do na degradacdo do pireno
pela presenga do fluoreno em uma cultura pura de Mycobacterium sp. A inibi¢do tem sido
notada em casos em que somente um ou ambos os HPAs séo fonte de carbono e energia, e
sugere que multiplos HPAs sdo degradados através da utilizagdo de um mesmo sistema
enzimético, resultando na competigdo pelos sitios ativos das enzimas (BOUCHEZ et alli,
1995 ¢ STRINGFELLOW & AITKEN, 1995). Muitos estudos reportaram que a presenca
de HPAs mais soliveis resulta na inibi¢do da degradagdo de HPAs menos soliveis. A
utilizagdo de culturas mistas no lugar de culturas puras, na degradagdo de misturas de
HPAs tem o potencial de diminuir os efeitos de inibi¢do observados, ja que culturas mistas
podem resultar em uma agdo degradativa complementar, tendo uma maior tolerancia a
toxicidade, ja que os metabolitos intermedidrios podem ser utilizados como substratos

para a atividade de outras bactérias (BOUCHEZ et alli, 1995).

O cometabolismo, como definidko por DALTON & STIRLING (1982) é a

degradacio de um substrato que ndo atua como fonte de energia, na presenca obrigatoria

23



UNICAMY

3IBLIOTECA CENTRA..

ECAO CIRCULANT
de um substrato energético ou de outro composto que ndo seja degradado pelo
microrganismo. Alguns HPAs sdo degradados por cometabolismo, como por exemplo, o
fluoreno (BOUCHEZ et alli, 1995; STRINGFELLOW & AITKEN, 1995 e TIEHM &
FRITZSCHE, 1995). O cometabolismo pode ser um processo importante, quando HPAs
maiores € mais nocivos estdo presentes em um processo onde HPAs menores e mais
facilmente biodegraddveis estdo sendo degradados. Este efeito foi observado por
BOUCHEZ et alli (1995), quando uma cultura pura de Pseudomonas foi incapaz de
utilizar fluoranteno como unica fonte de carbono e energia, mas foi capaz de

cometaboliza-lo na presen¢a de fenantreno .

A augumentagdo descreve os casos em que a degradagdo de um composto é
acelerada na presenca de outro. BOUCHEZ et alli (1995) verificaram que a presenca do
fluoreno aumentou a degradagdo do fenantreno realizada por uma cultura pura de
Rhodococcus sp. TTHEM & FRITZCHE (1995) observaram um aumento na degradagdo do
pireno na presenga de fenantreno por uma cultura pura de Mycobacterium sp, enriquecida
com surfactantes. Sem o aumento da solubilidade promovido pela adi¢io do surfactante, a

augumentacdo nao aconteceu.

No entanto, nem sempre a biodegradagdo de misturas de HPAs apresenta estes
efeitos, como € o caso da biodegradagdo do fenantreno, presente em altas concentragdes,
que nio € afetada pela presenga de fluoreno, fluoranteno ou pireno (TTHEM & FRITZCHE,
1995). Em um estudo realizado por YE et alli (1996), a presenca dos HPAs
benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno e fluoranteno, nio
afetou a degradacdo do benzo(a)pireno pela bactéria Sphingomonas paucimobilis. Somente
o benzo(b)fluoranteno causou uma notavel redug¢do na degradagdo do benzo(a)pireno. Os
autores sugeriram duas explicacdes para suas observagdes: a primeira suposi¢do seria que
0s compostos presentes ndo competiram pelos sitios ativos das enzimas responsaveis pela
degradagdo do benzo(a)pireno, ou entdo, que existem diferentes enzimas responsaveis pela

degradacao de diferentes HPAs.
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Devido a variedade de compostos HPAs, de condigdes experimentais, materiais e
medidas de atividade comumente usadas, ¢ muito dificil obter informagdes especificas
sobre as interagdes que acontecem com as misturas de compostos, e até mesmo da extensio
real da biodegrada¢do. Em geral, para HPAs formados por 2 e 3 anéis, sdo observados altos
niveis de biodegradagdo, (taxas/valores finais). Ja para HPAs com 4 a 6 anéis, € possivel
verificar a biodegradagdo, mas sempre em valores inferiores aos HPAs de 2 e 3 anéis
(ANDERSON, 1995). A degradag¢do completa de HPAs superiores € mais dificilmente

observada. HNICAMY
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A degradagdo de HPAs realizada por células de mamiferos e por fungos leva a
formacdo inicial de compostos denominados frans-di-hidrodiois (JERINA et alli, 1978).

2.3.2. Rotas metabolicas de degradaciao microbiolégica dos HPAs

Até pouco tempo, acreditava-se que as bactérias também oxidavam inicialmente os HPAs
até trans-di-hidrodiois, ja que havia muita semelhanca entre os intermediarios metabolicos
detectados em estudos de degradagdo de HPAs por células de mamiferos e fungos em
relacdo aos metabolitos liberados pela degradagdo realizada por bactérias.

Em 1968, GIBSON e colaboradores reportaram o isolamento de uma linhagem de
Pseudomonas putida capaz de utilizar etilbenzeno como unica fonte de carbono e energia,

podendo também crescer na presenga de tolueno e benzeno.

Experimentos subsequentes realizados por GIBSON et aili (1970a) mostraram que a
P. putida 39/D, uma mutante da linhagem inicial, quando crescia em glicose na presenga de
benzeno era capaz de acumular o metabélito cis-1,2-di-hidroxi-1,2-di-hidrobenzeno.
Através de experimentos utilizando 0", foi possivel verificar que ambos os 4tomos de
oxigénio presentes na molécula do metabdlito eram derivados do oxigénio molecular. A
determinagdo precisa da estrutura em conformacéo cis do di-hidrodiol e medidas precisas
da incorporagdo de oxigénio molecular levaram a formagdo de alguns principios gerais

sobre o metabolismo oxidativo dos HPAs por bactérias, que podem ser descritos como:
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A primeira reagdo de degradagdo de compostos HPAs é uma reagdo de oxidagdo que
produz cis-di-hidrodiéis, independentemente da estrutura do substrato inicial, que pode
ser tanto um benzeno como um benzo(a)pireno. Na TABELA 2 sdo mostrados alguns

metabolitos obtidos durante a degradagdo de HPAs por varios microrganismos.

Os cis-di-hidrodiois sdo formados pela incorporagcdo de dois atomos de oxigénio
molecular no nucleo aromdtico. A dioxigenase que catalisa essas reagdes iniciais faz

parte de um sistema multienzimatico.

Os cis-di-hidrodi6is sofrem uma reagdo de rearomatizagdo pela a¢do de uma cis-di-

hidrodiol desidrogenase, levando a formagdo de um derivado di-hidroxilado.
As subsequentes oxidagoes dos cis-di-hidrodiéis levam a formag¢3o de catecdis que sdo
substratos de outras oxigenases, que vdo tornar possivel a clivagem do anel aromatico,

FIGURA 1.

O catecol pode ser oxidado via orfo, envolvendo a clivagem da liga¢do dos dois

atomos de carbono que contém os dois grupos hidroxilas, levando 4 formagdo do 4cido cis-

cis-mucdnico. O catecol também pode ser oxidado via mera, envolvendo a clivagem das

ligagbes entre um atomo de carbono com um grupo hidroxila e de um atomo de carbono

adjacente, que possua um grupo hidroxila, com a formagdo de um aldeido (CERNIGLIA,
1984).
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TABELA 2 — Alguns metabdlitos de

HPAs apés oxidagio por microrganismos, reportados na

literatura (CERNIGLIA, 1984).
Substrato Di-hidrodiol Organismo Estereoquimica  Referéncia
Naftaleno 1,2-di-hidrdxi-1,2-di- Pseudomonas putida cis (IR,2S) JERINA et alli (1971). JEFREY et aili
hidronaftaleno (1975)
Pseudomonas sp. (NCIB cis CATTERAL et alli (1975); JEFREY et
9816) alli (1975)
Pseudomonas  fluorescens cis JEFREY et alli (1975)
Pseudomonas putida, tipe b cis JEFREY et allt (1975)
Cunninghamella bainieri trans FERRIS et aili (1976)
Cunninghamelia elegans trans (15,25) CERNIGLIA e GIBSON (1977);
CERNIGLIA et alli (1983%)
Agmenellum quadruplicatum cis CERNIGLIA et alli (1979)
{PR6)
Oscillatoria sp. (JCM) cis CERNIGLIA er alli (1980c¢)
Fenantreno 3 4-di-hidréxi-3 4-di- Flavobacterium NR COLLA et alii (1959)
hidrofenantreno Pseudomenas putida cis JERINA et alli (1976)
Beijerinckea sp. cis (3S4R) JERINA et alli (1976)
Cunninghamella elegans trans (35,4S) CERNIGLIA e YANG (1984)
1.2-di-hidroxi-1,2-di- Beijerinckia sp. cis (1R.25) JERINA et alfi (1976)
hidrofenantreno Cunninghamella elegans trans (35,45} CERNIGLIA e YANG (1984)
Antraceno 1,2-di-hidroxi-1.2-di- Flavobacterium NR COLLA et alli (1959)
hidroantraceno Beyjerinckia sp. cis (1R, 25) JERINA et alii (1976)
Cunninghamella elegans trans (15,25) CERNIGLIA (1982); CERNIGLIA e
: YANG (1984)
Benzo(a)antraceno 1,2-di-hidréxi-1,2-di- Beijerinckia sp. cis GIBSON et alli (1975)
hidrobenzo{a)antraceno
8.9-di-hidroxi-8,9-di- Beijerinckia sp. cis GIBSON et alli (1975)
hidrobenzo{ajantraceno Cunninghamella elegans trans (8S,95) DODGE e GIBSON (1980);
CERNIGLIA et alli (1980%); FU et alli
(1983)
10,11-di-hidréxi-10,11-di- Beijerinckia sp. cis GIBSON er alli (1975)
hidrobenzo(a)antraceno Cunminghamella elegans trans (10S,11S) DODGE e GIBSON (1980);
CERNIGLIA er alli (1980%); FU et alii
(1983)
5.6-di-hidroxi-5,6-di- Beyjerinckia sp cis GIBSON et aili (1975)
hidrobenzo{a)antraceno
DODGE e GIBSON  (1980),
3. 4-di-hidroxi-3,4-di- Cunninghamelia elegans trans CERNIGLIA ef alli (1980%)
hidrobenzo(a)antraceno
7-Metilbenzo{a)antraceno 8.9-di-hidréxi-8,9-di-hidro-7- Cunninghamella elegans trans (8S,95) CERNIGLIA et alli (1982d); FU et alli
hidroxametilbenzo(a)antraceno (1983)
3.4-di-hidroxi-3 4-di-hidro-7- Cunminghamella elegans trans (3R, 4R) CERNIGLIA er aili (1982d); FU et alli
hidroximetilbenzo(a)antraceno (1983)
4-Metilbenzo(a)antraceno 8,9-di-hidroxi-8,9-di-hidro-4- Cunminghamelia elegans trans (85,95) CERNIGLIA et alii (1983b)
hidroximetilbenzo(a)antraceno
10,1 1-di-hidréxi-10,11-di- Cunminghamella elegans trans (108,115)  CERNIGLIA et alli (1983b)
hidro-4-
hidroximetilbenzo(a)antraceno
3-Metilcolantreno 7.8-di-hidréxi-7,8-di-hidro-3-  Beijerinchkia sp. cis KILBOURN (1980)
metilcolantreno
Benzo(a)pireno 7.8-di-hidroxi-7,8-di- Beijerinckia sp. cis GIBSON et alli (1975)
hidrobenzo(a)pireno Cunninghamella elegans trans CERNIGLIA e GIBSON (1979)
9.10-di-hidréxi-9,10-di- Beijerinckia sp. cis GIBSON et alli (1975)
hidrobenzo(a)pireno Cunninghamelia elegans trans CERNIGLIA e GIBSON (1979)
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FIGURA 1 — Mecanismos de oxidacdo de HPAs por orgamismos procariéticos e eucaridticos
(CERNIGLIA, 1984).

Apos a comprovagdo da rota metabolica seguida na degradagao de compostos HPAs
pelas bactérias, muitos estudos vém sendo realizados com o objetivo de definir quais sdo as
possiveis alteragdes dessa via de metabolismo quando estdo em estudo diferentes bactérias
e diferentes compostos HPAs. O interesse na determinag¢ao dos produtos de biodegradagéo
deve-se ao fato dos produtos intermediarios e finais serem muitos mais toXicos que oS
préprios HPAs utilizados como substratos iniciais. Uma vez determinados tais produtos,
torna-se possivel delinear um estudo relacionando a presen¢a de diferentes linhagens de
bactérias e diferentes substratos produzidos durante a biodegradagdo, e por fim, qual os

efeitos que a biorremediagdo podera trazer ao sitio contaminado.

Em conclusio, muito € conhecido em relagdo ao metabolismo dos HPAs por
microrganismos, usando culturas puras ou enzimas purificadas. Estes estudos forneceram
informagdes importantes sobre o potencial metabolico dos microrganismos e 0 mecanismo
pelo qual eles metabolizam estes compostos. No entanto, existe uma caréncia de pesquisas
envolvendo a decomposicdo dos HPAs sob condigdes ambientais, que sdo muito mais
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complexas. Muitas pesquisas serdo necessarias para estabelecer as taxas de biodegradagio
dos HPAs em habitats naturais e para determinar qual a contribuigdo que os
microrganismos procarioticos e eucarioticos trazem para a biodegradagdo dos HPAs como

um todo.
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3. METODOLOGIAS

3.1. Levantamento de informagdes sobre areas industriais do Estado de Sio

Paulo possivelmente contaminadas com HPAs

Através de contatos estabelecidos com engenheiros quimicos € sanitaristas,
microbiélogos e outras pessoas envolvidas na area de Saneamento Ambiental, na CETESB
de Campinas e na CETESB de Sdo Paulo, foi possivel a obtengdo de informagdes para tal

levantamento.

Também foram realizadas visitas a laboratdrios de pesquisa e bibliotecas, na

CETESB e em Universidades onde sdo feitas pesquisas sobre meio ambiente.

As empresas RHODIACO e PETROBRAS foram visitadas e permitiram a coleta de

amostras de agua das suas lagoas finais de tratamento de 4dgua.
3.2. Caracterizacio dos sitios ambientais aquaticos contaminados com HPAs

Para os 12 rios do estado de Sdo Paulo, que foram selecionados através do
levantamento de informacdes sobre as condigdes de qualidade de suas aguas, foram
coletadas amostras de 4gua para procedimentos microbiolégicos, visando o isolamento de
linhagens de bactérias degradadoras de HPAs. As amostras de agua também foram

submetidas as analises quimicas, para obtengdo de informages sobre a presenca de HPAs.
3.3. Monitoramento dos sitios ambientais aquaticos

Todos os sitios ambientais aquaticos selecionados foram monitorados mensalmente,
através de medicdes da temperatura da 4gua, temperatura do ambiente externo e pela
observagio do pH, odor e coloragdo da agua. Essas medi¢des foram realizadas com o
objetivo de obter um padrdo da alteragdo dessas caracteristicas de acordo com a estagao do

ano.
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3.4. Analises Microbiologicas

3.4.1. Obtenc¢io de linhagens de bactérias degradadoras de HPAs

As bactérias que apresentam a capacidade de utilizar HPAs como fonte de carbono
em condi¢des de aerobiose foram isoladas através de método de enriquecimento seletivo.
Para isto, amostras de agua coletadas em 12 rios do estado de Sido Paulo (TABELA 3)
foram utilizadas como inéculos nos experimentos de enriquecimento. As amostras de dgua
foram coletadas com o auxilio de um balde de 10 L, amarrado a uma corda, que foi
mergulhado a uma profundidade de 0,5 m da superficie do rio. Apds serem coletadas, as
amostras foram transferidas para frascos 4mbar (1 L), previamente esterilizados e entio
foram acondicionadas em recipientes de isopor refrigerados durante o transporte até o

laboratério.

TABELA 3 - Rios do estado de Sao Paulo de onde foram obtidas as amostras de 4gua para isolamento
de bactérias degradadoras de HPAs.

AMOSTRAS RIO LOCALIDADE
1-6 Jaguari Campinas-Jaguariiina
7-10 Atibaia Campinas - Paulinia
11-15 Piracicaba Piracicaba

16 - 21 Capivari Capivari

22-23 Sorocaba Sorocaba

24 -28 Paraiba do Sul Cagapava

29 - 34 Tieté Grande Séo Paulo'
35-37 Pinheiros Grande Sio Paulo’
38 Tamanduatei  Grande Sdo Paulo
39-42 Cubatio Cubatio

43 - 44 das Pedras Cubatio

45 - 48 Quilombo Santos

1 - Tieté: Ponte dos Remédios e Ponte de Guarulhos;

2 - Pinheiros: Barragem de Pedreira.
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O meio liquido mineral JE (g/L 4gua destilada): K;HPO4 (2,0), NHsNOs (0,5),
MgS0,4.7H,0 (0,2), CaCl,.2H,0 (0,1), NaCl (0,1) e FeCl; (0,01), (JONES & EDINGTON,
1968) contendo 0,01, 0,05 e 0,1% de uma mistura de HPAs (TABELA 4), como fonte de
carbono, foi utilizado para o cultivo das bactérias. Os substratos (HPAs diluidos em
acetonitrila) foram adicionados apés a autoclavagem do meio mineral devido a presenca de
substancias volateis nos mesmos. Esta adicdo deu-se com o meio mineral ainda quente

(60°C), para ocorrer a evaporagao da acetonitrila.

TABELA 4 - Concentracgdes dos padrdes de HPAs utilizados nos meios de cultivo.

Composto Ci(ug/mL)
Fluoranteno (FLU) 95
Pireno (PIR) 4.8
B(a)antraceno(BaA) 252
Criseno (CRI) 231
Benzo{e)pireno (BeP) 36
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 259
Benzo(k)fluoranteno (BkF) 256
Benzo(a)pireno (BaP) 5.684
Dibenzo{a,h)antraceno(BahA) 360
Benzo(g.h.i)perileno (BghiP) 10

As culturas foram estabelecidas inoculando-se 5 mL de 4gua contaminada em 20
mL de meio mineral contendo diferentes concentragdes do substrato, em frascos
Erlenmeyer de 125 mL. Todos os frascos foram fechados com tampas rosqueadas,
revestidas com teflon, para se evitar a perda dos compostos por evapora¢do ou adsorgdo a

um outro tipo de material presente na tampa.

Os frascos foram incubados em shaker a 30°C sob agitagdo constante de 100 rpm,
por um periodo de 5 dias. Apés o periodo de incubacdo, foram transferidas aliquotas de 1
mL da cultura para um novo meio mineral (20 mL), que foi incubado novamente sob as

mesmas condi¢des. Tal processo foi repetido por mais 3 vezes.
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Ap6s a ultima transferéncia, 0,1 mL de meio de cultura foi plaqueado em placas de
Petri contendo meio mineral JE solido (2% agar) e 0,05% de fonte de carbono (HPAs). As
placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente pelo periodo de 48 horas. Apéds
este periodo, as pequenas colonias formadas foram repicadas em placas de Petri contendo o
meio LB solido (g/L de meio JE): peptona bacteriologica (10,0), extrato de levedura (5,0),
NaCl (2,5), glucose (2,00) e &gar (15,0), e incubadas a temperatura ambiente por 48 horas,

para uma melhor visualizagdo e purificagdo das mesmas.

As diferentes linhagens isoladas foram transferidas para tubos de ensaio contendo
meio mineral JE sélido inclinado (mais HPAs), e estocadas sob refrigeragio de 4°C. Todos

os procedimentos microbiologicos foram realizados em cdmara de fluxo laminar.

3.4.2. Isolamento e purificacdo das linhagens de bactérias degradadoras de HPAs

As diferentes linhagens isoladas foram replaqueadas por varias vezes em placas de
Petri contendo o meio LB sélido e incubadas a 25°C até crescimento. Apds crescerem, foi
feita coloragdo de Gram para verificagdo da pureza de cada linhagem e foram consideradas
puras as linhagens que ndo apresentavam contaminantes, quando observadas em

microscopio optico.

Apos este procedimento de purificagdo, as linhagens foram transferidas para tubos
de ensaio contendo meio mineral JE so6lido inclinado (mais HPAs), e estocadas sob

refrigeracédo de 4°C.

3.4.3. Testes de identificacdo das linhagens de bactérias degradadoras de HPAs

A identificagdo das 25 linhagens de bactérias que apresentaram maior crescimento,
foi feita através dos seguintes testes: coloragdo de Gram, catalase, oxidase, gelatinase,
motilidade, BGA, (Brillant Green Agar), TSI (Triplice Sugar Iron), crescimento em meio
McConkey e utilizagdo de agucares (Oxidativo/Fermentativo), segundo o manual de
BERGEY (1984).
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3.5. Analises Quimicas

3.5.1. Extra¢io dos HPAs das amostras de 4gua dos rios

Para a extragdo dos HPAs das amostras de agua obtidas dos rios. foi utilizada a
metodologia, estabelecida pelo EPA (U.S. EPA, 1995).

Um litro de amostra de agua foi despejado em um funil de separagdo (2 L). Foram
entdo adicionados 60 mL de diclorometano ao recipiente da amostra, que foi fechado e
agitado por 30 segundos, para dissolver os HPAs presentes na superficie interna do frasco.
O solvente foi entdo transferido para o funil de separacdo € a amostra foi extraida com a

agita¢do vigorosa do funil por 2 minutos, com ventilagdes periddicas.

Aguardou-se por um periodo de 10 minutos para a completa separagdo da fase
organica, que foi transferida para um frasco Erlenmeyer protegido da luz. Foi adicionado
um segundo volume de 60 mL de diclorometano ao recipiente da amostra, e o
procedimento de extracdo foi repetido pela segunda vez. A fase orgénica resultante foi
adicionada ao primeiro extrato. Foi feita entdo uma terceira extragéo, e a umidade presente

no extrato final foi retirada através de adigdo de sulfato de sodio anidro.

A evaporagdo do diclorometano foi feita em evaporador rotativo a temperatura de
25°C. O extrato obtido foi colocado em frasco escuro vedado e estocado em refrigerador

para ser analisado por CLAE.

3.5.2. Quantificacio e identificacio dos HPAs presentes nas amostras de agua

3.5.2.1. Construgio da Curva de Padronizacio Externa dos HPAs

Os padrdes de HPAs, na forma de po, foram diluidos em acetonitrila, em baldes
volumétricos, nas concentragdes de 0,001, 0,005, 0,01, 0,05 e 0,1 pg/ml. Para tais

dilui¢des, todo material de vidraria utilizado foi lavado com sabéo alcalino € enxaguado
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duas vezes com acetona. A acetonitrila utilizada, apesar de possuir grau cromatografico, foi

filtrada em membrana hidrofobica, Millipore, antes de sua aplicagio.

Cada padrdo foi injetado isoladamente, para verificagdo do tempo de reten¢do e
depois as misturas de 6 padrdes foram injetados em cada uma das concentragdes citadas
acima. Para a constru¢do da curva de padronizacdo foi utilizado o método dos minimos
quadrados, ajustado para 5 pontos. O volume de injecdo utilizado foi de 40 pL. As curvas
de calibragdo podem ser vistas na FIGURA 2.

3.5.2.2. Condicdes de anilises das amostras de 4gua por CLAE

Foi utilizado para as analises o cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca
Shimadzu, Co., equipado com injetor automatico de amostras, degaseificador de fase
movel, 2 bombas, forno para coluna, microcomputador para aquisi¢do e analise dos dados.
Foi empregada a coluna Vydac 201 TP 5 pm, 4,6 mm x 25 c¢m, de fase reversa polimérica
com a coluna de guarda, Vydac 201 TP, 8 mm x 4 cm. Para deteccio dos HPAs foi

utilizado o detector de fluorescéncia, modelo RF-10A da marca Shimadzu, Co.

A composi¢@o da fase movel foi acetonitrila/agua, 75:25, isocratica, com um fluxo
de 1 mL/min, a uma temperatura da coluna de 30°C. A programagéo de comprimento de

onda (1) utilizada para cada HPA estd mostrada na TABELA 5 .

TABELA S - Programacio de comprimento de onda utilizada para Anilise dos HPAs por CLAE.

HPA A excitagdo (nm) A emissdo (nm)
Fluoranteno 285 450
Benzo(b)fluoranteno 295 425
Benzo(k)fluoranteno 296 405
Benzo(a)pireno 296 405
Benzo(ghi)perileno 296 405
Indeno(1,2,3 cd)pireno 300 500
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As amostras de agua foram injetadas nas mesmas condi¢des utilizadas para os padrdes,
sendo o volume de injegdo de 40 pL. A origem de cada amostra pode ser observada na
TABELA 3.
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FIGURA 2 — Curvas de padronizacio externa utilizadas para a identificacdo e quantificagao de HPAs

nas amostras de igua e nos experimentos de biodegradacdo em meio liquido.
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3.6. Experimentos de Biodegradacgio

3.6.1. Testes de biodegradacao de HPAs em placas de Petri

Com o objetivo de verificar a capacidade de crescimento e/ou resisténcia na
presenga de HPAs, as 25 linhagens de bactérias nativas que apresentaram maior
crescimento foram submetidas ao teste em placa de Petri contendo meio mineral minimo
MM sdlido (g/L 4gua destilada): (NH4).SOs (1,0), K;HPO,s (0,8), KH,PO,; (0,2),
MgS0,.7H,0 (0,2), CaCl,.2H,0 (0,1), FeCl;.6H,0 (0,005), (NH4)sM04024.4H,0 (0,001) e
agar (15,0) mais HPAs na superficie das placas, como unica fonte de carbono. Os HPAs
testados estédo listados na TABELA 6.

TABELA 6 - Solugdes de HPAs em éter etilico utilizadas para spray nas placas de Petri.

HPA

Fluoranteno (FLU)

Pireno (PIR)

B(a)antraceno (BaA)

Criseno (CRI)

Benzo(e)pireno (BeP)
Benzo(b)fluoranteno (BbF)
Benzo(k)fluoranteno (BkF)
Benzo(a)pireno (BaP)
Dibenzo(a,h)antraceno (Dib(ah)A)
Indeno(1,2,3cd)pireno (Indeno)

Para este experimento foram utilizadas placas de Petri de poliestireno estéreis
descartaveis da marca VWR. As placas foram distribuidas na camara de fluxo laminar e

preenchidas com 25 mL de meio MM mais 1,5% de 4gar puro, previamente esterilizados a
121°C por 15 minutos. As placas depois de prontas foram acondicionadas em filme de PVC

(tipo Magipack) e estocadas a temperatura ambiente.
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Todos os procedimentos microbiologicos de inoculagdo das linhagens nas placas
foram realizados em cémara de fluxo laminar continuo previamente esterilizada por
radiacdo UV por 10 minutos. Uma algada da cultura pura em meio LB sélido foi transferida
para a placa de teste através da técnica de esgotamento. Apos serem inoculadas, as placas
receberem um spray da solugdo 1% de HPA em éter etilico, isento de etanol. As solugdes
de HPA em éter foram previamente preparadas 24 horas antes de sua utilizacgo. Para fazer
o spray nas placas foi utilizado um recipiente de vidro ambar construido especialmente para
este fim. As placas receberam a camada de HPA no interior da capela, devido 4 rapida

volatilizacdo do éter etilico.

ApoOs receber a camada de HPA, as placas foram cuidadosamente fechadas com
filme protetor "Parafilm", para evitar contaminagio durante o periodo de crescimento. As
placas foram incubadas em estufa bacteriologica Fanem, ao abrigo da luz, a temperatura de
25°C. Foram feitos dois tipos de controle: placas contendo somente o meio MM solido
inoculado com a linhagem de bactéria e placas contendo o meio MM sélido mais o spray de

HPA.

3.6.2. Testes de biodegradacio de HPAs em meio liquido

3.6.2.1. Avaliacdo da acio de diferentes surfactantes na solubilidade de HPAs

Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio mineral MM, em shaker vertical com ambiente controlado, sob agitacdo constante de
200 rpm a 25°C. Em cada frasco, contendo uma quantidade conhecida de HPAs (0,01%),
foram  adicionadas  diferentes  concentragdes (0.2, 0.4, 0,6 %) dos surfactantes
dimetil sulféxido (DMSO), dodecil sulfato de sodio (SDS) e Tween 80. Os HPAs
utilizados foram fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno.
todos com solubilidade em agua menor que 1 mg/mL a 20°C (KEITH & DOUGLAS,
1992). Ao final de 72 h de incubagio, os HPAs foram extraidos do meio de cultivo através
da adigdo de acetato de etila (1:3, v/v). A quantificagdo dos HPAs nos extratos foi medida
por CLAE.
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3.6.2.2. Avaliacdo de DMSO, SDS e Tween 80 como agentes inibidores do crescimento

celular

Para tal experimento, foram realizadas as incubag¢bes como descrito no item
anterior, e em seguida adicionou-se em cada frasco células da bactéria 6B, na forma de
indculo contendo aproximadamente 10° UFC/mL. Em diferentes intervalos de tempo de

incubacdo foram retiradas aliquotas para contagem de UFC/mL em placa.
3.6.2.3. Extrag¢iao de HPAs do meio de cultivo utilizando diferentes solventes

Em cada erlenmeyer de 125 mL foram colocados 20 mL de meio MM e estes
foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. Apds serem retirados da autoclave, os
erlenmeyers foram mantidos a 60°C. Em cada frasco foi adicionado, assepticamente, 0,2%
de DMSO, para facilitar a dissolu¢ao dos HPAs no meio aquoso. Foram entdo adicionados
os HPAs (0,01%) em cada frasco. Os frascos contendo os HPAs foram incubados em
shaker com temperatura controlada de 25°C, a 200 rpm, protegidos da luz pelo periodo de
24 horas, para garantir a homogeneizagdo dos HPAs no meio, ou seja, sua

biodisponibilidade.

ApoOs este periodo, foram inoculados 500 pL da suspensdao de cé€lulas em cada
frasco, que foram novamente incubados sob as mesmas condigdes. As amostras foram
feitas em triplicatas. Antes da incubag3o, foram retiradas assepticamente aliquotas de meio
MM mais HPA dos frascos testes e também dos controles. Apds sete dias de incubag@o, as
células foram eliminadas através de centrifugago e o sobrenadante foi extraido em funil
de separagdo, utilizando os solventes testes para cada extracdo (acetato de etila,

acetonitrila e diclorometano), na proporgdo de 1:3, v/v.

Os extratos foram concentrados em evaporador rotativo, a temperatura ambiente,
para evitar a degradagdo de compostos instaveis ao calor e a luz. Apos a obtengdo dos
extratos, estes foram mantidos em cdmara fria (-5°C) até as analises por CLAE.
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3.6.3. Testes de biodegradacio

Apos definido o agente surfactante e a forma de extragdo dos HPAs do meio de

cultivo, foram realizados os estudos de biodegrada¢do dos HPAs em meio liquido.

Com o objetivo de definir como a presenga de linhagens na forma de cultivos puros
e mistos poderia atuar na degradacdo de HPAs isolados e em misturas de HPAs, foram
testadas quatro diferentes linhagens de bactérias 2B, 6B, 7F e 9D (que foram pré-
selecionadas de acordo com a sua capacidade de crescimento e resisténcia aos HPAs, com
os testes em placas contendo spray de HPAs) e quatro diferentes HPAs, fluoranteno
(FLU), benzo(b)fluoranteno (BBF), benzo(k)fluoranteno (BKF) e benzo(a)pireno (BAP),
que foram selecionados a partir de sua presenga constante nas amostras de 4gua e por
apresentarem maiores taxas de biodegradagdo em relagdo aos outros HPAs previamente

testados.

Foram inicialmente realizados os testes com as linhagens puras na presenca de
diferentes HPAs como tnica fonte de carbono. Como é possivel visualizar na TABELA 7,

foram feitos 16 experimentos.

TABELA 7 — Testes de biodegradagio realizados com diferentes linhagens de bactérias e diferentes
HPAs.

LINHAGEM FLUORANTENO B(B)FLUORANTENO B(K)FLUORANTENO B(A)PIRENO

2B EXP 1 EXP 2 EXP 3 EXP 4
6B EXP 5 EXP 6 EXP 7 EXP 8
7F EXP9 EXP 10 EXP 11 EXP 12
9D EXP 13 EXP 14 EXP 15 EXP 16

Foram realizados em seguida, os testes de biodegradag¢do envolvendo culturas
mistas de bactérias (MISTA 1 = 2B+6B+7F+9D e MISTA 2 = 6B+7F) e misturas de
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HPAs (MIX 1 = FLU+BBF+BKF+BAP ¢ MIX 2 = BBF+BAP), que podem ser
visualizados na TABELA 8.

TABELA 8 — Testes de biodegradacgio realizados com bactérias isoladas e na forma de culturas
mistas, na presen¢a de misturas de HPAs.

LINHAGENS MIX 1 MIX 2

MISTA 1 EXP 17 EXP 18
MISTA 2 EXP 19 EXP 20
2B EXP21 -
6B EXP22 -
7F EXP23 -
9D EXP24 -

3.6.3.1. Preparo dos indéculos

Para a realiza¢do de tais testes, uma algada da linhagem da bactéria a ser testada foi
retirada da placa de Petri contendo meio de cultivo LB sélido e inoculada em um tubo de
ensaio contendo 10 mL de meio LB liquido previamente esterilizado a 121°C, por 15
minutos. O tubo foi agitado em agitador eletrénico para completa distribui¢do da cultura no
meio, sendo em seguida incubado a 25°C por 20 horas. Apds tal periodo, foi retirado 1 mL
do caldo da cultura através de micropipeta automdtica com ponteira descartavel
previamente esterilizada. As aliquotas de 1 mL foram colocadas em tubos Eppendorf
(esterilizados) e centrifugadas por 10 minutos em microcentrifuga. Apos a separagdo das
células, o sobrenadante foi descartado e as c€lulas foram lavadas com tampéo sodio-
potassio estéril 50 mM, pH 7,2,. Este procedimento de lavagem das células foi realizado
por trés vezes, para retirar restos do meio de crescimento. Os "pellets” de células lavadas
foram resuspendidos em 1 mL de tampdo e distribuidos nos frascos erlenmeyers

previamente preparados.
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3.6.3.2. Preparo dos frascos contendo meio liquido

Em cada erlenmeyer de 125 mL foram colocados 20 mL de meio MM e estes foram
esterilizados a 121°C por 15 minutos. Apds serem retirados da autoclave, os erlenmeyers
foram mantidos a 60°C. Em cada frasco foi adicionado, assepticamente, 0,2% de DMSO,
para facilitar a dissolugdo dos HPAs no meio aquoso. Foram entdo adicionados os HPAs
(0,01%). Os frascos contendo os HPAs foram incubados em shaker com temperatura

controlada de 25°C, a 200 rpm, protegidos da luz pelo periodo de 24 horas.

Apos este periodo, foi inoculado 1 mL da suspensdo de células em cada frasco, e
estes foram novamente incubados sob as mesmas condigdes. Nos experimentos em que
foram utilizados os cultivos mistos de 4 bactérias, foram utilizados 250 puL de cada inéculo.
Foram feitos controles contendo meio MM mais HPAs estéril e meio MM mais inculo

sem HPAs.

3.6.3.3. Avaliagio da biodegradagio dos HPAs por CLAE

Foram retiradas assepticamente aliquotas dos meios, no inicio da incubagéo e em
intervalos de 7 a 10 dias. Todas as aliquotas foram centrifugadas em microcentrifuga,

extraidas com acetato de etila, concentradas em evaporador rotativo a 30oC e armazenadas

a—5°C para posterior andlise por CLAE, segundo as condi¢des descritas no item 3.5.2.2.

3.6.3.4. Determinaciio de biomassa bacteriana

A biomassa bacteriana produzida durante o consumo de HPAs foi quantificada
através da determinagido da massa de proteina presente no cultivo, seguindo a metodologia
de LOWRY et alli (1951). Como foram feitas cinco medidas de biomassa de cada
experimento, as células presentes no meio de cultivo foram separadas através de
centrifugacdo (5000 rpm, 15 min) e congeladas, para que todas as amostras pudessem ser

quantificadas simultaneamente no final do experimento.



Uma vez reunidas todas as amostras, as células foram re-suspendidas em um
volume conhecido de NaOH 1N e aquecidas a 90°C durante 10 min. Em seguida, aliquotas
de 0,2 mL foram transferidas para tubos Eppendorf e adicionou-se 1 mL da solugdo C,
descrita abaixo. Apds deixar a mistura em repouso por 10 min a temperatura ambiente,
adicionou-se 0,1 mL da solugdo D. Apos 30 min, foi feita a leitura da absorbancia a 750
nm. A concentragdo de proteina foi calculada através da comparagdo com a curva de

absorbéncia do padrao de albumina de soro bovino.

Solugdo A: 1g de CuS0O,4.5H;0 em 100 mL de agua.

Solugdo B: Tartarato de sddio (2%) em agua.

Solugdo C: 0,5 mL da Solugdo A e 0,5 mL da Solugdo B em 50 mL de uma solugdo de
NaCOs; (2%) em agua deionizada.

Solu¢do D: Reagente de Follin-Ciocalceau (50%) em agua bidestilada.

3.7. Determinacio dos metabolitos produzidos durante a biodegradacao

3.7.1. Extrac¢io dos metabélitos

Durante o periodo de incubag@o dos meios contendo HPAs em biodegradagao,
foram retiradas amostras (20 mL) dos mesmos para a detec¢do de possiveis metabolitos
indicadores da biodegradacdo dos HPAs. As c€lulas foram eliminadas do meio de cultivo
através de centrifugagdo. O sobrenadante foi extraido em funil de separagdo, primeiramente
com 3 x 5 mL de acetato de etila, em pH neutro e em seguida acidificado com HCI 6N, e
extraido novamente com mais 3 x 5 mL de acetato de etila. Os extratos foram evaporados
em evaporador rotativo a temperatura ambiente, para evitar a degrada¢do de compostos

instaveis ao calor e a luz. Apds a obtengdo dos extratos, estes foram mantidos em

camara fria (-5°C) até as analises por CG-EM.
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3.7.2. Analise dos extratos neutros e iacidos por CG-EM

Os extratos neutros foram injetados diretamente no cromatégrafo gasoso, ja os
extratos 4cidos foram derivatizados por metilagdo com trifluoreto de boro em metanol, a
temperatura ambiente, pelo periodo 14 horas. Para tais analises foi usado o cromatdgrafo
gasoso acoplado ao espectrometro de massa (Shimadzu, Co.), equipado com injetor
automatico e esta¢do de tratamento de dados. Os compostos foram separados em coluna
capilar de silica fundida DB5 (30 m x 0,22 mm, 0,45um), usando hélio como gis de
arraste (vel. linear de 32,3 cm s™). A temperatura da coluna foi mantida a 120°C por 2 min
e entdo programada para elevagdo até 280°C, a uma taxa de 5°C/min, permanecendo por 26
min nesta temperatura. As temperaturas do injetor e da interface foram ajustadas para

280°C. O espectrometro de massa operou com energia de ionizagdo eletronica de 70 eV.

3.8. Monitoramento do sitio aquatico para implantag¢io da biorremediagio

A regido do rio Jaguari localizada nas proximidades das instalagdes da refinaria de
petroleo (REPLAN) e de muitas industrias quimicas, foi selecionada para o monitoramento
pois apresentou os niveis mais elevados de presenga de HPAs em suas aguas. Também, foi
a partir das amostras de dgua e sedimentos coletados nas proximidades do rio Jaguari que
foi possivel o isolamento do maior nimero de linhagens de bactérias, capazes de crescer na

presenca de HPAs, nos testes classificatorios realizados em laboratorio.

A lagoa final de tratamento da REPLAN foi escolhida como ponto fixo de coleta de
amostras, ¢ foram feitas medidas mensais de temperatura da agua, temperatura do ambiente
externo, pH da agua, concentragio de HPAs, nimero de bactérias heterotroficas totais

(BHT) e nimero de bactérias degradadoras de HPAs (BDH) presentes na agua.
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3.8.1. Determinaciao da concentragio de HPAs nas amostras de agua da lagoa

Para a extracdo dos HPAs das amostras de agua, foi utilizada a metodologia,
estabelecida pelo EPA (1995), descrita anteriormente.

3.8.2. Determinacio do niimero de bactérias presentes nas amostras de agua da lagoa

Para determinagdo do numero de bactérias heterotroficas totais (BHT) e
degradadoras de HPAs (BDH), foi utilizada a metodologia do Nimero Mais Provavel
(NMP) de 3 tubos estabelecida por GRIFOLL (1998).

Para a contagem do nimero de bactérias heterotréficas totais, amostras de 1 mL de
agua foram inoculadas em 5 diluigdes seriais em tubos contendo 10 mL de meio LB+BHB
(g/L agua destilada): NHsNO; (1,0), KoHPO4 (1,0), KH2PO4 (1,0), MgS04.7H,0 (0,2),
FeCl;.6H,0 (0,05), CaCl,.2H,0 (0,02), pH=7,0 com NaOH 1IN mais 2% de glucose. Os

tubos foram incubados a 23°C e a leitura foi feita apos 8 dias.

J4 para a contagem do numero de bactérias degradadoras de HPAs, amostras de 1
mL de dgua foram usadas para inocular dilui¢des seriais em tubos contendo 10 ml de meio
BHB mais HPAs (0,5 mg/ml) adicionados ao meio na forma de cristais. Os tubos foram
incubados a 23°C, e mantidos no escuro com agitagdo de 120 rpm, até ndo ocorrerem mais
alteracbes da coloragdio do meio (aproximadamente 4 semanas). Os tubos foram
considerados positivos ou negativos de acordo com as alteragdes de coloragdo e/ou
turbidez do meio, em comparagdo com tubos inoculados sem a presenga de HPAs. O
niimero de bactérias por mililitro de agua foi calculado pelos procedimentos padrdes (DE
MAN, 1975).
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3.9. Testes de biodegrada¢io em microambiente

Os testes de biodegradagdo em microambiente foram feitos em laboratério, com o
objetivo de imitar a0 maximo as condigdes ambientais que as bactérias iriam enfrentar
quando colocadas na lagoa de tratamento. Amostras de agua e sedimento (1 Kg cada)
foram colocadas em recipientes de vidro e foram retiradas pequenas amostras para
medidas da concentragdo de HPAs presentes e contagem do numero de bactérias
heterotroficas e degradadoras de HPAs, como ja descrito anteriormente. Foram

desenvolvidos 5 experimentos, descritos a seguir:

1- MAI-Microambiente natural, sem adi¢do de nutrientes, bactérias ou HPAs.

2- MA2-Microambiente com adigio de cultura mista de bactérias.

3- MA3-Microambiente com adi¢fio de cultura mista de bactérias e nutrientes.

4- MA4-Microambiente com adigdo de cultura mista de bactérias, nutrientes e HPAs.
5- MAS-Microambiente com adi¢io da bactéria 2B e nutrientes.

As alteracdes de concentragdo de HPAs e populagdes de bactérias foram monitoradas

mensalmente, visando obter informagdes sobre a biodegradagio dos HPAs presentes nas

amostras.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Levantamento de informagoes sobre as areas industriais no Estado de Siao Paulo

possivelmente contaminadas com HPAs

O contato com as pessoas envolvidas na area de saneamento ambiental e polui¢do
das aguas foi de grande relevancia para o desenvolvimento desse trabalho. Através das
varias fontes de informagdes fornecidas, foi possivel a obtengdo de dados sobre as regides
hidricas interiores do estado de Sdo Paulo, que provavelmente estariam contaminadas com
HPAs.

A partir de dados oficiais obtidos junto a CETESB da cidade de Sdo Paulo, foi
possivel a selegdo dos sitios ambientais aquéticos possivelmente contaminados com HPAs
pesquisados neste trabalho. A CETESB utiliza a metodologia resumidamente descrita
abaixo, para determinar a qualidades das aguas do Estado.

A partir de um estudo realizado em 1970 pela “National Sanitation Foundation” dos
Estados Unidos, a CETESB adaptou e desenvolveu o Indice de Qualidade das Aguas -
IQA, que incorpora 9 pardmetros considerados relevantes para a avaliagdo da qualidade
das aguas, tendo como determinante principal a utilizagdo das mesmas para abastecimento

publico.

A criagdo do IQA baseou-se numa pesquisa de opinido feita junto a especialistas
em qualidade das 4guas, que indicaram os pardmetros a serem medidos, o peso relativo dos
mesmos e a condi¢do com que se apresenta cada pardmetro, segundo uma escala de valores
“rating”. Dos 35 parimetros indicadores de qualidade de 4gua inicialmente propostos,
foram selecionados 9. Para estes, a critério de cada profissional, foram estabelecidas curvas
de variagdo da qualidade das aguas de acordo com o estado ou a condigdo de cada

parametro.
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3[BLIOTECA
SECAC Ui
O IQA ¢ determinado pelo produto ponderado das qualidades de agua
correspondentes aos parametros: Temperatura da Amostra, pH, Oxigénio Dissolvido,
Demanda Bioquimica de Oxigénio (5 dias, 20°C), Coliformes Fecais, Nitrogénio Total,

Fosfato Total, Residuo Total e Turbidez.

A seguinte formula € utilizada pela CETESB para o célculo do IQA:
n
IQA = IIg™
i=1
onde: IQA = Indice de Qualidade das Aguas, (entre 0 e 100);

q; = qualidade do i-ésimo pardmetro, um nimero entre 0 e 100, obtido da respectiva “curva
média de varia¢do de qualidade” (CETESB, 1995), em fun¢do de sua concentragio ou medida;
w; = peso correspondente ao i-ésimo pardmetro, um nimero entre 0 e 1, atribuido em fungdo da

sua importancia para a conformagdo global de qualidade.

No caso de ndo se dispor do valor de algum dos parametros, o célculo do IQA é
inviabilizado. A partir do calculo efetuado, foi determinada a qualidade das 4dguas brutas
que, indicada pelo IQA numa escala de 0 a 100, € classificada para abastecimento publico,
segundo a graduacdo abaixo:

80 - 100 — qualidade 6tima
52-79 — qualidade boa
37-51 — qualidade aceitavel
20-36 — qualidade ruim
0-19 — qualidade péssima

Para facilitar a avaliagdo do grau de contaminagdo das aguas interiores, a CETESB

dividiu o Estado de Sdo Paulo em onze Grupos de Unidades de Gerenciamento de

Recursos Hidricos, que s3o:
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1° Grupo: Aguapei, Peixe e Pontal do Paranapanema
2° Grupo: Alto e Médio Paranapanema
3° Grupo: Alto Tieté
4° Grupo: Piracicaba, Capivari e Jundiai
5° Grupo: Sorocaba/Médio Tieté
6° Grupo: Tieté/Jacaré, Tieté/Batalha e Baixo Tieté
7° Grupo: Turvo/Grande e Séo José dos Dourados
8° Grupo: Pardo, Sapucai/Grande, Mogi-Guagu e Baixo Pardo/Grande
9° Grupo: Mantiqueira, Paraiba do Sul e Litoral Norte
10° Grupo: Ribeira de Iguape/Litoral Sul
11° Grupo: Baixada Santista.

Os valores do IQA foram utilizados para a elaboragdgo do mapa Niveis Atuais e
Tendéncias da Qualidade das Aguas Interiores do Estado de Sido Paulo - 1994,
(FIGURA 3). As tendéncias melhorar, piorar ¢ indefinida, representadas pelos circulos
que também localizam os pontos de amostragem, foram avaliadas estatisticamente a partir

dos dados de IQA’s médios dos tltimos 10 anos.

Através das informagdes obtidas pelos relatorios fornecidos pela CETESB, por
comunicagdes pessoais, foi possivel determinar 5 regioes ¢ 12 rios de onde foram feitas as

coletas de amostras para o desenvolvimento deste trabalho. As regides selecionadas foram:

1 - Grande Sio Paulo: Rio Tieté , Rio Pinheiros e Rio Tamanduatei (FIGURA 4).

2 - Cubatio: Rio Cubatdo, Rio das Pedras e Rio Quilombo (FIGURA 5)

3 - Campinas / Polo Petrolifero de Paulinia: Rio Atibaia, Rio Jaguari, Rio Piracicaba,
Rio Capivari (FIGURA 6).

4 - Sorocaba: Rio Sorocaba (FIGURA 7).

5 - Vale do Rio Paraiba do Sul: Rio Paraiba do Sul (FIGURA 8).

51



e e e e — e e —— e

e L ey ——

e . .o e,

e el

e Ll il e ——

= ol ST T e iy iy ST ST

i s g o g g B ] B

i i —

N sy i P e, a - mam a C

e e e — g ——

T, e iy

L RAW LR L

P e T L,

NIVEIS ATUAIS NDENCIAS
-
DA QUALIDADE DAS AGUAS INTERIORES
DO ESTADO DE SAQ PAULO
e 1994
- |
Ja ffhe
Safterse
4P
o AY
L
il s .
el 12
O { !
o L ' e :
: e g - j o ' e : :
...I'_ o ";. e .'I 'I.. 3 (] r . A
o ac 4 Yy TRy | & 2020 @Priirase -
: 3 .'ﬁ i 7Rty , g».,_ ey § 1 ‘i_ I
i Engenieirg S, “xTE 2910 2 2 - Ve i P 3 3 7
o - . & SAD JOSE DO My { PD20TD .
RO PRETO : / i " i
_ . © 7} "\ @ rp2060 Governo do Estado de Sd0 Paulo ~ CETESB
2 "'- e ._li _..}'\__.:;;’..J B
3 ' snc22808K o | 27
. e ""-..-—u;:?:.:
. 5 |
Bl i . P02040@®)_
27 £ g : -
£ 2810 - s | B e RIBEIRAD
4] T!: Tl Aare -r'."‘- L1 Tt v p ; o L ¥ PRETO-
4 ARACATUBA ®.7 iy pgnizes (G ety sty i \
£ 1 s 2 = o b .
; fr & y 1 N g L 'l e %, i o 5, ‘;:-"'e'fl.
] o - AT = B
re2100, SRRML o . P
i <l A - g
. Y 3 Ay ; i v, !
_,.I... i :." : !
R y Py - R e S T ,
. x -:}.E‘- i \ .'I ¥ a4 .--""; HH\._
A £ .'-.. o : E > _': .ar- -I‘_'ﬁ. __.r' L TErT Tl
PS2010 - A ; R
B - j ' Roeio2,
4 5 JGR21000 7 - i >
. !'1. :.:-E._I_, "_,a"--.a--‘"il i ’ : e "
e L5 e P ;
¥ = S . 3 Y it a L )
"_:"1 _W -:'T..“"r"‘: Vi, RSN
¥ 4 < : P o \" ok
& Y l = -,H. D Jadags r- It ewr 1 > L o
S Al - 1 o T T T pic W i A RN S i e e o ST S S . s T
Y 4 SRR TRrRl i UL SEPIRRR e, R R R R 1 TR e e A ke S, e e e ) e N e e e C 5
- . i e e R R e i s e . :;E .'! j '-*:l -\-..Jn" |;. h\\ - -I
3 I: “F P T " il e .‘ -l= E o Eulff ey I
4 —mmm et 3, PRESIDENTE - | i 2/ | . TE2500 - Her2050 ' R
: ; ey : - T | : @ :
: ! ¢ ing.,, PRUDENTE ./ f / | D - o saovs /ﬁ\
o = {'{l"-:l & o : . | y—' La, R .:"-?'.-'-. % 1' ,
- K . § f ' LI F L)
4§ 'SA2300 e i ] 5 -_ ™~ \ %zam o
P J - 1‘1 / . -1___\ : —n 7 peciih o AR gliroe
o35 . L : . v - L . s
o Y "r o i S ' \ L) H‘-l._ a B'Aunu -| ‘.\\1""\-:' —'-: 4 L. ; JEJ.:' :"‘-f III l-ll_ldl-“_u-h.‘f#‘-ﬂ‘l.
= b h 2 L] .I "l"" L 2k ] s ] g i
d-:q.'ﬁ:‘ ) ::'-.;,- o . -'..': "_l v a, iy &
2, r'l"f'; Seded' e Q0 JEekY, s A 1 . " '-"'\-..I- """"\,_ _--"- .
r__::_:,-.-:"-i"' 4 %) “' o : s o i “' CR2500 e i 4
i * . e g | & JA2800 - 0
N TE Eq DG ™ | . 4
= _ < S he : ' e P12135 5 R (8 e
‘4 J: = LAty .'113'5-:!'.-: ' - : g SRS AL i I T _,___”..':‘;J A LT i : ."g
._"::. | - o i o 2 u g i ; i,
54 P12800 D N

PI2160 Pl 2100 @
AT 260%

PTE2300 PI2215

ot
e
1
H R -?i.-'.'\: de gt

P12192

CAMPINAS ®
ACAZ2200

AT2065

D

I§Lw '-*mf-;::au::.;:ﬂr _ﬁh?-_ :f' TE Eﬂ?aﬂq

&
al "
il B e | |- 1

[y e e,

T T i,

- bk,

-

o Sl s e S B o g mof by L

2 1 o Tt 0 By e S PR e T - e, e el Yl ool e R !
v Rl Al ,-! oo ."': A2180 fi u"---. . .;_.__--._._..'""f-}
ki .'_. e . L = :.-’ s,
. = 3 ey
.r\..l-l 1 % - . & : _.,.". " 5 s
S | : e e
WY | %3 22, :
. - Kavantes TE 2305 B-TE 2250 | - 5
: ' 5 e _"I
\ $02120 35 e i A
i g ! : ;’i ':"_'ﬁ"h_ el e B =
R ! 0 T TE210 s ¢
™ b b
et 3 I "-\... A I
e A L ’ .I::;'II.! "-ﬁ ‘e . —-1 i :
Ll ™ 5 . 4y v = - e ., S | : ; } :
£ ,,.-4"'—‘-) T £ _-:-‘-:' k;'? i eyl iy $02100 g et ™ S e e T8 o~ ; '
Es = F i 4 = il [ . _.‘ % i 3 . L] _I L .T S % P d
© FRANCISCO MORATO =~ i o g /(nua”';f N } f IRE ETEDED o) e e .
' ' b : ; T : : ] ] N R / i
s P 3T 'H- ! 3 B sﬁHTA Lm % o [ '-.\I:f.,r :i [ . \_‘1" qL . : . .II_;" ; o -\.r 7 ey e
el - = U ; 3 i Sl e ‘-.'-- o N e ; s Tt o
FRANCO DA ROCHA © ;,G;@,-?":ummrum —— Q("'I L 20 - % o T2 e ML L e e
__:l-;,l r.l.. o e m ’*F-Hwﬁ. "I-..,_,I .::,l 'JG msﬂ :a - ] i {
R B R y e & abaprpa®ig da L i £ ' T, e K e
1 TE208 St SE=s . SN o S
Shs y : ." F o L LT Y p ] l;-" e P o s
; TE3200 TASURRAR et : \"ﬁTGEEGG : e b ey W A i PN
s 1 = |y - it oL e !; < - 3 aARLJA ’ SRR D P . d Y4 -
-I..‘ E rr 4 - . - I3 L : i..‘i I-._. 4" .‘1 oF ll-l |Il.l:_:r.1 N ..'. & H‘ ‘I_ .' ..-
SR B D = i BG3010 s 1T2200"_ » gt
S "I Il;-:

PIRAPORA OO BOM JESUS

J°FTES410

Dﬁl JQ4500

"

S I By e

i ; ]
SANTANA DE F-!.HI‘HIIA' | GUARULHOS
1 5 H .

, ___,,3754020 g i il
- oS % A TE1040 I -\‘
. an i s 0 __:"-l- "r,. .

) BARUERI B _ _ Ti_idﬂE-D 2 A | ITAQUAQUECETUBA © 7,
L Ria Tigre 'j :‘1 L ez g ps

NIVEIS ATUAIS |
__QUALIDADE

cB2200
CM2200

1 ; n
¢ POA @ Eoal

TA4500 2 ¥ T\t Fasd o , ey :

9 e ¥, W
: Al 3 s 0AS CRUZES |13 - lQﬂ
ﬂ =

SUZAND

ety e -
|

o

i b

s

EEpT— Y

il et i -t

':ﬂl'

N E s Sy 0SASCO' # e : — .
~g JANDIRA 1\ o\ papicuina SAO PALLOY N T12100 % BTa2200 3?;\ o gt ") e —_—
ITAPEVI 3 02070 ; ¥, S Sy | BmiTsA- iR = _
= — ——— O30 o Al e i s oo il —--'-;.—"E;:JBEDEG—— = -8 :IT:"J‘- | 80 - 100 Otlma
VARGEM GRANDE PAULISTA @ COTIA® ..  TADOAODA SERRAe ) o \a 7 ' Co A e deiiva o A "
= F wn~ si0 caETaN0 00 suL | TA4200 E } 5 by '1'// o '
| E | B 52 4= 79 Boa
3 EMBU ;/“\]J SANTO ANDRE @ 7. BB o
02500 | : ™

< A 51 Aceitavel

HALA

PN4500

\ I‘ \\ 4 o s DIADE LA /
Ty [ : ¥ [ = [ I i )
E / | SMIEOCEN 340 BERNARDO 3 RIBEIRAD PIRES . g s
3 . D 00 CAMPO HGRZL00 ¥ o R L |
. ITAPECERKCA ’ - Py S ‘.I-'-'.'.'i‘-..‘.l‘ 7 - .-"'l|I - L - 20 = 36 Hu Im
< { DA SERRA g "3 ,.® RKO GRAMDE DA SERRA™
e

o [ e o Péssima

VV/ Aorg Chageapyrnay s 3 ! - : @EHEGH:; i
812500 : .

B r il vag

? EG1200

-

v ;Ix’; gnu-uumu : }.T d J5s P % o '“‘:;"*'j—' ““ R 2 TEs —f;# 7 e i : £ :
vy (2 e e IQA : /ndice de Qualidade das Aguas
’ : ﬁ? f,-' NOTA: Niveis minimos de qualidade das dguas (durante 80%
il do tempo o IQA apresentou-se igual ou superior aos

JUQUITIBA
X

.""- r‘}:“: - . . .,
7 niveis indicados )

TENDENCIAS NOS ULTIMOS 10 ANOS
PMELHORAR 2 INDEFINIDA @ PIORAR




FIGURA 3 — Mapa “Niveis Atuais e Tendéncias da Qualidade das Aguas Interiores do Estado de Sio
Paulo — 19947, fornecido pela CETESB (CETESB, 1995).
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FIGURA 4 — Mapa representativo do 3° Grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos,

que inclui os rios Tieté, Pinheiros e Tamanduatei, de onde foram retiradas amostras de Agua para esse

trabalho.
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— Mapa representativo do 11° Grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos

Hidricos, que inclui os rios Cubatio, das Pedras e Quilombo, de onde foram retiradas amostras de
agua para esse trabalho.

54



LN «
e
£ O e -
x jP’l (;J -
¢ o - Z
(: gt p—
: o e D
?;; ;Fy '%;;
S M :-:2
€L
e Lo ';fﬂ_
o ! - E':"-'
— >

Ju zozo

QUARTO GRUPO DE UGRHI'S

FIGURA 6 — Mapa representativo do 4° Grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos,
que inclui os rios Atibaia, Jaguari, Piracicaba e Capivari, de onde foram retiradas amostras de agua

para esse trabalho.

55



Bar!
Bon

QUINTO GRUPO DE UGRHI'S

FIGURA 7 — Mapa representativo do 5° Grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos,

que inclui o rio Sorocaba, de onde foram retiradas amostras de dgua para esse trabalho.
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FIGURA 8 — Mapa representativo do 9° Grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos,

que inclui o rio Paraiba do Sul, de onde foram retiradas amostras de dgua para esse trabalho.
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4.2. Caracteriza¢ao dos sitios ambientais aquaticos contaminados com HPAs

A caracterizacdo dos locais onde pretende-se avaliar a ocorréncia de
microrganismos capazes de biodegradar HPAs e o processo de biorremediagdo, fornece
informacdes de extrema importdncia para o delineamento e posterior implantagdo de

tecnologias apropriadas de biorremediagéo.

Inicialmente, foi feito um levantamento sobre a presenca de microrganismos
degradadores de HPAs (4.2.1) e sobre a concentragdo de HPAs presentes nas amostras de

agua dos 12 rios selecionados (4.2.3).

Através dos dados obtidos durante o desenvolvimento do trabalho, foi possivel
selecionar a regido da REPLAN para ser monitorada com um maior nivel de detalhamento

(4.5).

4.2.1. Isolamento das linhagens degradadoras de HPAs

Através da metodologia de crescimento aerobio, foram isoladas 136 linhagens
bacterianas com capacidade de crescer na presenga dos HPAs. O nimero de linhagens

obtidas em cada local de coleta esta mostrado na TABELA 9.

As coldnias obtidas apresentaram sempre o mesmo aspecto: em meio seletivo JE
solido, formaram-se colonias muito miudas, transparentes, quase invisiveis a olho nu.
Quando estas colonias foram repicadas em placas contendo meio LB, foi possivel observa-
las de uma forma bem definida. A partir do isolamento, as colonias foram repicadas varias
vezes, para garantir a sua purificagdo. Nas FIGURAS 9 a 13 € possivel a visualiza¢io do

aspecto morfologico de algumas coldnias isoladas.
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TABELA 9 - Numero de amostras e de linhagens de bactérias obtidas a partir da metododologia de

enriquecimento aerébio na presenca de HPAs como tinica fonte de carbono.

Codigo Linhagens N° de Linhagens RIO

1A até 1D, 2A até 2D, 18 Jaguari
3Aaté 3C, 4A € 4B, 5A ¢ 5B, 6A até 6C

10A até 10D 4 Atibaia
11Aaté 11F 6 Piracicaba
12A até 12D 4 Capivari
8A até 8] 10 Sorocaba
7A até TH 9 Paraiba do Sul
13A até 13P 15 Tieté

9A até 9N 13 Pinheiros
14A até 14N 13 Tamanduatei
15A até 150 14 Cubatao
16A até 16P 15 das Pedras
17A até 17P 15 Quilombo
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FIGURA 9 - Colonias de bactérias isoladas a partir de amostra de dgua coletada no rio Atibaia. Meio

LB sdlido.

FIGURA 10 - Colénias de bactérias isoladas a partir de amostra de dgua coletada no rio Sorocaba.

Meio LB sélido.
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FIGURA 11 - Colénias de bactérias isoladas a partir de amostra de 4gua coletada no rio Tieté. Meio
LB sélido.

FIGURA 12 - Coldnias de bactérias isoladas a partir de amostra de dgua coletada no rio Paraiba do
Sul. Meio LB sélido.

61

40 voddlulldle



FIGURA 13 - Coldnias de bactérias isoladas a partir de amostra de dgua coletada no rio Cubatiio. Meio
LB sélido.

Durante o periodo (20 dias) em que as amostras de dgua foram incubadas em meio
seletivo liquido, com agitac¢do, ndo foi possivel visualizar o crescimento das colonias e nem
a presenca de odor. Quando este mesmo meio seletivo liquido foi repassado nas placas,
apds 24 horas, havia um forte odor de fermentagdo no ambiente. Apés 96 horas de

crescimento, foi possivel a visualizacdo das colonias.
As amostras de agua coletadas na regifio do rio Jaguari apresentaram o maior

niimero de linhagens capazes de cresce no meio seletivo utilizado, sendo este um dos

fatores que levou a escolha desta regiio para monitoramento detalhado.
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4.2.2. Testes de Identificagdo das Linhagens

UN 1[\3\

1{BL 10TTC;’\ CE!
SECAO CIRCULAM
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As 25 linhagens que apresentaram crescimento mais intenso foram selecionadas

para a caracterizagdo bioquimica e morfologica, segundo o manual de BERGEY (1984). As

linhagens e os resultados dos testes realizados encontram-se nas TABELAS 10 a 15. Todas

as linhagens s@o bastonetes Gram negativos; podendo, portanto, fazer parte de uma das

familias das bactérias Gram negativas aerobias ou anaerdbias facultativas.

TABELA 10 — Resultado dos testes bioquimicos e morfologicos realizados com as linhagens de

bactérias possiveis degradadoras de HPAs, isoladas a partir de amostras de agua dos rios do estado de

Sio Paulo.

Testes’ Amostras 1A 2A 3A 44A
Gram Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase + + + +
Catalase + + - +
Gelatinase + = - +
Motilidade + + - -

TSI Gas - - - -

TSI Aglicar Alcalino/ Alcalino Alcalino/ Alcalino Alcalino/ Alcalino Alcalino/
TSIH,S - - - -

BGA Meio vermelho Col. Meio vermelho Col. Meio vermelho Col. Branca Meio
McConkey Colonia pequena incolor Coldnia incolor/ Centro Colonia pequena incolor  —-mmeeeemeemee
O/F Ghi-Resultado Oxidativo Oxidativo Nio fermen./ Nio Oxid. Oxidativo
O/F Sac-Resultado Oxidativo Oxidativo Nio fermnen./ Ndo Oxid. Oxidativo
O/F Lac-Resultado Nio fermen./ Ndo Oxid Nio fermen./ Nao Oxid. Nio fermen./ Ndo Oxid. Nio fermen./

TABELA 11 — Resultado dos testes bioquimicos e morfologicos realizados com as linhagens de

bactérias possiveis degradadoras de HPAs, isoladas a partir de amostras de dgua dos rios do estado de

Sao Paulo.

Testes/ Amostras 5A 6A 1B 2B

Gram Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase + + + -
Catalase +fraco +fraco “ +
Gelatinase + - + +
Motilidade + - + -

TSI Gas - - - -

TSI Agucar Acido/ Acido Acido/ Acido Alcalino/ Alcalino Alcalino/ Alcalino
TSI H.S - - - -

BGA Nio houve crescimento Meio vermelho Col. Branca memmmenen Meio vermelho Col
McConkey Coldnia pequena incolor Colénia pequena Coldnia pequena incolor Col. incolor/ Centro

O/F Gli-Resultado
OfF Sac-Resultado
O/F Lac-Resultado

Oxidativo
Oxidativo
Nio fermen./ Ndo Oxid.

Oxidativo
Oxidativo

Nio fermen./ Ndo Oxid.

Oxidativo
Oxidativo
Nio fermen./ Ndo Oxid.

Nio fermen./ Nio
Nio fermen./ Ndo
Nio fermen./ Ndo

63



TABELA 12 — Resultado dos testes bi
bactérias possiveis degradadoras de HPAs,

unimicos e morfologicos realizados com as linhagens de

isoladas a partir de amostras de agua dos rios do estado de

Sao Paulo.
Testes/ Amostras 3B 4B 5B 6B
Gram Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase + + + +
Catalase +raco + +fraco +
Gelatinase + +- - =
Motilidade - + - +
TSI Gas - - - -
TSI Agiicar Acido/ Acido/ Gas Alcalino/ Alcalino Acido/ Acido Alcalino/ Alcalino
TSI H,S - - - -
BGA Meio amarelo Col. branca  Meio vermelho Col. peq.  Nio houve crescimento  Meio vermelho Col. peq.
McConkey Colonia pequena incolor Colonia pequena incolor ~ ——eememmeeeee Colbnia pequena incolor
O/F Gli-Resultado Ferm/Oxi Oxidativo Nio fermen./ Nao Oxid. Oxidativo
O/F Sac-Resultado Ferm/Oxi1 Oxidativo Nio fermen./ Nao Oxid. Oxidativo
O/F Lac-Resultado Fermentativo Nio fermen./ Ndo Oxid. Nio fermen./ Ndo Oxid. Ndio fermen./ Ndo Oxid.

TABELA 13 — Resultado dos testes bi
bactérias possiveis degradadoras de HPAs,

uimicos e morfologicos realizados com as linhagens de

ladas a partir de amostras de agua dos rios do estado de

Sao Paulo.

Testes/ Amostras 6C | 7C 7D 7F

Gram Bacilo G- | Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase + + 5 +
Catalase - -+ 2 +
Gelatinase - + - +
Motilidade - - + -

TSI Gas - - - -

TSI Agiicar Acido/ Acido Alcalino/ Alcalino Acido/ Acido Alcalino/ Alcalino
TSI H:S - - - -

BGA Meio vermelho Col. peq.  Meio vermelho Col. Branca Meio vermelho Col. peq. Meio vermelho
McConkey Coldnia pequena incolor Colénia pequena incolor Colénia pequena incolor Colonia pequena

O/F Gli-Resultado
O/F Sac-Resultado
O/F Lac-Resultado

Oxidativo
Onadativo
Nio fermen./ Ndo Oxid.

Onxidativo
Oxidativo
Nio fermen / Nao Oxid.

Nio fermen./ Nao Oxid.
Nio fermen./ Nio Oxid.
Nio fermen./ Ndo Oxid.

Nio fermen./ Nao
Nio fermen./ Nao
Nio fermen / Nio

TABELA 14 — Resultado dos testes bi

bactérias possiveis degradadoras de HPAs,‘

uimicos e morfolégicos realizados com as linhagens de

isoladas a partir de amostras de agua dos rios do estado de

Sao Paulo.

Testes/ Amostras 7G ' 8C 8D 8E

Gram Bacilo G- [ Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase - + " .
Catalase + + + +
Gelatinase + - +
Motilidade - + + -

TSI Gas - - - -

TSI Aglicar Alcalino/ Alcalino Alcalino/ Alcalino Alcalino/ Alcalino Alcalino/
TSI H:S - ™ - -

BGA Meio vermelho Col. peq. | Meio vermelho Col. Branca Colénia pequena incolor Coldnia pequena
McConkey Colonia pequena incolor Coldnia pequena incolor Colénia pequena incolor  Colonia pequena

O/F Gli-Resultado
O/F Sac-Resultado
Q/F Lac-Resultado

Nio fermen./ Ndo Oxid.
Nio fermen./ Ndo Oxid
Nio fermen./ Ndo Oxid.

Oxidativo

| Oxidativo

Nio fermen./ Ndo Oxid.

Oxidativo
Oxidativo

Nio fermen./ Nao Oxid.

Oxidativo
Oxidativo
Nio fermen./
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TABELA 15 — Resultado dos testes bioquimicos e morfolégicos realizados com as linhagens de
bactérias possiveis degradadoras de HPAs, isoladas a partir de amostras de dgua dos rios do estado de
Séao Paulo.

Testes/ Amostras SF 9C 9D 9E 9F

Gram Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G- Bacilo G-
Oxidase - - - - .

Catalase - + + - +
Gelatinase - - - - -
Motilidade - - - + -

TSI Gas - - - - -

TSI Agiicar Alcalino/ Acido Alcalino/ Acido Alcalino/ Acido Acido/ Acido Acido/ Acido
TSI H.S - - - - -

BGA Meio vermelho Col.  Meio vermelho Col.  Meio vermelho Col.  Meio vermelho Col.  Meio vermelho Col.
McConkey Col. pequena incolor Col. pequena incolor  Col. pequena incolor  Col. pequena incolor Col. pequena incolor
O/F Gli-Resultado Oxidativo Oxidativo Oxidativo Nio fermen./ Ndo Nio fermen./ Ndo
O/fF Sac-Resultado Oxidativo Oxidativo Onudativo Nio fermen/Nio Nio fermen/Ndo
O/F Lac-Resultado Nio fermen/Nao Nio fermen/Nao Nio fermen/Nao Oxid Nio fermen/Nio Nio fermen/Nio

As linhagens estudadas foram classificadas como pertencentes aos géneros
Pseudomonas, Xanthomonas, Acinetobacter, Moraxella, Neisseria e Aemophilus, como

pode ser visto na TABELA 16.

As bactérias do género Pseudomonas sp. sdo as bactérias mais frequentemente
isoladas com capacidade de degradar diferentes HPAs, como pode ser visto nas pesquisas
realizadas por TRZESICKA-MLYNARZ & WARD, 1995; JUHASZ et alli, 1996;
WEISSENFELLS, et alli, 1995; DAGHER et alli, 1996.

As bactérias pertencentes aos géneros Moraxella sp. Flavobacterium sp e
Beijerinckia sp. também sdo extensamente estudadas quanto a sua capacidade de

degradacdo de HPAs (STUCKI & ALEXANDER, 1987; CULLEN et alli, 1994).
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TABELA 16 - Classificaciio das linhagens de bactérias possiveis degradadoras de HPAs isoladas a
partir dos rios do estado de Sio Paulo.

Linhagem Origem Familia Género Possivel Espécie

1A/ 1B Jaguari' Pseudomonadaceae Pseudomonas fluorescens, mallei,

4A/4B/ 6B Atibaia® aureofaciens, pseudomallei,
cepacea, gradioli

2A Jaguari' Pseudomonadaceae Pseudomonas putida, cichorii, stutzeri,

8C Sorocaba mendocina, solanacearum,
fava, pseudoflava, caryophilli

2B Jaguari' Neisseriaceae Moraxeila

TRI1G Paraiba

3A Jaguari' Neisseriaceae Neisseria elongata

3B Jaguari' Pasteurellaceae Haemophilus

8D Sorocaba Pseudomonaceae Xanthomonas populi, axonopodis

8E Sorocaba Neisseriaceae Acinetobacter

9C/9D Pinheiros Neisseriaceae Acinetobacter

9E/9F Pinheiros Pseudomonaceae Xanthomonas populi, ampelina

"Proximidades da REPLAN, Paulinia. “Proximidades da Rhodia, Paulinia.

Para algumas linhagens de bactérias (5 A, 5B, 6A, 6C, 7C, 7D, 8C ¢ 8F) os testes

realizados ndo foram conclusivos, ndo sendo possivel a sua classificagéo.
As linhagens encontradas na regido do rio Jaguari foram classificadas como

pertencentes aos géneros Pseudomonas, Moraxella, Neisseria e Haemophilus, sendo esta

regifio a que apresentou maior variedade de géneros de bactérias degradadoras de HPAs.
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4.2.3. Quantificaciio e identificacio de HPAs nas amostras de 4gua

A segunda etapa de caracterizagdo dos sitios foi feita através da quantificagio e

identificagdo dos HPAs presentes nas amostras de agua coletadas dos 12 rios.

A presenga dos HPAs nas aguas coletadas se origina de uma polui¢do cronica e nio
de grandes vazamentos, e por este motivo, o principal problema que surge ao se escolher
uma metodologia adequada sdo as baixas concentragdes de HPAs presentes no meio
aquético. As técnicas instrumentais utilizadas devem operar com a maxima seletividade e

sensibilidade, e evitando sempre a contamina¢do da amostras.

Dentro dos métodos analiticos de identificacio e quantificagdo dos HPAs, a
espectroscopia de fluorescéncia permite dispor de duas varidveis que sdo os comprimentos
de onda de excitagao e de emissdo, encontrando assim combinagdes adequadas para obter
uma maior seletividade. Ao mesmo tempo, a sensibilidade € outra vantagem ja que supera
ao menos em uma ordem de grandeza ao UV, estando somente superada pela
espectroscopia de massas. Todas estas caracteristicas convertem a espectroscopia de
fluorescéncia em um dos métodos classicos de analise de HPAs ambientais e biologicos.
Outra vantagem do método reside na linearidade da relag@o intensidade-concentragdo, em
uma ampla margem de concentragdes. No entanto, a técnica apresenta a desvantagem de
detectar qualquer material que apresente fluorescéncia ¢ que ndo necessariamente € um

hidrocarboneto.

A metodologia utilizada mostrou ser eficiente na separagdo, identificagido e
quantificagdo dos HPAs nas amostras de agua estudadas. A metodologia de extragdo (EPA,
1995) mostrou indices de recuperagdo de 85 a 96% para os HPAs totais.

Como pode ser obsevado na FIGURA 14, o cromatograma contendo os seis padroes
de HPAs apresentou valores de k™ muito satisfatorios, 1,50 < k’< 12,35, € um tempo total
de analise em tomo de 39 minutos. Também foram testadas condicdes de analises

utilisando gradiente de solventes, com o objetivo de reduzir o tempo de andlise, mas foi
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observado que houve uma redugo nos valores de k’. Como para a andlise de tragos ¢ ideal
a corrida sem gradiente, pois ha uma alteragio minima da linha de base, ficaram

estabelecidas as condi¢des de analise sem gradiente.

No Brasil, conforme informac¢do da CETESB, a legislag@o para a presenca de HPAs
na agua para consumo humano foi adaptada a partir das orientagbes da Organizagio
Mundial da Saide (WHO, 1984), sendo estabelecida como 0,01 pg/LL em benzo(a)pireno
(CNMA, 1996). Nio existem metodologias oficiais no Brasil para a deteccdo dos HPAs nas
aguas, fator este que dificulta a monitoragdo dos niveis de contaminagdo das aguas por

estes compostos, por parte dos 6rg@os responsaveis.

Os valores e os tipos de HPAs encontrados em cada amostra de agua estdo resumidos
na TABELA 17 e os cromatogramas correspondentes as andlises podem ser vistos nas

FIGURAS 15 a 26.

Nos rios Sorocaba, Cubatdo, Capivari e Tieté a concentragdo de HPAs totais nas
amostras de agua ficou abaixo de 0,0130 pg/L, sendo este valor considerado dentro do

limite citado acima.

As amostras de agua coletadas nos rios Tamanduatei, Piracicaba, Pedras, Quilombo e
Paraiba do Sul apresentaram concentra¢des de HPAs totais na faixa de 0,0174 até 0,02384

pg/L .

Ja os rios Pinheiros, Atibaia e Jaguari apresentaram os niveis mais elevados de HPAs

totais em suas amostras de agua, chegando a 0,1712 pg/L para o rio Jaguari.
Essas varia¢Oes nas concentragdes de HPAs totais nas amostras de dgua podem ter

ocorrido por vérios motivos, dentre eles, alteragdes climaticas, descargas de poluentes,

fotodecomposicéo, volatiliza¢do e sedimentagdo dos HPAs, além da préopria biodegradagao.
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TABELA 17 - Rios pesquisados, tipos de HPAs e concentracio total de HPAs encontrados nas
amostras de agua.

RIO HPAs HPAs Totais (pug/L)

Jaguari fiu, b(b)f, b{k)f, b{a)pir 01712
b{ghi)per, ind(cd)pir

Atibaia b(b)f, b{a)pir, b{ghi)per, 0,1538

Piracicaba flu, b(b)f, b{k)£, b{a)pir 00185
b{ghi)per

Capivari flu, b{b)f, b{k){, b{a)pir 0,0083
b(ghi)per

Sorocaba b(b)f, b(k)f, b(a)pir 0.0014
b(ghi)per, ind(cd)pir

Parajba do Sul  b(b)f, b(a)pir, b{ghi)per 00284

Tieté flu, b(b)f, b{k)L, bla)pir 0,0130
b(ghi)per

Pinheiros flu, b{(b)f, b(k)f, b(a)pir 0,0648
b{ghi)per, ind(cd)pir

Tamanduatei  flu, b(b)f, b(k)f, b(a)pir 00174
b(ghi)per, ind(cd)pir

Cubatio b(b)L.b{ght)per, ind(cd)pir 00043

das Pedras flu, b(b)f, b(k)f, bla)pir 0,0228
b(ghi)per, ind(cd)pir

Quilombo b(b)L, b{a)pir, b{ghi)per 0,0258

A concentragio de HPAs presentes nas aguas de rios varia profundamente,
dependendo da extengdo e do tipo de poluicdo presente. As concentragSes de HPAs
encontrados em rios de diferentes partes do mundo podem ser vistas na TABELA 18
(BJORSETH, 1983). Os valores apresentados na primeira coluna, ndo sdo comparaveis
entre si, j4 que o niimero € o tipo de compostos analisados ndo ¢ idéntico. No entanto, ¢
possivel uma comparagdo da magnitude da presenga dos compostos. Os valores referentes
ao BaP s3o mostrados na segunda coluna, pois existem muitos estudos que levam em

considera¢do somente a presencga desse composto.
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TABELA 18 — Concentragoes de HPAs encontrados em

rios de varias regides do mundo

(BJORSETH, 1983).

Fonte Concentragdo Total de HPAs® Concentragdo de BaP Referéncia

(ng/L) (ng/L)

Repiiblica Federal da Alemanha:
Rio Gersprenz 93-96 9.6 11
Rio Schussen 533 10 44
Rio Stockacher Aach 777-1530 4-43 44
Rio Reno (Km 30) 9-40 - 24
Rio Reno (Km 853) 132-5680 - 24
Rio Meno 197-560 12-68 24
Rio Meno (apos enchente) 1090-1740 58-157 24
Rio Danubio 58-1371 0,4-347 24
Holanda:
Rio Reno (Lek) 400-910 50-90 45
Rio Reno (Waal) 140-2240 <10-580 27-30
Reino Unido:
Rio Tamisa 380-1000° 100-26 32
Rio Severn 15-160° 1,5-20 31
Rio Stour 266-1430° 48-132 31
Rio Trent 213-2596° 35-504 31
Ribeirdes do Rio Trent 26-3789°¢ 5-435 31
Rio Gt. Ouse 5-500 - 33
Rio Ancholme 5-70 - 33
Franca:
Rio Sena (Paris) 89-233 - 34
Canal em Lille 294-404¢ 35-300 35
Canal em Marquete 215-273¢ 50-55 35
Canal em Violaines 259 32
Estados Unidos:
Rio Monongahela 600-663 42-77 43
Rio Ohio 58 5.6 43
Rio Delaware 352 41 43
Polonia:
Rio Warta 124 2 37
Rio Wisla 165 30 37
Rio Warta - 1-20 38
Rio Wrercica - 1-18 38
Rio Olawa - 2-350 36
Rio Nysa Klodzka - 3-482 36
Rio Odra - 18-823 36
Antiga Unido Soviética:
Rio Plyussa - 12000 39
(descarga de efluentes)
Rio Moskwa (Moscou) - 0,3-0.5 42
Rio acima da cidade grande - 1 42
Rio abaixo da cidade grande - 40 42

*Se1s HPAs: fluoranteno. benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,

benzo (ghi)perileno e indeno(1.2.3-cd)pireno.

°0s mesmos HPAs citados acima, mas perileno no lugar do benzo(b)fluoranteno.
“Somente cinco HPAs, o benzo(b)fluoranteno nio foi determinado.
“Cinco HPAs: fluoranteno, benzo{a)pireno, benzo(k)fluoranteno, perileno ¢ benzo{b)fluoreno
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fluoranteno/7.092
101

b(b) fluorant/16.310
0 b(k)fluorant/19.145

blalpireno/21.95(
30
b (ghi)perile/32.669
inden(cd)pir/37.265

401
min

Peak Report ***

i0 TIME AREA HEIGHT IDNO CONC [ug/mL]
1 7.092 186176 91459 1
2 16.310 296502 9406 2
3 19:145 1251847 36957 3
4 21.950 1722518 45404 4
5 32.689 286204 5455 5
6 37.265 70304 1271 €
3853551 107642

NAME
fluoranteno
b(b) fluocrant
bik)fluorant
b(a)jpireno
b(ghi)perile
inden(cd)pir

FIGURA 14 - Cromatograma obtido por CLAE para a mistura de padrdes de 6 HPAs. Cond. Crom.:

fase movel isocritica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de fluorescéncia, com

programacio de comprimento de onda.
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*** Peak Report ***
PKNO TIME AREA HEIGHT 1IDNO CONC [ug/mL) NAME
1 16.648 1204961 45806 2 0.0369 b(b)fluorant
2 22.382 7042107 174325 4 0.0420 bl(a}jpireno
3 33.333 2131961 50161 5 0.0923 b(ghi)perile
10379029 270292 0.1712
**+* Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k:t NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 16.648 4.84 b(b)fluorant 8710 23:75 1.14
2 22.382 6.85 Db(a)pirenc 7361 33.96 1.21 6.67 1..42
3 33.333 10.70 bi(ghi)perile 17289 14.46 0.83 10.64 1.56

FIGURA 15 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de agua proveniente do rio Jaguari.
Cond. Crom.: fase movel isocratica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programacao de comprimento de onda.
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b(b) fluorant/16.650
20 b(k)fluorant/19.526
b(a)pirenc/22.377
30
b(ghi)perile/33.333
inden{cd)pir/37.800
40
min

*++ peak Report ***
PENO TIME

1 7.
2 16.
3 19.
4 22.
5 33.
6 37.

147
650
526
377
333
800

NAME
fluoranteno
b(b) fluorant
b(k)fluorant
b(a}pireno
b(ghi)perile
inden(cd)pir

*++ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME

s W

T
16.
19.
22.
33.
37.

147
650
526
377
333
80O

AREA HEIGHT IDNO CONC [ug/mL]
1702161 112081 1 0.0916
539907 18897 2 0.0166
747483 23808 3 0.0059
2057384 52716 q 0.0118
647977 14680 5 0.0261
5062 256 6 0.0019
5699974 222439 0.1538
k! NAME Plate # Plate Ht.
1.51 fluoranteno 7008 35.67
4.84 b(b)fluorant 8801 28.40
5.85 bik)fluorant 9292 26.91
6.85 bla)pirenc 7725 32.36
10.70 b(ghi)perile - e
12.26 inden(cd)pir ol =

Tailing Resolution Sep.Factor

1.93

1.39 18.08
0.97 3.78
1.24 3.12
0.98 o

FIGURA 16 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de igua proveniente do rio Atibaia.

Cond. Crom.: fase movel isocratica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.
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40

£lusranteno/7.145

b(b) fluocrant/16.658

b(k)fluorant/19.560

b(ghi}lperile/33.262

b(ajpireno/22.411

min

-k

TIME

7
16.
19.
22.
33.

+145

658
560
411
262

Peak Report ***

NAME
fluoranteno
b(b) flucrant
b (k} fluorant
b(a)pireno
b(ghi)perile

AREA HEIGHT
226988 14996
69899 2417
93486 3010
391307 10698
109749 2522
891430 33643

*++ Column Performance Report ***
R.TIME

PKNO

s W b =

.145
.658
.560
.411
.262

k' NAME
1.51 fluoranteno
4.84 bi(b)fluorant
5.86 bi(k)fluorant
6.86 bla)pireno
10.67 blghi)perile

IDNO CONC [ug/mL]
1 0.0114
2 0.0022
3 0.0012
4 0.0017
5 0.0021
0.0185
Plate # Plate Ht.
6596 37.90
5130 48.73
9755 25.63
6903 36.21

Tailing Resolution Sep.Factor

1.68
LSl
0.94
1.:29
1.24

14.84 3.21
-—- 1,21
-—- 1.17
8.65 1.55

FIGURA 17 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Piracicaba.

Cond. Crom.: fase mével isocritica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.
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30
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b(b) fluorant/16

b(alpireno/22.351

b{ghi)perile/33.204

.631
b (k) fluorant/19.492

fluoranteno/7.140

*++ peak Report ***

TIME

7.140
16.631
19.492
22.351
33.204

AREA HEIGHT
116386 6748
54845 1801
80365 2475
83406 2361
67952 1579
402955 14963

*++ Column Performance Report ***

PKNO

1
2
3
4
5

FIGURA 18 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Capivari.

Cond. Crom.: fase movel isocritica, 75% acetonitrila em agua, I mL/min, T = 30°C, detector de

R.TIME

7.140
16.631
19.492
22..38)
33.204

k! NAME
1.51 fluoranteno
4.84 b(b)fluorant
5.84 bi(k)flucrant
6.84 bl(alpirenc
10.65 b(ghi)perile

IDNO CONC [ug/mL]

Plate #
6417
5042
8503
5442

809

fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.

75

0.0054
0.0018
0.0011
-0.0002
0.0002

Plate Ht.
38.96
49.58
29.40
45.94

308.99

NAME
fluoranteno

bi{b) fluorant
b(k) fluocrant

b(a)pireno

bi{ghi)perile

Tailing Resolution

1.60
1.47
0.97
1.04
1.24

14.68
.21
2.78
3.69

Sep.Factor

321
1:27
1.17
1.56




10

201

301

401

10

b(b) fluorant/16.674
b(k) fluorant/19.566
b(ajpireno/22.365

t{ghi)perile/33.300

inden(cd)pir/37.833

min

*++ Peak Report ***

NAME
b(b) fluorant
bik) fluorant
b(a)pireno
bighi)perile
inden(cd)pir

Tailing Resclution
1.11 1.39
1.38 1.65
1.37 -—

PKNO TIME AREA HEIGHT 1IDNO CONC [ug/mL]
1 16.674 10037 398 2 0.0004
2 19.566 24883 875 3 0.0007
3 22.365 20908 546 4 -0.0005
4 33.300 14142 308 5 -0.0022
5 37.833 15219 240 6 0.0031
85188 2366 0.0014
*++ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht.
1 16.674 4.85 b(b)fluorant 1334 187.42
2 19.566 5.87 b(k)fluorant 1123 222.66
3 22.365 6.85 b(a)pirenc 7099 35.21
4 33.300 10.68 Dbighi)perile ——— e
5 37.833 12.27 inden(cd)pir —-—— ———
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fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.

Sep.Factor

1.21
1.17
1.56
1.15

FIGURA 19 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Sorocaba.

Cond. Crom.: fase moével isocritica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de
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b(b) flucrant/16.593

201
b(a)pireno/22.320

30 Cf;

~—b(ghi)perile/33.333

404

min

*** Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT IDNO CONC [ug/mL] NAME
1 16.593 206024 8208 2 0.0064 bib)fluorant
2 22.320 1265202 31529 4 0.0070 bf(a)pireno
3 33.333 398878 7419 5 0.0150 bi(ghi)perile
1870103 47157 0.0284
**+ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 16.5%3 4.82 b(b)fluorant 10437 23.95 1.13
2 22.320 €.83 bfa)pireno 7505 33.31 1.24 6.82 1.42
3 33.333 10.70 bighi)perile == e 0.5 —— Y. 57

FIGURA 20 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Paraiba do
Sul. Cond. Crom.: fase mével isocritica, 75% acetonitrila em dgua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programagio de comprimento de onda.
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30
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b(b)fluorant/16.382

ireno/21.969

b{ghijperile/32.491

b(k)fluorant/19.147

min

+++ Peak Report ***

PKNO TIME
1 7:115
2 16.382
3 19.147
4 21.969
5 32.491

AREA
134175
79729
128061
133305
121882

HEIGHT
7697
2802
4289
2958

CONC [ug/mL]

NAME
fluoranteno
b{b) fluorant
bik) fluorant
b{a)pireno
b(ghi)perile

597152

*** Column Performance Report ***

FKNO R.TIME

1 7115
2 16.382
3 19.147
4 21.969
5 32.491

k 1

1.50 fluoranteno
4.75 b(b)fluorant
5.72 b(k)fluorant
6.71 bf(a)pirenc
10.40 b(ghijperile

IDNC
1
2
3
4
5
Plate
4
8

0.0063
0.0025
0.0014
0.0001
0.0026
0.0130
# Plate Ht.
491 55.66
455 29.57
68 3652.62
416 600.61

Tailing Resolution

1.76
1.38
1.05
1.23
1:.27

16.30
0585
0.42

Sep.Factor

3.17
1.20
1-1%
1:55

FIGURA 21 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Tieté.

Cond. Crom.: fase mével isocratica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programagao de comprimento de onda.
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0 200 400

0
fluoranteno/7.152
10
b(b) fluorant/16.684
20 Sb (k) fluorant/19.497
blalpireno/22.402
304
b(ghi)perile/33.333
inden(cd)pir/37.800
40
min
*++ Peak Report ***
PKNO TIME AREA HEIGHT 1IDNO CONC [ug/mL) NAME
1 T+152 672334 44437 1 0.0356 fluocranteno
2 16.684 332021 10673 2 0.0102 b(b)flucrant
3 19.497 262776 8471 3 0.0024 bi(k)fluorant
4 22.402 737716 16579 4 0.0038 bl(a)pireno
5 33.333 257631 6462 5 0.0087 bl(ghi)perile
6 37.800 23849 363 6 0.0041 inden(cd)pir
2286327 86985 0.0648
*+*+ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 TulS2 1.51 fluoranteno 6985 35.79 1.83
2 16.684 4.85 b(b)fluorant B026 31.15 1.47 17.54 3.22
3 19.497 5.84 bi(k)flucrant 7922 31.56 0.98 3.47 1.20
4 22.402 6.86 bl(a)lpireno 5951 42.01 1.27 2.85 143
5 33.333 10.70 b(ghi)perile 11860 21.08 0.89 9.16 1.56
6 37.800 12.26 inden{cd)pir - - 1.99 - 1.15

FIGURA 22 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Pinheiros.
Cond. Crom.: fase movel isocritica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programa¢io de comprimento de onda.
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fluoranteno/7.159
10
b(b) fluorant/16.633
20 b(k) fluorant/19.558
b(a)pireno/22.390
30
b(ghi)perile/33.312
inden(cd)pir/37.851
40
min

*++ Peak Report ***

NAME
fluoranteno
b (b} fluorant
b (k) flucrant
b{alpireno
b(ghi)perile
inden(cd)pir

Tailing Resolution

1.53
1.30
2.33
1.38
162

PEKNO TIME AREA HEIGHT 1IDNO CONC [ug/mL]
1 7.159 43778 2734 1 0.0014
2 16.633 97409 3995 2 0.0031
3 19.558 695465 17768 3 0.0055
4 22.390 186489 5771 4 0.0005
5 33.312 156484 2341 5 0.0042
6 37.851 12826 211 6 0.0028
1192451 32819 0.0174
*++ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k" NAME Plate # Plate Ht.
1 7.159 1.51 fluoranteno 6277 39.83
2 16.633 4.84 bi(b)fluorant 8717 28.68
3 19.558 5.86 bik)flucrant 9253 27.02
4 22.390 6.86 blajpirenc 11693 21.38
5 33.312 10.69 bighi)perile 2151 90.69
6 37.851 12.28 inden{cd)pir 9916 25.21
FIGURA 23

17.64
3.83
3.45
6.49
2.24

Sep.Factor

3.20
1.21
1.17
1.56
1,15

- Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua provemiente do rio

Tamanduatei. Cond. Crom.: fase mével isocritica, 75% acetonitrila em dgua, 1 mL/min, T = 30°C,

detector de fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.
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*++ Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT IDNO CONC [ug/mL] NAME
1 16.612 22339 674 2 0.0008 bi(b)flucrant
2. 33.272 106813 1630 S 0.0020 b{ghi)perile
3 37.833 2495 -24 & 0.0016 inden(cd)pir
131647 2278 0.0043
**% Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 16.612 4.83 b(b)fluorant 3611 69.23 1.63
2 33.272 10.67 bighi)perile 3161 79.08 1.33 9.59 2.21
3 37.833 12.27 1inden{cd)pir i S —— ———— 1.15

FIGURA 24 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de igua proveniente do rio Cubatao.
Cond. Crom.: fase mével isocritica, 75% acetonitrila em agua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programagio de comprimento de onda.
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0
fluoranteno/7.142
10
b(b) fluorant/16.618
20 b (k) fluorant/19.488
bla)pireno/22.339
304
b (ghi)perile/33.333
inden(cd)pir/37.800
40
min
*+* Peak Report ***
PKNO TIME AREA HEIGHT IDNO CONC [ug/mL] NAME
1 7.142 260967 16757 1 0.0132 fluorantenc
2 16.618 79362 2836 2 0.0025 bib)fluorant
3 19.488 109812 3549 3 0.0013 b(k)fluorant
4 22.339 501485 13808 4 0.0024 b(a)pireno
5 33.333 105950 2249 B 0.0019 bighi}perile
6 37.800 2035 64 6 0.0015 inden(cd)pir
1059610 39263 0.0228
#*+ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 7.142 1.51 fluorantenc 6199 40.33 1.86
2 16.618 4.83 bi(b)fluorant 9604 26.03 1.3F 18.20 3.21
3 19.488 5.84 Db(k)fluorant 9670 25.85 0.99 3.90 1.21
4 22.339 6.84 b(a)pireno 9177 27.24 1.30 3.31 317
5 33.333 10.70 bighi)perile - i 0.93 === 1.56
6 37.800 12.26 inden(cd)pir —— = 0.86 - 1.15

FIGURA 25 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio das Pedras.

Cond. Crom.: fase mével isocratica, 75% acetonitrila em dgua, 1 mL/min, T = 30°C, detector de

fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.
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———btaipirens22.337
30
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40
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**+* Peak Report ***

PKNO TIME AREA HEIGHT 1IDNO CONC [ug/mL] NAME
1 16.613 178109 7191 2 0.0055 bi(b)flucrant
2 22.337 1161471 28465 4 0.0064 b(a)pireno
3 33.333 373974 7260 5 0.0139 bi{ghi)perile
1713553 42916 0.0258
**+ Column Performance Report ***
PKNO R.TIME k' NAME Plate # Plate Ht. Tailing Resolution Sep.Factor
1 16.613 4.83 bib)fluorant 10805 23.14 1.09
2 22.337 6.84 bila)pireno 7221 34.62 1.24 6.77 1.42
3 33.333 10.70 b(ghi)perile e —— 0.77 ——— 1.56

FIGURA 26 - Cromatograma obtido por CLAE para a amostra de dgua proveniente do rio Quilombo.
Cond. Crom.: fase mével isocritica, 75% acetomitrila em dgua, 1 mL/min, T=30°C,

detector de fluorescéncia, com programacio de comprimento de onda.
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4.2.4. Monitoramento dos rios

A terceira etapa de caracterizagdo dos sitios aquaticos foi feita através do
monitoramento das condi¢gdes de temperatura, pH, odor e coloragdo da agua, relacionados
com a época do ano. Essa caracterizagdo foi feita com o objetivo de se obter informagdes
sobre a variagdo dessas caracteristicas com a estacdo climatica do ano, para posterior
utilizacdo no desenvolvimento de experimentos de biodegradagcdo no laboratério. O pH
normal, que era de se esperar se 0s rios ndo estivessem poluidos € em torno de 8,0 a 8,4,
mas pode-se observar que somente os rios Piracicaba e Capivari apresentaram pH em torno

da normalidade.

Outro fator que pode ser notado € o odor caracteristico de cada rio. Enquanto os
alguns rios na regido Campinas - interior do estado - apresentam odor caracteristico de rios
ndo poluidos, os rios na regido da cidade de Sdo Paulo possuem um odor muito ruim de

dejetos domésticos e industriais.

O rio Sorocaba sempre mostrou um forte odor de 6leo, provavelmente devido a
presen¢a de muitas industrias nesta regido. O rio Atibaia, o mais poluido da regido de
Campinas, apresentou um odor muito forte de “peixe-morto”, caracteristico da presenca
em excesso de algas. Inclusive, em um periodo do més de julho de 97, o abastecimento de

agua potavel de cidade de Campinas ficou comprometido devido & presenga destas algas.
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TABELA 19 - Condigdes dos rios no més de julho de 97.

RIO Temperatura Temperatura pHdadgua Coloragigoda Odordadgua  Horario/
daagua (°C) do amb. (°C) dgua Estagdao
Atibaia 24 26 7.0 esverdeada algas/ovo 12:00/inv
Jaguari 23,5 26,5 8.0 marrom normal 13:00/inv
Piracicaba 23 27 8.1 marrom normal 14:00/inv
Capivari 24 25 81 marrom normal 12:00/inv
Sorocaba 24,5 25,5 7.2 escura oleo 10:30/inv
Paraiba Sul 21 23 7,0 escura normal 11:00/inv
Tieté 22 23 7,0 preta péssimo 16:00/inv
Pinheiros 21 23 6,5 preta péssimo 10:00/inv
Tamanduatei 21 22 7.0 escura péssimo 16:00/inv
Cubatdo 23 25 6,5 escura oleo 14:00/inv
Pedras 23 25.5 7,0 escura dleo 15:00/inv
Quilombo 23.5 26 7.0 escura oleo 15:30/inv
TABELA 20 - Condicdes dos rios no més de agosto de 97
RIO Temperatura Temperatura pHdaagua Coloragdoda Odordadgua  Hordrio/
da agua (°C) do amb. (°C) agua Estagdo
Atibaia 23 24 7.0 esverdeada algas/ovo 10:00/inv
Jaguari 22.5 24 8.1 marrom normal 10:00/inv
Piracicaba 21 24 8.2 marrom normal 12:00/inv
Capivari 22 24 8.1 marrom normal 13:00/inv
Sorocaba 23 25 7.0 escura 6leo 10:00/inv
Paraiba Sul 20 23 7.0 escura normal 121:00/inv
Tieté 21 22 7,0 preta péssimo 15:00/inv
Pinheiros 21 22 6.5 preta péssimo 9:00/inv
Tamanduatei 21 22 7.0 escura péssimo 11:00/inv
Cubatio 225 24 6,5 escura oleo 12:00/inv
Pedras 23 24.5 7.0 escura oleo 14:00/inv
Quilombo 22.5 24 7.0 escura Gleo 15:00/inv

85



ECA0Q oy, VTRA

TABELA 21 - Condigdes dos rios no més de setembro de 97 \ AN T
RIO Temperatura Temperatura pHdaagua Coloragdoda Odordaagua  Horario/
dadagua (°C) doamb. (°C) dgua Estagdo
Atibaia 23 25 7.0 verde algas 10:00/pri
Jaguari 22 25 8.0 marrom normal 15:00/pri
Piracicaba 24 27 8.0 marrom normal 15:00/pri
Capivarl 22 24 8.0 marrom normal 12:00/pri
Sorocaba 23 23 S escura dleo 17:00/pri
Paraiba Sul 21 22 7.0 escura normal 12:00/pri
Tieté 22 22 7,0 preta péssimo 14:00/pri
Pinheiros 22 22 6.5 preta péssimo 9:00/pri
Tamanduatei 22 22 7.0 escura péssimo 11:00/pri
Cubatio 22 24 6,5 escura oleo 15:00/pri
Pedras 23 25 7.0 escura oleo 15:00/pri
Quilombo 23 24 7.0 escura oleo 17:00/pri

TABELA 22 - Condig¢bes dos rios no més de outubro de 97

RIO Temperatura Temperatura pHdaagua Coloragioda Odordadgua Horario/

da agua (°C) do amb. (°C) agua Estagdo
Atibaia 23 25 7.0 verde algas 9:00/pri
Jaguari 23 23 8.0 marrom normal 11:00/pri
Piracicaba 23 25 83 marrom normal 11:00/pri
Capivari 23 24 8,0 marrom normal 12:00/pri
Sorocaba 23 25 7,0 escura oleo 14:00/pri
Paraiba Sul 21 23 6.5 escura normal 16:00/pri
Tieté 21 22 7.0 preta péssimo 17:00/pri
Pinheiros 21 22 6.5 preta péssimo 10:00/pri
Tamanduatei 22 22 7.0 escura péssimo 15:00/pri
Cubatio 22 25 6.5 escura dleo 17:00/pri
Pedras 22 25 7.0 escura dleo 18:00/pri
Quilombo 22 25 7.0 escura dleo 16:00/pri
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TABELA 23 - Condi¢des dos rios no més de novembro de 97

RIO Temperatura Temperatura pHdaagua Coloraggoda Odordaagua  Horério/
daagua (°C) doamb. (°C) 4gua Estagdo
Atibaia 23 25 7.0 verde algas 11:00/pri
Jaguari 22 25 8.1 marrom normal 11:00/pri
Piracicaba 23 26 8.2 marrom normal 13:00/pri
Capivari 22 27 82 marrom normal 13:00/pri
Sorocaba 23 26 7.0 escura oleo 12:00/pri
Paraiba Sul 22 24 7.2 escura normal 13:00/pri
Tieté 21 24 7.0 preta péssimo 14:00/pri
Pinheiros 22 24 7.0 preta péssimo 10:00/pri
Tamanduatei 23 24 7.0 escura péssimo 16:00/pri
Cubatdo 24 26 6.5 escura oleo 17:00/pri
Pedras 23 25 7,5 escura oleo 15:00/pni
Quilombo 23 25 7.0 escura oleo 116:00/pri

TABELA 24 - Condigdes dos rios no més de dezembro de 97

RIO Temperatura Temperatura pHdadgua Coloragdoda Odordadgua  Hordrio/
dadgua(°C) doamb. (°C) dgua Estagdo
Atibaia 24 27 7.0 verde algas 10:00/ver
Jaguari 23 26 7.9 marrom normal 10:00/ver
Piracicaba 24 28 8.2 marrom normal 12:00/ver
Capivarli 22 27 8.2 marrom normal 13:00/ver
Sorocaba 22 26 7.0 escura oleo 10:00/ver
Paraiba Sul 22 24 7.1 escura normal 121:00/ver
Tieté 22 24 7.0 preta péssimo 15:00/ver
Pinheiros 22 25 7.0 preta péssimo 9:00/ver
Tamanduatei 22 25 7.0 escura péssimo 11:00/ver
Cubatio 24 28 6.5 escura oleo 12:00/ver
Pedras 23 27 7.0 escura oleo 14:00/ver
Quilombo 23 27 7.0 escura dleo 15:00/ver
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TABELA 25 - Condigdes dos rios no més de abril de 98

RIO Temperatura Temperatura pHagua Coloragio Odor agua Horario/
agua (°C) amb. (°C) agua Estacédo
Atibaia 22 23 7.0 verde algas 9:00/out
Jaguari 22 24 8,1 marrom normal 13:00/ out
Piracicaba 21 25 8.2 marrom normal 13:00/ out
Capivari 22 22 8.0 marrom normal 10:00/ out
Sorocaba 22 22 7.0 escura 6leo 14:00/ out
Paraiba Sul 21 22 7.2 escura normal 14:00/ out
Tieté 21 22 7.2 preta péssimo 15:00/ out
Pinheiros 21 21 7.0 preta péssimo 16:00/ out
Tamanduatei 21 21 7.2 escura péssimo 10:00/ out
Cubatio 21 23 6.8 escura dleo 10:00/ out
Pedras 22 23 7.2 escura oleo 12:00/ out
Quilombo 22 23 7.1 escura oleo 14:00/ out

TABELA 26 - Condi¢des dos rios no més de maio de 98

RIO Temperatura Temperatura pH agua Coloragdo Odor 4gua Horario/
agua (°C) amb. (°C) agua Estagdo
Atibaia 21 23 6.8 verde algas 10:00/ out
Jaguari 21 22 8.0 marrom normal 12:00/ out
Piracicaba 21 23 8.3 marrom normal 13:00/ out
Capivari 21 22 8.0 marrom normal 10:00/ out
Sorocaba 22 23 7.0 escura dleo 11:00/ out
Paraiba Sul 20 23 6,7 escura normal 15:00/ out
Tieté 20 21 7.0 preta péssimo 13:00/ out
Pinheiros 20 21 7.0 preta péssimo 9:00/ out
Tamanduatei 20 21 7.0 escura péssimo 12:00/ out
Cubatdo 21 23 6.8 escura dleo 15:00/ out
Pedras 21 23 7.0 escura dleo 16:00/ out
Quilombo 21 23 7.0 escura oleo 17:00/ out
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TABELA 27- Condig¢des dos ries no més de junho de 98

RIO Temperatura Temperatura pH agua Coloragio Odor dgua Hordrio/
agua (°C) amb. (°C) agua Estacado
Atibaia 21 22 7.1 verde algas 10:00/ out
Jaguari 21 22 8.0 marrom normal 15:00/ out
Piracicaba 22 23 8.1 marrom normal 13:00/ out
Capivari 21 23 8.0 marrom normal 12:00/ out
Sorocaba 22 22 15 escura oleo 11:00/ out
Paraiba Sul 21 21 7.3 escura normal 13:00/ out
Tieté 20 21 7,0 preta péssimo 12:00/ out
Pinheiros 20 22 7.0 preta péssimo 13:00/ out
Tamanduatei 20 22 7.1 escura péssimo 14:00/ out
Cubatio 22 23 6.8 escura éleo 11:00/ out
Pedras 21 23 7.0 escura oleo 13:00/ out
Quilombo 22 23 7.2 escura oleo 16:00/ out

TABELA 28 - Condig¢des dos rios no més de julho de 98

RIO Temperatura Temperatura pHagua Coloragio Odor agua Horario/
agua (°C) amb. (°C) agua Estagao
Atibaia 20 22 7.0 verde algas 11:00/inv
Jaguari 20 23 8,0 marrom normal 12:00/ inv
Piracicaba 20 22 8.0 marrom normal 12:00/ inv
Capivari 20 22 8.1 marrom normal 14:00/ inv
Sorocaba 19 23 7.0 escura oleo 11:00/ inv
Paraiba Sul 20 22 7,0 escura normal 12:00/ inv
Tieté 20 21 6,7 preta péssimo 14:00/ inv
Pinheiros 19 21 6.8 preta péssimo 10:00/ inv
Tamanduatei 19 22 6.8 escura péssimo 12:00/ inv
Cubatio 22 23 6.8 escura oleo 12:00/ inv
Pedras 21 22 7,0 escura dleo 13:00/ inv
Quilombo 21 22 7.0 escura oleo 15:00/ inv
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4.3. Experimentos de biodegradacao

4.3.1. Avaliacio do crescimento das bactérias em placas contendo HPAs na superficie

As bactérias foram avaliadas quanto a sua capacidade de crescer na superficie das
placas em contato direto com os HPAs. Para tal avaliagdo foram utilizados conceitos de 1
até 5, representando menor e maior crescimentos, respectivamente. Nas TABELAS 29 a 31

é possivel observar os resultados que foram obtidos para cada linhagem estudada.

TABELA 29- Avaliacio do crescimento de bactérias em contato com diferentes HPAs em placas de Petri. Os
conceitos de 1 a 5, representam menor e maior crescimentos, respectivamente. O sinal — representa

auséncia de crescimento.

HPA 1A 1B 2A 2B 3A 3B 4A 4B
Fluoranteno 3 3 4 - - 2 2
B(a)P 3 3 3 4 - - 2 2
Pireno 1 1 2 - - 2 1
B(k)F 1 1 2 - - - 2 2
B(b)F 2 2 4 4 - - 2 2
Indenc 1 2 - 1 - - 1 3
B(e)P 2 2 2 2 = 1 1
Cniseno 3 3 3 3 - - - 3
Dib(ah) 3 3 - 5 - - 3 2
Bla)A 2 2 3 1 - - 2 2

TABELA 30 - Avaliagio do crescimento de bactérias em contato com diferentes HPAs em placas de Petri. Os
conceitos de 1 a 5, representam memor e maior crescimentos, respectivamente. O sinal — representa

auséncia de crescimento.

HPA 5A 6A 6B 6C 7C 7D 7F
Fluoranteno 3 4 3 4 1 1 3
B(a)P 2 2 1 3 2 2 3
Pireno 3 3 3 4 3 3 3
B(k)F 1 3 2 3 - 4 4
B(b)F z 3 2 3 2 4 3
Indeno 1 1 1 1 3 2 2
B(e)P 3 3 1 1 3 B 3
Criseno 3 3 4 4 3 3 4
Dib{ah) 3 3 2 2 4 3 3
B(a)A 3 3 3 3 4 3 3
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TABELA 31 - Avaliaciio do crescimento de bactérias em contato com diferentes HPAs em placas de Petri. Os
conceitos de 1 a 5, representam menor e maior crescimentos, respectivamente. O sinal — representa

auséncia de crescimento.
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Foi possivel notar que a maioria das linhagens apresentou alta resisténcia € um
excelente nivel de crescimento na presenca dos HPAs testados. As Unicas excegdes foram
as linhagens 3A e 3B que ndo cresceram na presenga dos HPAs. As linhagens 2A, 7D, 7F,

8C, 8E, 9C e 9D mostraram as maiores pontuagdes quanto ao crescimento nas placas.

Quando inoculadas em meio LB as linhagens apresentaram crescimento muito
rapido (em menos de 24 horas) e as col6nias puderam ser muito bem visualizadas quanto
ao formato e a coloragio. Ja no meio MM com HPA, o periodo de crescimento das colonias
aumentou para aproximadamente 96 horas. As alteragdes predominantes na maioria das
coloénias foram a mudanca de coloragdo e do formato. Algumas linhagens apresentaram

escurecimento, enquanto outras se tornaram muito transparentes.

Os resultados para as placas controle contendo somente meio MM mais a linhagem
inoculada, mostraram que as linhagens ndo foram capazes de crescer no meio sem fonte de
carbono. Algumas linhagens apresentaram um ligeiro crescimento que parou apds alguns

dias.
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Nas FIGURAS 27 a 38 € possivel observar o aspecto das colonias das linhagens 2A,
2B, 7D, 7F, 8E e 9D, respectivamente, na presenca do hidrocarboneto benzo(b)fluoranteno,
das linhagens 7D, 8C e 8E, respectivamente, na presenga de benzo(k)fluoranteno e das

colonias das linhagens 7D, 9C e 9D quando colocadas em contato com pireno.

Através destes testes foi possivel selecionar as linhagens mais resistentes aos HPAs
e definir quais destes compostos sfo mais toxicos para cada linhagem. A partir destes
resultados foram feitos os testes de biodegradacdo em meio liquido com as linhagens 2B,

6B, 7F e 9D que apresentaram maior capacidade de crescimento em HPAs especificos.

Muitos autores (KIYOHARA et ali, 1982; HEITKAMP & CERNIGLIA, 1988;
HEITKAMP et ali, 1988) utilizam os testes com spray de HPAs em placas, com o objetivo
de isolamento e pré-selegdo das linhagens, capazes de crescer na presenca desses

compostos toxicos.

Neste trabalho o teste também mostrou ser eliminatorio para algumas linhagens (3A

e 3B) e classificatorio para as demais.
Devido a maior resisténcia das bactérias aos compostos fluoranteno,

benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno, estes foram selecionados para

os estudos posteriores de biodegradagdo em meio liquido.
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FIGURA 27 - Aspecto das colénias da linhagem 2A quando inoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 28 - Aspecto das colénias da linhagem 2B quando inoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apos 96 horas de crescimento a 25°C.

93

CINVINDETD OV

Yo .L j\\

dINVIINN

AWVYNINN



FIGURA 29 - Aspecto das colonias da linhagem 7D quando inmoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apas 96 horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 30 - Aspecto das colénias da linhagem 7F quando inoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 31 - Aspecto das colénias da linhagem 8E quando inoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apds 96 horas de crescimento a 25°C.

FIGURA 32 - Aspecto das colonias da linhagem 9D quando inoculadas em contato com
benzo(b)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 33 - Aspecto das colonias da linhagem 7D quando
benzo(k)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 34 - Aspecto das colonias da linhagem 8C quando
benzo(k)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C,
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FIGURA 35 - Aspecto das colonias da linhagem 8E quando inoculadas em contato com
benzo(k)fluoranteno, apés 96 horas de crescimento a 25°C.

ey

FIGURA 36 - Aspecto das coldnias da linhagem 7D quando inoculadas em contato com pireno, apés 96

horas de crescimento a 25°C.
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FIGURA 37 - Aspecto das colénias da linhagem 9C quando inoculadas em contato com pireno, apos 96

horas de crescimento a 25°C.

FIGURA 38 - Aspecto das colonias da linhagem 9D quando inoculadas em contato com pireno, apds 96

horas de crescimento a 25°C.
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4.3.2. Utilizacao dos diferentes agentes surfactantes Lt & KCTT I

A biodegradacdo dos HPAs é frequentemente limitada pela sua baixa solubilidade
em agua, pois sendo compostos hidrofobicos as suas taxas de dissolu¢do sdo muito baixas
(BOLDRIN et alli, 1993; STUCKI & ALEXANDER, 1987 ¢ THOMAS et alli, 1986).

Muitos estudos ja foram desenvolvidos com o objetivo de determinar a relago entre
as taxas de biodegradagdo e as taxas de transferéncia de massa dos HPAs para a fase aquosa.
Dentre as solugbes propostas, existem aquelas que sugerem que um aumento na tranferéncia
de massa pode ser alcangado com o uso de particulas pequenas, que irio aumentar a area
superficial de contato, resultando em uma maior taxa de dissolu¢do (VOLKERING et alli,
1992).

Outros estudos sugerem a adigdo de surfactantes que atuam entre as fases imisciveis,
pois possuem uma fragdo hidrofébica e uma hidrofilica, podendo aumentar a concentragdo
dos compostos hidrofobicos na fase aquosa através de sua solubilizagdo ou emulsificagdo. A
solubilizacdo dos HPAs e outros poluentes hidrofobicos através de surfactantes ndo i6nicos
tem sido questionada, mas muitos estudos correlacionam o potencial dos surfactantes em
aumentar a concentra¢do dos compostos hidrofobicos na fase aquosa, com a aceleragdo da

degradacdo dos hidrocarbonetos (EDWARDS ef alli, 1991 e KILE & CHIOU, 1989).

Tentativas de aumentar as taxas de degradag@o dos substratos ndo polares com o uso
de surfactantes tém apresentado resultados contraditorios; assim como a utilizacdo de
surfactantes em sistemas agua-solo complexos também ja foi estudada, mas seus efeitos
ainda ndo sdo bem entendidos (BURY & MILLER, 1993 ¢ LAHA & LUTHY, 1991).

Para a determinagdo de adicdo de um surfactante ideal para os experimentos de
biodegradagdo deste trabalho, foram analisados os efeitos de trés compostos, sulfoxido de
dimetila (DMSO), dodecilsulfato de soédio (SDS) e Tween 80, quanto a sua capacidade de
potencializar a solubilidade dos HPAs e quanto a sua toxicidade para as células

bacterianas.
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Os resultados referentes a presenga de HPAs no meio de cultivo mostraram que o
DMSO € um bom agente solubilizador dos quatro HPAs testados, (FIGURA 39). Com o
aumento de concentra¢do de DMSO no meio de cultivo, aconteceu um aumento da

presenca de HPAs solubilizados no meio.

Também foi possivel verificar que o SDS € um excelente agente surfactante para
os HPAs (FIGURA 40), mas como pode ser visto nas FIGURAS 42 até 44, o SDS

apresenta um efeito toxico para as células bacterianas.

Ja o Tween 80, apresentou taxas de dissolu¢do dos HPAs moderadas (FIGURA 41)

e também provocou um efeito de redugdo de UFC/mL nos meios de cultivo testados.
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FIGURA 39 — Solubilizacio dos HPAs no meio de cultivo usando diferentes concentragdes de DMSO.
FLU - fluoranteno; BBF - benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.
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FIGURA 40 — Solubilizacio dos HPAs no meio de cultivo usando diferentes concentracdes de SDS.
FLU - fluoranteno; BBF - benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.
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FIGURA 41 — Solubilizacio dos HPAs no meio de cultivo usando diferentes concentracdes de Tween
80. FLU - fluoranteno; BBF - benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.
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FIGURA 42 — Efeito de diferentes sufactantes (0,2%, v/v) no crescimento celular. DMSO — dimetil
sulféxido; SDS — dodecil sulfato de sédio
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FIGURA 43 — Efeito de diferentes sufactantes (0,4%, v/v) no crescimento celular.DMSO — dimetil
sulfoxido; SDS — dodecil sulfato de sédio
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FIGURA 44 — Efeito de diferentes sufactantes (0,6%, v/v) no crescimento celular DMSO — dimetil
sulféxido; SDS — dodecil sulfato de sodio

Devido as caracteristicas de solubilizagdo dos HPAs no meio de cultivo ¢ por ter
demonstrado um baixo potencial como agente inibidor do crescimento celular em relagdo
aos outros surfactantes testados, o DMSO na concentragio de 0,2% (vol/vol) foi

selecionado como agente surfactante para ser utilizado nos experimentos de biodegradagao

em meio liquido deste trabalho.
4.3.3. Extracio de HPAs do meio de cultivo

Ap6s o periodo de incubagdo dos testes de biodegradacio, foi feita a extragéo dos
HPAs restantes no meio de cultivo, para sua posterior quantificacdo por CLAE. Como nos
experimentos iniciais houve uma certa irregularidade nos resultados obtidos, foram feitos
testes de extragdo com trés solventes, acetato de etila, acetonitrila e diclorometano,

normalmente utilizados neste tipo de extragdo (GRIFOLL et alli, 1995).

Foi possivel verificar que a extragdo feita com acetonitrila resultou em menores

valores de recuperagio dos quatro HPAs presentes no meio de cultivo (FIGURA 45), tendo
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a recuperacdo do BKF ficado abaixo de 75%. Ja o diclorometano apresentou valores acima
de 80% para a recuperagio de todos os HPAs presentes no meio de cultivo. A extragdo
realizada com acetato de etila proporcionou os melhores valores de recuperacido dos HPAs,

sendo que o valor minimo de recuperagdo ficou em torno de 86% para o BKF.
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FIGURA 45 — Aciio dos solventes, acetato de etila, acetonitrila e diclorometano, na extracio de
fluoranteno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno presentes no meio de cultivo.

FLU - fluoranteno; BBF - benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP -
benzo(a)pireno.

Com base nesses resultados o acetato de etila foi utilizado para todas as

extragdes realizadas nos experimentos de biodegradac@o.

4.3.4. Avaliacio da biodegradacio dos HPAs em meio liquido

Na TABELA 32, a seguir, ¢ possivel observar qual foi a porcentagem de HPAs
restantes no meio de cultivo, apos 40 dias de incubago das linhagens de bactérias na forma

de culturas puras e mistas na presenga de HPAs como tnica fonte de carbono.
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TABELA 32 - Porcentagens de HPAs presentes no meio de cultivo ap6s periodo de 40 dias de
incubacio a 25°C e 200 rpm, com diferentes culturas de bactérias nativas isoladas de sitios ambientais

contaminados com HPAs.

EXP BACTERIAS PORCENTAGEM DE HPAS RESTANTES NO MEIO

MEIO DE CULTIVO

1 2B 2,76 FLU

2 2B 5.67 BbF

3 2B 8.54 BKF

4 2B 6.62 BaP

5 6B 3.85FLU

6 6B 2.24 BbF

7 6B 23,45 BkF

8 6B 27.46 BaP

9 7F 1.81 FLU

10 TF 8.85 BbF

11 7F 0,78 BKF

12 TF 0,32 BaP

13 9D 0.49 FLU

14 9D 2,94 BbF

15 9D 5.81 BKF

16 9D 8.4 BaP

17 MISTA 1 0,29 HPAs (1.4 FLU, 0.25 BbF, 1,17 BKF ¢ 0.13 BaP)
18 MISTA 1 1.24 HPAs (2.11 BbF e 1.2 BaP)

19 MISTA 2 4,5 HPAs (0,28 FLU, 0.23 BbF, 9,87 BkF ¢ 11,86 BaP)
20 MISTA 2 3,13 HPAs (1,5 BbF e 0,59 BaP)
21 2B 2.49 HPAs (0,32 FLU, 0,34 BbF, 10,2 BKF e 0,4 BaP)
22 6B 4,41 HPAs (0,15 FLU, 0,18 BbF, 2,39 BKF ¢ 15 BaP)
23 7E 5.95 HPAs (0,10 FLU, 9,9 BbF, 14,6 BKF ¢ 0,13 BaP)
24 9D 1,42 HPAs (0,2 FLU. 4.1 BbF, 17,7 BkF ¢ 0.21 BaP)

Nas FIGURAS 46 e 47 sio mostrados os cromatogramas obtidos por CLAE para
quantificacdo da presenca de fluoranteno nos EXP 1 e EXP 24, respectivamente,
exemplificando como foram obtidas as porcentagens de reducdo dos HPAs no meio de

cultivo.
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FIGURA 46 — Cromatogramas obtidos por CLAE utilizados para a quantificacdo do fluoranteno no

meio de cultivo com a bactéria 2B, EXP 1.
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FIGURA 47 — Cromatogramas obtidos por CLAE utilizados para a quantificacdo de fluoranteno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno no meio de cultivo com a bactéria 9D,
EXP 24.
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4.3.4.1. Capacidade de biodegrada¢io de HPAs pela bactéria 2B

A bactéria 2B, classificada como pertencente ao género Moraxella sp (TABELA
16), apresentou diferentes taxas de biodegradagdo dos HPAs analisados. Como pode ser
visualizado nas FIGURAS 48 a 52, e também de acordo com os resultados sumarizados na
TABELA 32, a ordem de aproveitamento dos HPAs como subtratos pela bactéria 2B foi o
seguinte: MIX 1>FLU>BbF>BaP>BkF. O aproveitamento dos HPAs pela bactéria 2B,
quando fornecidos na forma de mistura, foi praticamente igual para FLU, BbF e BaP, sendo
o BkF menos degradado em relagdo aos outros. Pode-se inicialmente concluir que a
presenca de HPAs em mistura favoreceu a biodegradagdo do FLU, BbF e BaP, ao passo

que ocorreu uma inibigdo da degradacdo do BkF.
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FIGURA 48 — Curvas de crescimento da bactéria 2B e consumo de fluoranteno.
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FIGURA 49 — Curvas de crescimento da bactéria 2B e consumo de b(b)fluoranteno.
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FIGURA 50 — Curvas de crescimento da bactéria 2B e consumo de b(k)fluoranteno.
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FIGURA 51— Curvas de crescimento da bactéria 2B e consumo de b(a)pireno.
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FIGURA 52 — Curvas de crescimento da bactéria 2B e consumo de mistura de HPAs.
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4.3.4.2. Capacidade de biodegradacio de HPAs pela bactéria 6B

A bactéria 6B, classificada como pertencente ao género Pseudomonas sp (TABELA
16), apresentou paras os HPAs FLU e BbF uma excelente capacidade de degradagédo, como
pode ser visualizado nas FIGURAS 53 e 54, jd4 para o BkF ¢ o BaP apresentou uma
capacidade reduzida de degradagdio, em relagdo aos outros HPAs e em relagdo aos
resultados apresentados pelas outras linhagens de bactérias. Nas FIGURAS 55 e 56 ¢
possivel observar como foi o consumo dos substratos BKF e BaP, respectivamente. Quando
colocada na presen¢a da mistura de HPAs (MIX 1), a capacidade de aproveitamento de
FLU e BbF pela bactéria 6B aumentou, tendo sido praticamente todos consumidos do meio.
O consumo de BKF e BaP também foi maior, fator este que leva a concluir que na presen¢a
de misturas dos HPAs testados, ocorre o efeito de augumentagdo, mostrando que também a

bactéria 6B ¢é capaz de crescer e se alimentar utilizando as misturas de HPAs.
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FIGURA 53— Curvas de crescimento da bactéria 6B e consumo de fluoranteno.
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FIGURA 54— Curvas de crescimento da bactéria 6B e consumo de b(b)fluoranteno.
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FIGURA 55— Curvas de crescimento da bactéria 6B e consumo de b(k)fluoranteno.
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FIGURA 56— Curvas de crescimento da bactéria 6B e consumo de b(a)pireno.
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FIGURA 57— Curvas de crescimento da bactéria 6B e consumo de mistura de HPAs.
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4.3.4.3. Capacidade de biodegradacio de HPAs pela bactéria 7F

A bactéria 7F, assim como a bactéria 2B, também foi classificada como pertencente
ao género Moraxella sp, apesar de serem provenientes de locais diferentes (TABELA 16).
A ordem de degradagdo observada nos testes feitos com a bactéria 7F, mostrou que ela ¢
capaz de consumir preferencialmente BaP>BkF>FLU>MIX 1>BbF, como pode ser visto
nos FIGURAS 58 a 62. Na presenga da mistura de HPAs (MIX 1) foi possivel observar que
o consumo de BaP e FLU foi elevado, tendo esses compostos sido praticamente eliminados
do meio de cultivo. Pode-se dizer que a concentragdo do BbF permaneceu constante, ndo
havendo efeitos positivos ou negativos na sua degradag¢do devido a presenca da mistura de
HPAs. Pode-se dizer que ocorreu uma inibigdo da degradagdo do BKF, pois quando
consumido isoladamente apresentou uma boa degradabilidade, sendo que na presenga de

outros HPAs esta diminuiu.
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FIGURA 58— Curvas de crescimento da bactéria 7F e consumo de fluoranteno.
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FIGURA 59— Curvas de crescimento da bactéria 7F e consumo de b(b)fluoranteno.
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FIGURA 60 — Curvas de crescimento da bactéria 7F e consumo de b(k)fluoranteno.
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FIGURA 61— Curvas de crescimento da bactéria 7F e consumo de b(a)pireno.
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FIGURA 62— Curvas de crescimento da bactéria 7F e consumo de mistura de HPAs.
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4.3.4.4. Capacidade de biodegradacao de HPAs pela bactéria 9D

A bactéria 9D foi classificada como pertencente ao género Acinetobacter sp.
(TABELA 16). O consumo de HPAs realizado por esta bactéria caracterizou-se por seguir a
ordem: FLU>MIX 1>BbF>BkF>BaP, como pode ser visualizado nas FIGURAS 63 a 67, ¢
também na TABELA 32. Quando na presenga da mistura de HPAs (MIX 1), a bactéria
conseguiu realizar uma excelente degradagio do BaP, sugerindo que a presenga dos outros
compostos favoreceu a sua degradagdo. Ja o BKF, que foi consumido em grande
porcentagem quando presente isoladamente no meio de cultivo, apresentou uma redugéo de

consumo no final, quando na presenga da mistura de HPAs, mostrando um efeito de

inibi¢do causado pela presenga dos outros compostos.
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FIGURA 63— Curvas de crescimento da bactéria 9D e consumo de fluoranteno.
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FIGURA 64— Curvas de crescimento da bactéria 9D e consumo de b(b)fluoranteno.
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FIGURA 65— Curvas de crescimento da bactéria 9D e consumo de b(k)fluoranteno.
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FIGURA 66— Curvas de crescimento da bactéria 9D e consumo de b(a)pireno.
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FIGURA 67— Curvas de crescimento da bactéria 9D e consumo de mistura de HPAs.
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4.3.4.5. Capacidade de biodegradacio de HPAs por cultivos mistos de bactérias

No CULTIVO MISTO 1 estavam presentes (com a mesma propor¢do de massa
celular) as bactérias 2B, 6B, 7F ¢ 9D, que foram inoculadas em duas misturas diferentes de
HPAs: a mistura denominada MIX 1, contendo FLU, BbF, BKF e BaP ¢ a mistura
denominada MIX 2 contendo BbF e BaP. A partir desses inoculos, foi possivel observar
que na presenca dos HPAs do MIX 1, a biodegradagéo total dos compostos foi a maior em
comparagdo com todos os experimentos de misturas de HPAs realizados, como pode ser
observado na FIGURA 68 e¢ na TABELA 32. Ja na presenga dos HPAs BbF ¢ BaP, a
biodegradacdio total foi um pouco menor, FIGURA 69, mas também atingiu niveis muito
elevados em comparagdo com os experimentos feitos com culturas isoladas na presenga de
misturas de HPAs. Foi possivel concluir que quando na forma de cultivo misto, as bactérias
selecionadas possuem uma maior capacidade de biodegradagdo dos compostos HPAs,
sugerindo a presenga de sistemas enziméticos multifuncionais diferentes e também a

possibilidade de utilizagdo de metabolitos como substratos.
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FIGURA 68— Curvas de crescimento da cultura mista de bactérias (2B, 6B, 7F e 9D) e consumo da
mistura de HPAS.
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FIGURA 69— Curvas de crescimento da cultura mista de bactérias (2B, 6B, 7F e 9D) e consumo da
mistura de HPAS.

Ja4 0 CULTIVO MISTO 2 foi preparado contendo a mesma propor¢do de massa
celular das bactérias 6B e 7F. Foi possivel verificar que na presenga da mistura contendo os
quatro HPAs (FIGURA 70) houve uma excelente degradagéo do FLU e o BbF, sugerindo
uma atuac¢do em conjunto dos sitemas enzimaticos dessas duas bactérias. A degradag@o dos
compostos Bkf e BaP foi menor, podendo estar relacionada com o fato da bactéria 6B, que
realizou uma baixa degradagdo desses compostos (EXP 7 e 8), ter afetado de alguma forma
a capacidade degradativa da bactéria 7F em relagdo a esses compostos, por exemplo, a
eliminagio de metabolitos toxicos. Analisando a atuacdo das bactérias 6B ¢ 7F em conjunto
na presenca de BbF e BaP (FIGURA 71), ¢ possivel verificar que a degradagdo desses
compostos foi muito satisfatoria e pode-se sugerir que o BKF seja nocivo, de alguma

forma, para o desenvolvimento dessas bactérias em conjunto.
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FIGURA 70— Curvas de crescimento da cultura mista de bactérias (2B e 6B) e consumo da mistura de
HPAS.
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FIGURA 71— Curvas de crescimento da cultura mista de bactérias (2B e 6B) ¢ Consumo da mistura

de HPAS.
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4.4. Estudo dos metabdlitos da biodegradacio Doy
y CULANT-
4.4.1. Analises por CG-EM dos metabdlitos produzidos durante os experimentos de

biodegradacio

Os compostos obtidos durante e ao final do periodo de incubag¢do foram andlisados
por CG-EM. Os cromatogramas obtidos para os extratos dos EXP 17 (cultivo misto) e 24
(cultivo com a bactéria 9D), respectivamente, podem ser visualizados nas FIGURAS 71 até

75, a seguir.

Os espectros de massa obtidos para os picos marcados nos cromatogramas, sugerem
a presen¢a dos compostos descritos na TABELA 33, FIGURAS 76 a 88.

TABELA 33 - Compostos neutros e acidos obtidos pelo processo de biodegradacio de misturas de
HPAs pelas bactérias Moraxella sp, Pseudomonas sp e Acinetobacter sp, na forma de culturas mistas

(EXP 17) e pela bactéria Acinetobacter sp como cultura pura (EXP 24).

EXP COMPOSTOS NEUTROS COMPOSTOS ACIDOS

17 7-0x0-7.8.9.10-tetra-hidrobenzo(a)pireno 4cido benzoico (acido protocatechuico)
1-0x0-1.2.3.3a-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno 4.5-di-hidrodiol-benzo(a)pireno
9-0x0-9.10,11.12-tetra-hidrobenzo({b)fluoranteno  trans-7.8-di-hidro-7,8-di-hidroxibenzo(a)pireno
trans-11,12-di-hidro-11,12-di-
hidroxibenzo(b)fluoranteno
trans-9,10-di-hidro-9.10-di-idroxibenzo(b)fluoranteno
trans-1,2-di-hidro-1.2-di-hidroxibenzo(b)fluoranteno

24 7-0x0-7.8.9,10-tetra-hidrobenzo(a)pireno 4cido benzoico (4cido protocatechuico)
9-0x0-9,10,11,12-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno  4,5-di-hidrodiol-benzo(a)pireno
12-0%0-9.10.11,12-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno trans-7.8-di-hidro-7,8-di-hidroxibenzo(a)pireno
8-0x0-8,9,10.11-tetra-hidrobenzo(k)fluoranteno  3-hidroxibenzo(a)pireno

trans-8,9-di-hidro-8.9-di-hidroxibenzo(k)fluoranteno
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FIGURA 72 — Cromatograma obtido por CG dos metabélitos neutros produzides pela degradacio da
mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17). Picos 1, 2 e 3 correspondem aos
compostos das FIGURAS 78, 76 e 77, respectivamente.
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FIGURA 73 — Cromatograma obtido por CG dos metabélitos acidos produzides pela degradacio da
mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17). Picos 1, 2, 3, 4, 5e6
correspondem aos compostos das FIGURAS 81, 86, 87, 88, 85 e 84, respectivamente.
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FIGURA 74 — Cromatograma obtido por CG dos metabélitos acidos produzidos pela degradacao da
mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Os picos 1, 2, 3, 4 e 5
correspondem aos compostos das FIGURAS 81, 83, 82, 85 e 84, respectivamente.
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FIGURA 75 — Cromatograma obtido por CG dos metabdélitos neutros produzidos pela degradagao da
mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Os picos 1,2, 3 e 4 correspondem
aos compostos das FIGURAS 76, 79, 80 e 77, respectivamente.
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FIGURA 76 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos neutros produzidos pela
degradacio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17) e pelo cultivo com
a bactéria 9D (EXP 24). Composto provavel: 9-0x0-9,10,11,12-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno.
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FIGURA 77 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos neutros produzidos pela
degradacio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17) e pelo cultivo com
a bactéria 9D (EXP 24). Composto provével: 7-0x0-7,8,9,10-tetra-hidrobenzo(a)pireno.
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FIGURA 78 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos neutros produzidos pela
degrada¢io da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cuitivo misto de bactérias (EXP 17). Composto
provavel: 1-0x0-1,2,3,3a-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno.
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FIGURA 79 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos neutros produzidos pela
degradagio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Composto
provavel: 12-0x0-9,10,11,12-tetra-hidrobenzo(b)fluoranteno.
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FIGURA 80 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos neutros produzidos pela
degradagio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Composto
provavel: 8-0x0-8,9,10,1 1-tetra-hidrobenzo(k)fluorantenc.
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FIGURA 81 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabolitos acidos produzidos pela
degradagio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17) e pelo cultivo com
a bactéria 9D (EXP 24). Composto provavel: acido benzdico (acido protocatechuico).
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FIGURA 82 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos acidos produzidos pela
degradacio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Composto

provavel: 3-hidroxibenzo(a)pireno.
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FIGURA 83 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabdlitos acidos produzidos pela

degradaciio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo com a bactéria 9D (EXP 24). Composto
provavel: trans-8,9-di-hidro-8,9-di-hidroxibenzo(k)fluoranteno.
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FIGURA 84 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabdlitos acidos produzides pela
degradagio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17) e pelo cultivo com
a bactéria 9D (EXP 24). Composto provivel: trans-7,8-di-hidro-7,8-di- hidroxibenzo(a)pireno.
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FIGURA 85 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos acidos produzides pela
degradacgio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17) e pelo cultivo com
a bactéria 9D (EXP 24). Composto provivel: 4,5-di-hidrodiol-benzo(a)pireno.
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FIGURA 86 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos acidos produzidos pela
degradacdo da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17). Compaosto
provivel: trans-1,2-di-hidro-1,2-di-hidroxibenzo(b)fluoranteno.
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FIGURA 87 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metabélitos acidos produzidos pela
degradacio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17). Composto
provavel: trans-11,12-di-hidro-11,12-di-hidroxibenzo(b)fluoranteno.
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FIGURA 88 — Espectro de massas obtido por CG-EM dos metaboélitos acidos produzidos pela
degradacio da mistura de HPAs (MIX 1) pelo cultivo misto de bactérias (EXP 17). Composto
provavel: trans-9,1 0-di-hidro-9,10-di-hidroxibenzo(b)fluoranteno.

Os metabélitos encontrados fazem parte das reagdes iniciais de degradacdo dos
HPAs. No caso do EXP 17, a presenca dos derivados da degradagdo do fluoranteno foi
predominante, seguida de alguns derivados de degradagdo do benzo(a)pireno. Ja os
metabolitos do EXP 24, na presenga da mistura dos HPAs fluoranteno.
benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno e benzo(a)pireno, mostraram ser produtos da

degradagdo do benzo(k)fluoranteno.
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4.5. Caracteristicas da regido do rio Jaguari

O rio Jaguari faz parte da Bacia do Rio Piracicaba, que cobre uma area de drenagem
de 11.151 km’. Além desses dois rios principais, fazem parte da bacia, os rios Corumbatai

e Atibaia.

Esta bacia se caracteriza por possuir 57% de sua area cobertos por pastagens (40%
cultivadas) para rebanho de corte e leite; agricultura, principalmente cana-de-agtcar e café,
seguidos da fruticultura (citrus) e milho, sendo o restante ocupado por édreas urbanas

densamente ocupadas, abrigando um importante parque fabril do Estado.

As aguas da Bacia do Rio Piracicaba fornecem o abastecimento publico de 42
municipios, sendo que 33 deles utilizam-se de 4guas superficiais, 4 de manaciais ¢ 3 de
sistema misto. Esta bacia também ¢é receptora do efluente doméstico gerado por 40
municipios, sendo que apenas 13 municipios possuem algum sistema de tratamento de
esgotos. As dguas da Bacia do Rio Piracicaba também sdo utilizadas para abastecimento
das industrias, para a recepgdo de cerca de 194 efluentes industriais e finalmente para a

irrigacdo de plantagdes.

Dentre as principais atividades industriais pode-se citar papel e celulose,
alimenticia, ramo sucro-alcooleiro, téxtil, curtumes, metalurgicas, quimicas e refinaria de

petroleo (Paulinia).

O rio Jaguari, monitorado em dois pontos de seu percurso, na maioria das amostras
coletadas pela CETESB no ano de 1994, apresentou concentragdes de Coliféormes Fecais e
Totais, Fosfato Total, Manganés e Fendis acima dos padrdes estabelecidos para a Classe 2
(CONAMA 20/86). Um dos pontos de coleta apresentou algumas amostras com
concentracbes de Nitrogénio Amoniacal e DBO (5,20) acima dos padrbes. O Indice de
Toxicidade, obtido para as amostras coletadas nos pontos de amostragem, em quase todos

os resultados apresentou valor zero, significando que um ou mais elementos toxicos
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A FIGURA 89 mostra que a variagdo de temperatura da agua da lagoa de
tratamento da REPLAN ficou entre os limites de 19 a 27°C, sendo essa variagdo de
temperatura esperada. O pH das amostras teve oscilagdes em torno do pH 7,0, sendo que

essas variagdes por menor que sejam, possuem a capacidade de afetar diretamente o

crescimento bacteriano.
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FIGURA 89 — Alteracdes de temperatura e pH do ponto de coleta de amostras na lagoa de tratamento
da REPLAN em Paulinia, durante os meses de julho/97 até junho/99.

A degradagio de HPAs pode ocorrer em uma ampla gama de temperaturas
ambientais. BAUER & CAPONE (1985) encontraram um aumento significante (mais de
quatro vezes) nas taxas de degrada¢do do naftaleno, fenantreno e antraceno quando a
temperatura de incubagdo de sedimentos presentes em lodo aumentou de 10 para 30°C.
HAINES & ATLAS (1982) atribuiram as lentas taxas de desaparecimento da fracdo de
HPAs do petroleo em sedimentos do mar Artico as baixas temperaturas (-1,8 a 4°C).
Estudos sasonais também reportam um papel significante para a temperatura. LEE &
RYAN (1976) verificaram taxas de 10 a 15 vezes maiores para a mineraliza¢do do

naftaleno em um rio, quando a temperatura aumentou.
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4.5.2. Presen¢a de HPAs nas amostras de dgua da lagoa

A presenga de HPAs nas amostras obtidas no ponto de coleta foi relacionada com a
estagdo do ano, e os dados obtidos podem ser visualizados nas FIGURAS 90 até 92, a

seguir.
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FIGURA 90 — Concentracio de HPAs presentes nas amostras de dgua da lagoa de tratamento da
REPLAN em Paulinia, durante os meses de julho/97 a dezembro/97. FLU - fluoranteno; BBF -
benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.
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FIGURA 91 — Concentracio de HPAs presentes nas amostras de igua da lagoa de tratamento da
REPLAN em Paulinia, durante os meses de abril/98 a dezembro/98. FLU - fluoranteno; BBF -
benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.

135



7]
E 0.8 +— i
I
— 0'6 -
8 2 mFLU
£o O . |mBbF
g = 021 . |OBKF
2 - b
0 ’ OoBaP
(&)
N
& & FFE & |mTotal HPAs

MESES de 1999

FIGURA 92 — Concentracio de HPAs presentes nas amostras de dgua da lagoa de tratamento da
REPLAN em Paulinia, durante os meses de jameiro/99 a junho/99. FLU - fluoranteno; BBF -
benzo(b)fluoranteno; BKF - benzo(k)fluoranteno; BAP — benzo(a)pireno.

Os dados obtidos mostram que nos meses de abril até setembro ocorreu um aumento
na concentragdo de HPAs totais nas amostras de agua da lagoa de tratamento da REPLAN, o
que provavelmente ocorreu devido ao periodo de outono/inverno, onde a estiagem na regiéo
¢ maior, devido a queimada de cana-de-agtcar, processo através do qual ocorre combustdo
incompleta de compostos organicos, havendo liberagdo de HPAs que irdo se depositar no

meio ambiente e devido & variagdes nos processos da refinaria de petréleo.

4.5.3. Avaliacio da microflora bacteriana na agua da lagoa

A variagdo encontrada na contagem de bactérias heterotroficas totais (BHT) e de
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos (BDH), durante o periodo deste trabalho,
mostrou que quando a concentragdo de HPAs presentes nas amostras de agua da lagoa
aumentou, ocorreu um aumento de BDH, sendo que o nimero de BHT permaneceu

praticamente constante, como pode ser visto nas FIGURAS 93 até 95.
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FIGURA 93 — Populagiio de bactérias heterotroficas totais e degradadoras de HPAs presentes nas
amostras de dgua da lagoa de tratamento da REPLAN em Paulinia, durante os meses de julho/97 a
dez/97. BHT — bactérias heterotréficas totais; BDH — bactérias degradadoras de hidrocarbonetos.
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FIGURA 94 — Populagio de bactérias heterotroficas totais e degradadoras de HPAs presentes nas
amostras de dgua da lagoa de tratamento da REPLAN em Paulinia, durante os meses de abril/98 a
dezembro/98. BHT — bactérias heterotréficas totais; BDH — bactérias degradadoras de

hidrocarbonetos.
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FIGURA 95 — Populaciio de bactérias heterotréficas totais e degradadoras deHPAs presentes nas
amostras de dgua da lagoa de tratamento da REPLAN em Paulinia, durante os meses de janeiro/99 a
junho/99. BHT — bactérias heterotroficas totais; BDH — bactérias degradadoras de hidrocarbonetos.

O aumento na populagio de BDH sugere que acontece um aumento natural da
biorremediagdo na lagoa quando a concentragdo de HPAs é maior. Como a populagéo de
BHT permanece praticamente constante, pode-se supor que ocorre uma diminui¢do da

populacio de bactérias heterotroficas ndo resistentes as concentragdes mais elevadas de

HPAs.

4.6. Biodegradacio em microambiente

Como ¢ possivel observar na FIGURA 96, ocorreu um decréscimo na concentragao
de HPAs em todas as amostras dos cinco microambientes que foram estudados, o que foi

devido a efeitos de volatilizacio, fotodegradagdo e a biodegradag@o.
O MALI, onde foram preservadas as caracteristicas originais da amostra, mostrou

um pequeno decréscimo da concentragdo de HPAs total, sendo possivel verificar que nos

outros microambientes, a queda na concentragdo dos HPAs totais foi maior.
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Os testes MA4 e MA3 apresentaram as maiores redugdes na concentragdo dos
HPAS e também as maiores populagdes de bactérias degradadoras de HPAs (BDH), como
¢ mostrado na FIGURA 98. A populagdo de bactérias heterotroficas totais (BHT)

permanceceu dentro de uma faixa pequena de alteragdes como € mostrado na FIGURA 97.

Foi possivel notar diferenga na populagdo de BHT e BDH, quando se comparou os
microambientes onde ndo foram adicionados nutrientes (MA1 e MA2) em relagdo ao

microambientes onde foi feita a adi¢do de nutrientes (MA3, MA4 e MAS).
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FIGURA 96 — Alteracdes na concentragio dos HPAs presentes nas amostras de 4gua em contato com
sedimento, coletadas na lagoa de tratamento da REPLAN. As amostras foram  submetidas ao

tratamento de biorremediaciio em microambiente no laboratério. MA — microambiente.
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FIGURA 97 — Alteracdes na populagio de bactérias heterotroficas totais presentes nas amostras de
dgua em contato com sedimento, coletadas na lagoa de tratamento da REPLAN. As amostras foram

submetidas ao tratamento de biorremediaciio em microambiente no laboratério. MA — microambiente.
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FIGURA 98 — Alteracdes na populagio de bactérias degradadorasde HPAs presentes nas amostras de
dgua em contato com sedimento, coletadas na lagoa de tratamento da REPLAN. As amostras foram

submetidas ao tratamento debiorremedia¢iio em microambiente no laboratério. MA — microambiente.
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Existe uma certa discussdo sobre os efeitos dos nutrientes, em particular nitrogénio
e fosforo, nas taxas de degradagdo de HPAs de petroleo no ambiente. Como foi mostrado
por ATLAS (1981) em uma revisdo sobre degrada¢do microbiana de hidrocarbonetos na
natureza, hidrocarbonetos em elevadas concentragdes, tiveram uma degradagdo limitada
devido a limitagio de nutrientes, enquanto a degradacdo dos hidrocarbonetos menos
concentrados foi provavelmente ndo limitada pela auséncia dos nutrientes 0 que parece ser

o caso para os HPAs.

Parece que o efeito da limitagdo de nutrientes deve variar de um local para o outro,
e de um HPA para outro, dentro de um mesmo ambiente. Por exemplo, ROUBAL &
ATLAS (1978), encontraram que a adigdo de N e P estimulou a degradagdo do naftaleno,
mas néo do benzo(a)antraceno. FEDORAK & WESTLAKE (1981) também reportaram um
estimulo na degradagdo do naftaleno na 4gua do mar enriquecida com nutrientes. Por outro
lado, para sedimentos estuarinos, a adi¢do de N, P ou glucose teve um efeito estimulante
minimo na degradagfio do naftaleno, fenantreno, antraceno € benzo(a)pireno (BAUER &
CAPONI, 1985 ¢ SHIARIS, 1989).

A biodegradagio dos HPAs ¢ altamente variavel e dependente ndo somente da
estrutura dos HPAs, mas também dos pardmetros fisico-quimicos dos sitios de
descontaminagfo, assim como do nimero de microrganismos presentes. A biodegradagao

também pode decrescer com o tempo, se 0s nutrientes tornam-se severamente limitados.

A degradacio dos HPAs, assim como a sua distribuigdo, esta sob o controle de
complexos fatores biologicos e ambientais (ATLAS ,1981). O papel de algumas variaveis,
como oxigénio dissolvido e temperatura, por exemplo, ¢ melhor entendido do que outras,
como a atividade infaunal ou a presenga de protozoarios. Ainda existe um longo caminho a
ser percorrido até a incorporagdo desses fatores na previsao de um modelo de degradagao

dos HPAs.
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Os testes de degradagdo em microambiente tém sido realizados para tentar
estabelecer relagdo entre os estudos de biodegradagio de HPAs em laboratério e a posterior

aplicagdo da biorremediagdo de sitios ambientais reais, contaminados com HPAs.

Os estudos apresentados acima foram experimentos realizados no ambiente
controlado do laboratério. Existem muitos estudos realizados em ambientes reais ou em
testes piloto, e a interpretag@o dos efeitos potenciais de biodisponibilidade e biodegradagio
a0 mais complexos devido ao mimero de contaminantes presentes, diferencas nos sistemas
experimentais, forma de apresentacdo dos resultados obtidos e fatores ambientais como

temperatura, por exemplo.

Na pesquisa realizada por LEWIS (1993), foi testado um sistema piloto com
reatores de lodo, utilizando solo contaminado com creosoto que foi tratado durante 12
semanas e tendo sido adicionados nutrientes e linhagens de Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas stutzeri e Alcaligenes sp. No final do estudo, a concentragio total de HPAs
diminuiu em torno de 93%, sendo que a degradagdo de compostos aromaticos com 2 e 3
anéis foi consideravelmente mais rapida que a degradacdo dos HPAs com 4 a 6 anéis. Estes
resultados mostram o potencial da biorremediagdo sob condigdes 6timas de transferéncia de
massa. No entanto, poucos experimentos em laboratdrio reproduziram este sucesso, devido
talvez a varia¢des dos indculos, agitagdes insuficientes, contetido de agua e outros fatores

desconhecidos.
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. CONCLUSOES

. A partir das amostras de 4guas dos 12 rios estudados foi possivel isolar 136 linhagens
de bactérias capazes de crescer em meio seletivo contendo HPAs como tnica fonte de

carbono.

. As 25 linhagens estudadas, todas Gram negativas, foram classificadas como
pertencentes aos géneros Pseudomonas, Moraxella, Neisseria, Haemophilus,
Xanthomonas e Acinetobacter, sendo a maioria das linhagens classificadas como

Pseudomonas sp.

. A partir das amostras de agua coletadas no rio Jaguari e na lagoa de tratamento da
REPLAN, foi possivel o isolamento do maior nimero de linhagens de bactérias
degradadoras de HPAs, sendo que estas linhagens apresentaram a maior diversidade de

géneros: Pseudomonas, Moraxella, Neisseria € Haemophilus.

. As amostras de agua dos rios Jaguari e Atibaia apresentaram as maiores concentragoes

de HPAs totais, 0,1712 e 0,1538 pug/L, respectivamente.

O monitoramento dos rios forneceu dados de temperatura e pH que mostram que €

possivel acontecer a biorremediacéo natural nesses locais.

. As 25 linhagens de bactérias estudadas apresentaram diferentes tolerancias ao
fluoranteno, benzo(a)pireno, pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(b)fluoranteno,
indeno(c,d-1,2,3)pireno,  benzo(e)pireno, criseno, dibenzo(ah)antraceno ¢
benzo(a)antraceno quando colocadas em contato direto com esses compostos, em

concentragdes elevadas.

. Nos experimentos de biodegradagio em meio liquido foi necessario o uso de DMSO
como agente surfactante para tornar os HPAs fluoranteno, benzo(a)pireno,

benzo(k)fluoranteno e benzo(b)fluoranteno, mais disponivies para a biodegradagdo.
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As curvas de biomassa celular contra concentragdo de HPAs no meio de cultivo

mostraram que as 4 bactérias estudadas foram capazes de utilizar fluoranteno,

benzo(a)pireno, benzo(k)fluoranteno e benzo(b)fluoranteno como fonte de carbono.

Os estudos com cultivos mistos e cultivos puros de bactérias na presenga de misturas
de HPAs, mostraram que ocorrem diferentes efeitos na biodegradagdo desses

compostos.

A analise dos metaboélitos produzidos durante a degradacdo dos HPAs mostrou ser
extremamente dificil, devido a pequena quantidade dos metabdlitos no meio de cultivo
e a perda desses compostos durante os processos de extragdo e derivacdo. A maioria
dos metabolitos identificados por CG-EM fazem parte da degradagéo inicial dos HPAs
pelas bactérias, sendo somente o acido benzodico um metabdlito da etapa final de
degradag@o dos HPAs por bactérias.

O monitoramento detalhado da lagoa de tratamento da REPLAN, mostrou que ocorreu
um aumento na concentragdo de HPAs totais e na populacio de bactérias degradadoras
de HPAs entre os meses de abril até setembro, sugerindo a ocorréncia de

biorremedia¢do natural no local.

Os testes em escala piloto no laboratério mostraram que ocorre uma queda natural na
concentragdio de HPAs totais nos ambientes contaminados, devido a fatores de
volatilizacdo, fotodecomposi¢do e biodegradacdo. A adi¢do de nutrientes bem como a
adicdo de cultivos mistos de bactérias degradadoras de HPAs, favoreceram a

biodegradagdo dos HPAs.

A biorremediagdo € um processo que ocorre naturalmente nos locais contaminados.
Para a implementa¢do da biorremedia¢do, como um processo artificial, € necessario o
levantamento de varios tipos de dados sobre o local contaminado € um controle
rigoroso do processo, sendo necessdria a atuagdo em conjunto de profissionais de

vdrias areas especificas.
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ERRATA

I. Pdgina 68 — Acrescentar.

Devido & baixs concentragio de HPAs na amostra. o aspecio grafico do cromatoprama foi
prequdicado, como no FIGURA 24, onde nao foi possivel a visualizagio complets da linhs de
base, contudo. a quantiticagio dos compostos nio foi afetada

2. Pagina 105 - Alterar

Nas FIGURAS 46 ¢ 47 sdo mostrados os cromalogramas obtidos por CLAF para a quantiticagio
div presenga de benzoja)pirena no EXP 4 ¢ da nustura dos 4HPAs no EXP 24, respectivamente,
exemphficundo como foram obtidas as porcentagens de reducio dos HPAs no meio de cultivo

3. Pagina 106 € 107 - Alerar

Considerar as paginas a sepuir.

BGURA 46 — Cromatugramas obridos por CLAE wtiltzados pars a quantificaciio do benzofajpireno (1, = 23 min.)
B meio de cultivo com @ buctéria 2B, EXP 4. Cromatogramas: |- Concentragio inicial de benzo(ajpirenc ¢ 2 -
" final de b P

£
Y€ . \.}‘?'x\f - q“! f{fl
& . A

FIGURA 47 — Cromatogramas obtides por CLAF utilmados pars u quantificacin de fluorsnteno (1, = 8 —."‘L
benzu(b)fiworantena (1, = 18 min. ), benzo{k uorsnieno (i, = 11 min) ¢ benzola)pireno (f, = 23 min.} av meio de
«caltivo com a bactéria 9, EXP 24. imiciais dos 4 HPAs e 2 - Concentracbes
finais dos 4 HPAs.
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