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RESUMO

O petréleo é a principal fonte de energia no mundo, mas alguns de seus
derivados podem ser prejudiciais a natureza e a saude. O BTEX, um derivado
do petréleo, € usado em combustiveis, sendo estes a maior causa de
contaminagdo ambiental, pois no transporte ou armazenamento destes
ocorrem vazamentos que poluem solo e fontes de agua. Como alternativas
para diminuir a concentragdo do BTEX no combustivel surgiram os aditivos
oxigenados, os quais melhoram a qualidade do combustivel e reduzem as
emissBes de monoxido de carbono. Os aditivos mais comuns sdo o MTBE e o
etanol. No entanto, o MTBE € oncogénico e por isso, alguns paises o
substituem pelo etanol. Porém, o etanol aumenta a solubilidade do BTEX na
agua, a migracdo deste no solo, e diminui sua degradacdo natural. A
degradacdo destes compostos é possivel pela acdo de microrganismos
nativos. Em vista disto, no presente trabalho, bactérias foram isoladas de uma
planta de tratamento de aguas residuais da inddstria petroquimica, com o
objetivo de encontrar bactérias tolerantes com capacidade de degradacdo do
BTEX. Os 30 isolados obtidos foram identificados como pertencentes aos
géneros Bacillus, Enterococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomona,
Lysinobacterium, Neisseria, Corynobacterium e Leucobacter. Quinze isolados
foram tolerantes ao B, T, E, X, e destes, os isolados 16 e 25 pertencentes ao
género Bacillus, foram testados para a degradacdo de BTEX, BTEX/MTBE,
BTEX/Etanol. A maior porcentagem de degradacéo foi detectada no tratamento
com BTEX seguido por BTEX/MTBE e BTEX/Etanol. O isolado 25 mostrou
maior capacidade de degradagcao dos compostos.

Palavras chaves: Microrganismos, Degradacéo, BTEX, MTBE, Etanol.
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BACTERIAL ASSESSMENT OF BTEX (BENZENE, TOLUENE,
ETHYLBENZENE, AND XYLENES) DEGRADATION IN THE PRESENCE OF
MTBE (METHYL TERT-BUTYL ETHER) AND ETHANOL
Author: Maria Jesus Sutta Martiarena

Advisor: Prof. Dr. Sueli Teresinha Van Der Sand

ABSTRACT

Oil is the main source of energy in the world; nevertheless, some of its
derivatives could be harmful to the environment and health. BTEX is a
petroleum derivative. It is used in fuels; this one is the main cause of
environmental pollution, because during the transport or storage of them there
are leaks that pollute the soil and water sources. In order to reduce BTEX
concentration in fuel, oxygenated additives emerged; these improve the quality
of the fuel and reduce carbon monoxide emissions. The most common additives
are MTBE and ethanol. Due to fact that MTBE is oncogenic, some countries
replace it with ethanol. Ethanol increases the solubility of BTEX in water, its
migration in the ground and decreases its natural degradation. The degradation
of harmful compounds by action of native microorganisms has proven to be
effective. With this purpose, in the current research, bacteria were isolated from
a wastewater treatment plant of petrochemical industry, in order to find tolerant
bacteria and with ability to degrade BTEX. The 30 isolates obtained were
identified as belonging to the genus Bacillus, Enterococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, Pseudomonas, Lysinobacterium, Neisseria, Corynobacterium,
and Leucobacter. Fifteen isolates were tolerant to B, T, E, X, and out them,
isolates 16 and 25 belong to genus Bacillus were tested for degradation of
BTEX BTEX / MTBE, BTEX / Ethanol. The highest percentage of degradation
was found in the assay with BTEX followed by BTEX / MTBE and BTEX /
Ethanol. Isolate 25 showed the highest capacity of degradation.

Key words: Microorganisms, Degradation, BTEX, MTBE, Ethanol.
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1. INTRODUCAO

No mundo inteiro a principal fonte de energia até os dias de hoje é o
petroleo e seus derivados. Estes compostos sdo muito utilizados nas industrias
de transporte, mineracdo, manufatura e no comercio em geral, e assim se
encontram distribuidos no ambiente (Pruden e Suidan, 2004). No entanto,
embora tenham grande utilidade para a civilizagdo humana, com o passar do
tempo tem se tornado um grande problema ambiental, pois muitos dos
derivados do petréleo sdo altamente prejudiciais para a natureza e para a

salde humana. Entre estes derivados encontra-se o BTEX.

BTEX é o acrébnimo dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos, que sdo hidratos de carbono aromaticos volateis de baixo peso
molecular e com alta solubilidade. Estes compostos estdo presentes no
ambiente, principalmente devido as atividades antropogénicas, tais como, a
indastria petroquimica, automotriz, téxtil entre outras. O BTEX encontra-se
comumente na natureza pelo fato de serem usados em conjunto na producéo
de diferentes combustiveis (Xu et al. 2003). Sendo este o maior meio de
contaminacdo ambiental, pois no transporte ou armazenamento destes
acontecem vazamentos acidentais. Atualmente os niveis de concentracdo do
BTEX encontrados na natureza estdo ao redor de 200mg/L (Zogorski et
al.1997), que é um nivel considerado toxico para a saude, segundo a Agencia
Internacional de Pesquisas do Cancer, pois pode ocasionar danos no DNA
(Chen et al. 2008).

Por estas razBes, nas Ultimas décadas tem aumentado a
preocupac¢ao como o uso destes compostos e, como consequéncia, uma busca
para diminuir a quantidade destes nos combustiveis. Assim surgiram o0s
chamados aditivos oxigenados que melhoram a qualidade do combustivel e
reduziram as emissbes de monoxido de carbono. Dentre os aditivos
oxigenados mais comuns encontram-se os alcoois como o metanol, etanol, iso-

propil alcool, terc-butil-dlcool e também eteres como o éter-metil-terciario



butilico (MTBE), terc-amil-metil-éter (TAME) (Maltoni, 1999). Os aditivos mais
comumente usados sdo o MTBE e o etanol, devido ao fato que estes tém um
baixo custo de producédo. No entanto, o MTBE tem sido classificado como
composto oncogénico pela EPA e por isso, em alguns paises o MTBE é
substituido pelo etanol com o objetivo de diminuir a poluicdo. Porém, o etanol é
um alcool que aumenta a solubilidade do BTEX na &gua, e com isso a
migragdo deste no solo. Além disso, o uso do &lcool diminui a possibilidade de
degradacdo natural do BTEX, pelo fato de ser um hidrato de carbono de facil
disponibilidade comparado com o BTEX. Portanto, 0s microrganismos
presentes no ambiente utilizam etanol como uma fonte de carbono de facil
disponibilidade e, como consequéncia o BTEX ndo € usado permanecendo

acumulado na natureza.

Atualmente existem distintas formas para retirar o BTEX do
ambiente, alguns métodos sao fisico-quimicos como a utilizagdo de carvao
ativado, troca ionica e uso de fentons (Matera et al. 2006). Outros sé&o
biolégicos como a bioaeracgéo, as biobarreiras e a biodegradacéo, este ultimo &
considerado um método amigavel com o ambiente, e tem se tornado cada vez
mais importante (Mazeo et al. 2010). Este método utiliza microrganismos para
a degradacdo de diferentes compostos prejudiciais para o ambiente. No
presente trabalho, bactérias foram isoladas de aguas residuais da indUstria
petroquimica, com o objetivo de encontrar bactérias tolerantes e com

capacidade de degradacéo do BTEX.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Isolar bactérias de um sistema de tratamento de efluentes petroquimicos
e avaliar a capacidade das mesmas para degradar BTEX na presenca
de MTBE e etanol.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a tolerancia dos isolados bacterianos para a presenca de

benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos.

o Avaliar a tolerancia dos isolados bacterianos para BTEX, MTBE e etanol
25%.
. Avaliar a capacidade dos isolados bacterianos para degradar BTEX em

presenca de MTBE e Etanol.
. Avaliar o perfil de degradacao por cromatografia gasosa do BTEX pelos

isolados bacterianos.

Identificar as cepas por sequenciamento do 16S DNA ribossomal.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

3.1 Planta de tratamento de aguas residuais

O tratamento de agua busca garantir que a agua captada do meio-
ambiente atenda as necessidades humanas e seja isenta de qualquer tipo de
poluicdo e/ou contaminacado (Vidal e Campos, 2009). As descargas de aguas
residuais industriais sdo constituidas por uma grande variedade de compostos
guimicos de diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, por
exemplo, peso molecular, composicdo, estrutura, toxicidade e
biodegradabilidade (Cokgor et al., 1998). A indlstria petroquimica produz
aguas residuais com uma grande diversidade de compostos como
hidrocarbonetos, solidos dissolvidos, matéria em suspensao, fendis, amoniaco,
sulfuretos e outros compostos. Estas aguas devem ser tratadas antes de serem
dispensados em fontes naturais de &gua ou em sistemas de efluentes

domésticos (Tovar-Ledn).

Os tratamentos convencionais sdo compostos geralmente de um
tratamento preliminar que consiste da remocdo de soélidos grosseiros;
tratamento primério, onde acontece a remocdo de solidos sedimentaveis e
parte da matéria organica; tratamento secundario que é a utlizacdo de
microrganismos e mecanismos biolégicos para remocao de matéria organica e
nutrientes e finalmente um tratamento terciario que é um complemento do
tratamento secundario e consiste na remocao de poluentes especificos. Nos
tratamentos de efluentes industriais acontece o tratamento primario, que pode
constar de meios fisicos, como tanque decantador ou um separador de fluxo
transversal, que tem um principio de separacdo gravitacional. Apos € aplicado
um tratamento secundario, de acordo com a necessidade, que se usa
principalmente para a remo¢ao de compostos organicos biodegradaveis e os
remanescentes do sedimento primario e quando for necessario ha inclusdo de
uma fase biologica, uma vez que a remocgdo da matéria organica ocorre em

fungédo de reagbes bioquimicas. Os sistemas secundarios incluem lagoas de



estabilizacao, filtros bioldgicos e reatores anaerobios.

No Rio Grande do Sul a empresa CORSAN- SITEL é encarregada
do tratamento de efluentes liquidos oriundo do complexo do Pdlo Petroquimico
do Sul. Segundo a SITEL: “O sistema de tratamento de efluentes liquidos tem
por objetivo gerenciar e executar a prestacdo de servicos de tratamento de
residuos industriais, utilizando a infraestrutura implantada nos sistemas
localizados no Pdlo Petroquimico do Sul e no Complexo Industrial da General
Motors do Brasil. O sistema de tratamento, é composto por unidades
operacionais complexas, incluindo processos fisico-quimicos e bioldgicos tais
como lodo ativado (com aeragcdo prolongada) e lagoas de estabilizacéo

(tratamento terciario através de oito lagoas em série).”

3.2 Benzeno(B)

Benzeno € um hidrocarboneto monoaromatico volatil com formula
qguimica CesHs, conhecido também como benzol, é incolor, cancerigeno e
altamente inflamavel (McQuarrie et al. 2010). Benzeno € uma molécula néo
polar, composto por 92.3% de carbono e 7.7% de hidrogénio, relativamente
solivel em &gua 1.8g/L e soluvel em moléculas polares como cloroférmio,

acetona, alcool, e tetracloreto de carbono (EPA 1989).

O benzeno foi descoberto e isolado pela primeira vez do alcatrdo de
carvdo em 1800. Hoje em dia, o benzeno é feito principalmente a partir do
petréleo. Devido a sua ampla utilizacédo, o benzeno é classificado como um dos
top 20 em volume de producdo de produtos quimicos produzidos nos Estados
Unidos. Além disso, o benzeno é produzido também de maneira natural pelas
emissdes de gases de vulcoes e incéndios florestais (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry. 2007). Os primeiros usos do benzeno séo
reportados no século 19 e 20. Nesse periodo o odor do benzeno foi
considerado agradavel, e por isso ele teve varios usos cotidianos como lo¢ao

pos barba, descafeinador do café e desengordurador de metais (John E.



McMurry, 2012). Hoje em dia as pesquisas realizadas tém demonstrado que o
benzeno € uma molécula perigosa para a saude humana e, portanto, o seu uso
mudou e passou a ser utilizado como componente de combustiveis para
motores, como solvente de gorduras, ceras, resinas, Oleos, tintas, plasticos,
borracha; na extracdo de Oleos de sementes e nozes; e em impressao por
fotogravura. Também utilizado na fabricacdo de detergentes, explosivos,
produtos farmacéuticos, e corantes (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry. 2007). Desta maneira as pessoas podem ficar expostas ao vapor
emissOes fugitivas de gasolina na estacdo de enchimento, no carro e nas
garagens das casas.

Ha mais de um século tem-se conhecido que a exposicdo excessiva
ao benzeno pode danificar a medula 6ssea resultando em uma diminuicdo do
namero de células circulantes no sangue e, 0 que pode gerar anemia
aplasica; outro resultado da exposicdo ao benzeno é o desenvolvimento de um

ou mais tipos de leucemia (Snyder, 2012).

3.3 Tolueno(T)

O tolueno é um hidrocarboneto monoaromatico volatil conhecido
também como metilbenzeno, toluol e fenil metano. E um liquido incolor de um
odor caracteristico como tiner. Composto de 91.25 % de carbono e 8.75 % de
hidrogénio com férmula quimica CsHsCHs. E mono-substituido, constituido por
um grupo CHs que esta ligado a um grupo fenila, molécula ndo polar, com
baixa solubilidade em agua 0.53g/L, no entanto € um bom solvente (Gopinath e
Dhanasekar, 2012).

O tolueno esta presente na natureza no petréleo bruto e na arvore
de tolu (Myroxylon balsamum) de onde foi extraido pela primeira vez. Este
composto pode ser produzido no processo de fabricacdo de gasolina e outros
combustiveis de petroleo bruto, na producdo de coque a partir do carvdo e
como um subproduto na producdo de estireno (WHO Regional Office for

Europe, 2000). O tolueno é utilizado como solvente, especialmente para tintas,



gomas, resinas, 0leos e como matéria-prima na producédo de benzeno, fenol e
outros solventes organicos, na producéo de polimeros e borrachas (Guidelines
for Drinking-water Quality, 2004). Em grandes quantidades o tolueno pode
causar danos ao sistema nervoso (cérebro e nervos), de maneira temporaria,
com dores de cabeca, tonturas ou inconsciéncia; ou de maneira permanente
com alteracbes na coordenacdo motora, déficit cognitivo e perda de visédo e
audicdo. Altos niveis de exposi¢cdo ao tolueno durante a gravidez podem levar
a retardo mental em criancas. Outros efeitos para a salde que possam suscitar
preocupacdes incluem debilidade do sistema imune, danos no rim, figado, e
sistema reprodutivo (Agency for Toxic Substances and Disease Registry,
2015).

3.4 Etilbenzeno(E)

Etilbenzeno é um hidrocarboneto monoaromatico volatil, também
conhecido como etano fenil e etilbenzol. E um liquido incolor, inflaméavel com
um odor aromatico. Composto de 90.51 % de carbono e 9.49 % de hidrogénio
com férmula quimica CsHsCH2CHs. E uma molécula ndo polar, com baixa
solubilidade em agua 0.15g/L., solavel em alcool, tetracloreto de carbono, éter,
e outros solventes organicos. O etilbenzeno evapora cerca de 94 vezes mais

lentamente do que o éter (https://toxnet.nIm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?HSDB).

As fontes primarias de etilbenzeno no ambiente sdo da industria do
petréleo e da utilizacdo de produtos petroliferos. Etilbenzeno foi produzido pela
primeira vez, em escala comercial em 1930 pela Dow Chemical nos Estados
Unidos e pela BASF na Republica Federal da Alemanha. Na Il guerra mundial
foi quando a producao de etilbenzeno se desenvolveu enormemente devido a
sua grande demanda, pois ele é usado na producdo do estireno que é a
matéria prima para a fabricacdo de borrachas para pneumaticos (borracha de
butadieno sintética (SBR)). Assim, a producgdo de estireno se transformou em
uma industria gigante rapidamente. Em 1986, a capacidade de produgdo anual

mundial de etilbenzeno excedeu 14x108 toneladas das quais cerca de 40 % foi
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produzido na América do Norte (John Wiley e Sons, 2003). Além disso, o
estireno também é um intermediario na producdo de um grande numero de
polimeros e copolimeros comercialmente importantes como: poliestireno,
borracha de estireno - butadieno (SBR), latex de estireno- butadieno (SBL),
estireno acrilonitrilo - butadieno (ABS), estireno e acrilonitrilo (SAN); poliéster
insaturado, resinas; e produtos diversos. Tem - se usado também na fabricacéo
de acetato de celulose, antraquinona etilica, acidos sulfénicos etilbenzeno,
oxido de propileno e alcool a - metilbenzilo. O seu uso mais comum € na
gasolina onde ele compreende 2% do peso, além disso, esta presente como
um componente de solventes de hidrocarbonetos, nos xilenos comerciais, pode
representar de 6% a 15% do volume (Chevron Phillips Chemical Company,
2007)

Em humanos o etilbenzeno é rapidamente absorvido apos a inalacao
e €& quase completamente convertido em metabolitos sollveis, apds é
excretado principalmente através da urina. A toxicidade oral é baixa. Estudos
mostram que o etilbenzeno ndo apresenta evidencias de genotoxidade. Ainda
nao ha dados que demonstrem a toxidade dele em nivel reprodutivo (Agency

for Toxic Substances and Disease Registry, 2010).

3.5 Xileno(X)

O xileno possui trés isbmeros o m-xileno, o-xileno, e p-xileno, estes
sdo liquidos incolores, inflaméaveis com um odor aromatico, insollveis na agua,
solavel em alcool, éter, e muitos outros solventes organicos

(https://toxnet.nlm.nih.gov/cqgi-bin/sis/htmlgen?HSDB). O xileno comercial

possui a mistura dos trés isdmeros além de ter de 6% a 15% de etilbenzeno. A
maior producdo de xilenos é feita no refino de petroleo de 6 a 7 milhdes de
toneladas métricas por ano. Do total da producdo de xilenos mistos,
aproximadamente 94 % € usado na fabricagdo dos isdbmeros o-, m- e p-xileno,
onde o p-xileno representa quase o 88% da producgéo. Os isémeros de xileno

séo usados na producéao de fibras de poliéster e resinas utilizadas em produtos,
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tais como tecido, plastico moldado, peliculas e garrafas de bebidas. Quase o
4% da producéo de xilenos, € usado em aplicacfes de solventes, tais como:
tintas e revestimentos. A maior parte da pequena por¢cdo remanescente de
producdo de xilenos mistos é adicionada a gasolina para melhorar as

classificacdes de aumento de octano (Chevron Phillips Chemical LP, 2005).

Os xilenos sao liberados para a atmosfera principalmente como
emissdes fugitivas de diferentes industrias tais como a petroquimica, as
fabricas de produtos quimicos, nos gases de escape do automoével, e por
volatilizacdo da sua utilizacdo como solventes. As descargas nos cursos de
agua sdo produzidas principalmente pelo derrame, armazenamento e
transporte de produtos petroliferos. Quando os xilenos séo liberados nas
superficies de solo ou agua eles conseguem se volatilizar na atmosfera. No
entanto, baseado na mobilidade destas substancias no solo os xilenos podem
contaminar a agua subterrdnea, onde podem persistir por meses (Hodgson et
al.2000).

A exposicdo aos xilenos mistos por inalacdo em humanos esta
associada & irritacdo do nariz e da garganta; nauseas, vomitos e desconforto
gastrico; irritacdo ocular ligeira transitéria; e efeitos neurolégicos (por exemplo,
memoria de curto prazo prejudicada, tempo de reacdo diminuida, diminui¢do da
capacidade numeérica e alterag6es no equilibrio corporal) (ATSDR, 2007).

3.6 Metil- terc — butilo éter (MTBE)

Metil- terc — butilo éter, também conhecido como MTBE, metil- terc —
butilico éter, e tBME, € um composto quimico fabricado por meio da reacédo
quimica de metanol e isobutileno. E um liquido volatil, inflaméavel e incolor que
se dissolve em agua com bastante faciidade O MTBE é produzido em
guantidades muito grandes e € usado como um aditivo de combustivel
exclusivamente em motores a gasolina. E parte de um grupo de produtos
guimicos vulgarmente conhecidos como "oxigenados" porque elevam o teor de

oxigénio da gasolina (U.S. Environmental Protection Agency (EPA)).
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O MTBE foi introduzido pela primeira vez nos anos 1980 como um
aditivo nas gasolinas sem chumbo com o objetivo de melhorar a octanagem e
diminuir as emissdes de mondéxido de carbono. Assim, em algumas areas de
Estados Unidos onde h& preocupacao por poluentes como o CO2, CO e outros
a EPA pode exigir a utilizacdo de MTBE ou etanol (WHO Guidelines for
Drinking-water Quality, 2005). As superficies de agua podem ser contaminadas
por derramamentos de gasolina. No entanto, devido a alta volatilidade do
MTBE, a maior parte € perdida por evaporagdo. No entanto, quando ha
derrames de tanques de armazenamento, ou vazamento o MTBE pode causar
graves problemas nas aguas subterraneas, pois ele pode se manter mais
persistente (U.S. Environmental Protection Agency, 1991). Concentracdes de
até 200mg/L foram medidos em &guas subterrdneas perto de locais de
vazamento de gasolina (Zogorski et al.1997). Segundo estudos realizados por
Burns e Melnick (2012) o MTBE é rapidamente absorvido apds a inalacao ou
por via oral e é distribuido no sangue para os principais tecidos, onde ele esta
associado com a inducdo de tumores raros e incomuns, podendo causar

cancer em varios 6rgaos.

3.7BTEX

BTEX é o acrénimo para o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos,
eles sdo moléculas monoaromaticas volateis, poluentes de aguas, do solo e do
ar e estdo comumente associados com o petréleo e a industria petroquimica
(Muftah et al.,, 2014). O BTEX representa 80% dos compostos organicos
volateis (VOCs) nas instalacdes petroquimicas e contribui em até 59 % (w/w)
dos poluentes na gasolina (Fatehifar et al., 2008). Na tabela 2 apresenta as

principais caracteristicas fisicas quimicas do BTEX.

A alta motilidade desses hidrocarbonetos em sistemas de agua e no
solo faz deles um dos principais poluentes do ambiente. A motilidade esta
relacionada a seu baixo coeficiente de particdo octano-agua, o que leva a uma

absorcdo lenta do solo e, consequentemente, um transporte preferencial da
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agua, favorecendo assim a contaminacdo de reservatorios de agua (Nakhla,
2003). Os compostos BTEX sao cancerigenos e neurotoxicos; assim, a
Agéncia de Protecdo Ambiental de US classificou-os como poluentes
ambientais prioritarios, se tornando critica a sua remoc¢éo dos locais poluidos
(Dean, 1985). Entre eles, o benzeno é o mais cancerigeno devido a sua
elevada volatilidade (coeficiente de distribuicdo € 0.229 a 25 °C), e maior
solubilidade em &gua em relacdo a outros compostos aromaticos (0,174% -
0,187%) (Mathura e Majumder, 2010). Na tabela 1 encontram-se os valores

maximos permitidos segundo o ministério de saude do Brasil.

A longo prazo os riscos destes compostos incluem alteragdes no
figado e efeitos nocivos aos rins, coracdo, pulmdes e sistema nervoso. A
exposicdo humana a estes compostos pode levar a danos no sistema excretor,
na genética e na funcdo da medula 6ssea (Irwin. 1997). Nos ultimos anos a
frequéncia de contaminacdo das aguas subterr@neas com hidrocarbonetos,
incluindo BTEX, tem aumentado (Reusser et al., 2002). Como consequéncia
aumentou a preocupacdo pela mitigacdo de seus efeitos no ambiente, e
metodologias alternativas para a degradacdo destes compostos foram
propostos, entre elas, a adsorcdo, condensacdo, decomposicdo térmica,
biofiltracéo e a oxidacéo fotocatalitica (Laksana et al., 2012).

A biorremediacdo € um método que utiliza organismos para a
degradacdo de compostos contaminantes de solos e das aguas subterraneas
(Youngnam et al.2012). A utilizagdo de microrganismos tem provado ser um
método amigavel, economicamente benéfico e altamente eficiente para
remover componentes do petrdleo incluindo o BTEX (Atlas e Hazen, 2011).
Desde 1908 microrganismos tém sido utilizados para degradar BTEX, o
Bacillus hexabovorum foi uma das primeiras bactérias que mostrou ter a
capacidade de crescer em condi¢bes aerébias num meio contendo tolueno e
xileno. Em 1928 Gray e Thornton mostraram que em ambientes naturais como
solos 0s microrganismos tém capacidade de degradacdo BTEX (Gibson e
Subramanian, 1984).
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Tabela 1: Valores maximos permitidos na agua potavel segundo o Ministério
de satde PORTARIA N° 2.914.

Composto Unidade VMP

Benzeno ug/L 5

Tolueno mg/L 0,17
Etilbenzeno mg/L 0,2

Xilenos mg/L 0,3

VMP: Valor maximo permitido.

Tabela 2: Caracteristicas fisico-quimicas do BTEX

Composto Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH,

CH, C,H, CH, CH,
CH,
Estrutura '
guimica
cl
CH,

Peso molecular

78.11 92.13 106.16 106.16 106.16  106.16
(g/mol)
Ponto de 80.10  110.60 136.20 144.40 139.30  137.00
ebulicdo (°C)
(Pc,‘(’:r;to de fusao 5.50 -95.00 -94.97 -25.00 -47.40 13.00
Pressdo de 95.19 28.40 453 6.60 8.30 3.15
vapor (mmHg)
Densidade
@/ml) 0.87 0.87 0.87 0.88 0.87 0.86
(Srg'g‘jf')“dade 1791.00  535.00 161.00 175.00 146.00 156.00

3.8 Etanol como combustivel

O etanol também conhecido como alcool etilico, alcool de cereais, é
um liquido incolor e inflaméavel. E produzido a partir de matérias primas como
cana de agucar e milho, ou a partir de residuos agricolas. Uma das

caracteristicas mais importantes do etanol é que os atomos de oxigénio dentro
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dele se juntam com a mesma forca das moléculas de oxigénio no ar, este fato
faz com que o etanol queime mais do que a gasolina. Com o objetivo de
melhorar a combustdo da gasolina o etanol tem sido usado como aditivo
oxigenado e assim se diminuem as emissdes nocivas. Um exemplo de
combustiveis oxigenados com etanol é o chamado E10, composto de 10 % de
etanol e 90 % de gasolina que pode reduzir as emissdes de monoxido de

carbono em um 25% nos veiculos antigos (U.S. Department of Energy, 2016).

O Brasil tem sido um dos maiores produtores mundiais de cana de
acucar ao longo da histéria. Em 1975, foi criado o Programa Nacional do
Alcool-Proéalcool com a finalidade de reduzir a grande dependéncia do petréleo
importado e criar um mercado adicional para os produtores de acucar
(Empresa de pesquisa energética, 2008). De todo o etanol produzido, quase
80% é usado como carburante 5% € destinado ao uso alimentar, perfumaria e
quimica e 15% para exportacdo. Existem dois tipos de etanol usados no
combustivel: um é o etanol anidro usado para a producéo de gasolina C, que &
a que pode ser comercializada no territério nacional para abastecimento de
veiculos automotores; o outro € o etanol hidratado usado diretamente no
abastecimento de veiculos automotores e adquirido pelo consumidor no posto
de abastecimento, para os veiculos a etanol ou para os veiculos com motor

Flex-Fuel (Unido da industria de cana de acucar, 2007).

N&o obstante o etanol se apresente como uma boa alternativa de
combustivel é importante assinalar que quando ele é adicionado na gasolina
tem a qualidade de aumentar a solvéncia da gasolina e seus componentes na
agua. No caso do BTEX, especificamente, existem duas formas de co-
solvéncia a do etanol-BTEX, uma refere-se a diminuicdo da polaridade da fase
aquosa do combustivel, o que facilita a dissolucdo do BTEX, nas aguas
subterraneas, a outra se refere a como o etanol afeta o equilibrio de particéo

entre o BTEX e as fases dissolvidas da gasolina (Powers, 2001).
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3.9 Biodegradacao

A biodegradacéo é o termo geral usado para descrever a conversao
biolégica de contaminantes organicos para produtos que geralmente tem
energia livre mais baixa (ASCE, 2004). Dentro dos organismos que podem
degradar diferentes compostos no ambiente, encontram se os fungos, bactérias
e archaeas. A biodegradacdo no ambiente normalmente ocorre primeiro na
superficie com o ataque de bactérias, fungos e algas. Uma vez que o processo
de degradacéao inicia na superficie, a velocidade de biodegradacdo depende
em parte da facilidade de colonizacao superficie (Dworkin et al. 2006). Mais de
100 espécies representativas de 30 géneros microbianos tem mostrado
capacidade de utilizar ou degradar hidrocarbonetos (Shree Nath Singh, 2012).

Nos dultimos anos a frequéncia de contaminacdo das aguas
subterraneas com hidrocarbonetos incluindo BTEX, tem aumentado (Reusser
et al., 2002) e como consequéncia, a preocupacdo pela mitigacdo de seus
efeitos no ambiente. Devido a essa preocupacédo, metodologias alternativas
para a degradacdo destes compostos tém aumentado e, entre elas, a
biorremediacdo de solos e das aguas subterraneas contaminadas por BTEX,
tem recebido grande atencado (Youngnam et al., 2012).

A biorremediacdo in situ € aplicada em ambientes contaminados
com produtos de petrdleo, onde a adicdo de substancias adequadas tais como
oxigénio e nitrogénio, permitem que as bactérias se desenvolvam e realizem a
remediacdo destes ambientes (Trinidade et al., 2005). Outra alternativa de
biorremediacdo sdo as barreiras reativas permeaveis (PRB). Esta tecnologia é
adequada para o tratamento de aguas subterraneas contaminadas, onde a
agua contaminada flui através de um material reativo vertical na qual os
contaminantes sdo fisicamente, quimicamente ou biologicamente degradados
(Gavaskar, 1999). Alguns outros estudos utilizaram a bioestimulacdo (adicéo
de nutrientes, doador de elétrons ou aceptor) e a bioaumentacéo (adicionando-
se estirpes degradadoras) para remediar solos contaminados com

hidrocarbonetos do petroleo. Nestes trabalhos foram adicionados, azoto,
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foésforo e bactérias degradadoras, os resultados mostraram que a adicdo de
tais bactérias aumenta a remocao de hidrocarbonetos. Além disso, a adicdo de
azoto e de fosforo estimula o crescimento microbiano (Ruberto et al., 2003;
Stallwood et al., 2005).

3.10 Separacao em fase solida (SPE)

Para realizar a cromatografia em gases € preciso ter os analitos a
ser avaliados, em um solvente volatil e totalmente puro. Por esta razdo se
realiza uma extracdo no qual o soluto (analito) é transferido para um solvente
volatil. A técnica de extracdo de fase sélida € um dos mais amplamente
utiizadas na preparacdo de amostras para a analise por técnicas
cromatograficas, eletroforéticas e até mesmo espectrofotometria. E
essencialmente uma técnica de separacdo com base no mesmo principio da

cromatografia liquida (Zwir-Ferenc and Biziuk, 2006)

No SPE é passado numa solucdo (amostra) contendo os analitos de
interesse, como por exemplo, hidrocarbonetos alifaticos, sobre uma fase sélida
gue normalmente é uma coluna pequena de plastico ou vidro contendo silica
ou outro composto especifico, e neles os analitos sdo adsorvidos. Apés a
adsorcao, os hidrocarbonetos séo eluidos com uma pequena quantidade de
outro solvente extrator, com os quais eles interagem mais fortemente do que

com a fase estacionaria (Simpson, 2000).

3.11 Cromatégrafo de gases

A cromatografia de gas € uma técnica utilizada para separar
diferentes amostras volateis. Para realizar a separacao se precisa de uma fase
movel que é um gas inerte (azoto ou o hélio) que transporta a amostra
volatilizada para dentro do injetor através da coluna cromatografica, e a fase

estacionaria que geralmente esta constituida por uma coluna poli-siloxano de
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metilo, ou seus derivados. Os diferentes compostos sdo separados
dependendo do seu grau de volatilidade (ponto de ebulicdo, de peso molecular)
e de afinidade pela fase estacionéaria. Entre os detectores mais usados cabe
mencionar o FID (ionizacdo de chama) devido a sua grande versatilidade,

possibilita detec¢cado de uma grande classe de compostos (Skoog et al. 2008).

O detector de ionizagdo de chama (FID) é um dos detectores mais
utilizados para cromatografia em fase gasosa. Ele € o detector cromatografico
de gas mais sensivel para hidrocarbonetos, como o butano ou hexano. Com
uma gama linear para 6 ou 7 ordens de grandeza (10%-107) e limites de
deteccdo na faixa de picograma. No FID a amostra sofre combustdo pela
chama de hidrogénio/ar, formando ions e elétrons livres. As particulas
formadas produzem um fluxo de corrente mensuravel no espaco entre os dois
eletrodos no detector. O fluxo de corrente resultante € de uma for¢ca maior do
gue o sinal produzido pelo gas portador. Este sinal diferencial fornece
informacgdes sobre a amostra (Eija. et al 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS.

4.1 Local de coleta.

As amostras foram coletadas do Sistema Integrado de Tratamento
de Efluentes Liquidos (SITEL) - Superintendéncia da Corsan. Este sistema
trata residuos resultantes das atividades das industrias do Polo Petroquimico
do Sul, cidade de Triunfo, Rio Grande do Sul. Localizac&o: BR 386, km 419, via
3, Polo Petroquimico do Sul. A coleta foi realizada no més de marco 2015. O
ponto de amostragem foi a primeira caixa de entrada chamada de API (Figura
1).

Imagens ©2016 DigitalGlobe,Dados do mapa ©2016 Google 100 m

Figura 1: Mapa da Localizagdo do Sistema Integrado de Tratamento de
Efluentes Liquidos (SITEL) - Superintendéncia da Corsan.

4.2 Enriquecimento da amostra

As amostras foram enriguecidas adicionando-se cada um dos

seguintes compostos benzeno (B) (teor 99%-Dinamica), tolueno (T) (92,14%-
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Dinamica), etilbenzeno (E) (99%-Merck) e xilenos (X) (98,5%-Neon), em
separado. Portanto foram utilizados 10 erlenmeyers com capacidade de 250mL
cada, sendo oito (para cada um dos compostos BTEX em duplicata) e dois
erlenmeyers foram utilizados como controle. Os frascos continham 160 mL de
meio minimo mineral (K2HPO4 2g/L, KH2PO4 3g/L, Na2HPO4 6g/L, NH4Cl 1g/L,
CaClz2 0.017g/L, (NH4)2S04 5g/L, MgS04.7H20 0.5g/L, FeCls.6H20 0.001g/L,
MoOs 1mg/L, ZnCl2 3.3mg/L, CuCl2.2H20 0.3mg/L, H2BOs 1mg/L, CoCl3.6H20
6mg/L, NiSO4.6H20 1mg/L, MnSO4 8.2 mg/L (Eldon R. Rene et. al. 2006)), e
40mL da amostra. As amostras foram incubadas por 30 dias sob agitacdo de
120 rpm a temperatura de 25°C. A cada 48 horas do dia 1 ao dia 10; do dia 11
ao dia 20; e do dia 21 ao dia 30 foram adicionados 100uL, 200 pL e 400pL
respectivamente, de cada um dos compostos por separado B, T, E e X.

4.3 Semeadura das amostras

A cada de 10 dias foi retirado uma aliquota de 100uL de cada um
dos frascos para realizar diluicdes seriadas 1021,102,10° posteriormente foi
retirado 100 pL de cada diluicdo e semeado pela técnica de pour plate em duas
placas contendo meio de cultura TSA (agar tripticaseina de soja) e duas placas
com &gar infuso de cérebro e coracdo. Os meios de cultivo foram
suplementados com anfotericina-B (2,5 mg/L) para evitar 0 crescimento

fungico. As placas foram incubadas em temperatura de 25°C por 24 horas.

Apds do crescimento, com a ajuda de um estereoscopio e um
microscopio o crescimento bacteriano foi avaliado de acordo as caracteristicas
morfolégicas da colénia como forma, elevacdo, borda, comprimento, cor da
colénia. As colbnias bacterianas que apresentaram semelhancas morfolégicas
foram agrupadas de acordo com seus morfotipos e repicados duas vezes em
outras placas com meio de cultura TSA, pelo método de esgotamento. Com a
obtencdo de colbnias isoladas foi realizado a coloragdo de Gram para
confirmagédo da pureza da colbnia e separacao dos isolados em Gram positivos

e negativos.
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4.4 Preservacao das culturas bacterianas

Apds o isolamento as bactérias, foram repicadas em tubos com 5 mL
de TSB (caldo tripticaseina de soja) e incubadas por 20 horas a 25°C. Destas
culturas foram retiradas 400 pL e adicionados a criotubos contendo 100 L de
glicerol 50% e armazenados em freezer a -20°C. Além disso, os isolados foram
repicados em tubos com meio TSA inclinado e incubados por 20 horas a 25°C

posteriormente armazenados em geladeira a 4°C.

4.5 ldentificacdo bioguimica dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram recuperados em meio TSA e foi
realizada novamente a coloracdo de Gram para confirmacdo da pureza.
Posteriormente a reacdo com o KOH 3% foi utilizada para conferir os
resultados da coloracdo Gram, além disso, foi realizada a colora¢do do
endosporo utilizando a técnica de Schaeffer-Fulton e a coloracdo de capsula
utilizando a técnica de Maneval's. A identificacdo bioquimica foi realizada
utilizando diferentes testes bioquimicos, como teste da catalase, citocromo
oxidase, oxidacao/ fermentacdo, utilizacdo de citrato, liquefacdo de gelatina
(gelatinase), producao de H2S, indol e motilidade, vermelho de metila (VM) e
Voges-Proskauer (VP), hidrélise do amido, producdo de nitrato, crescimento

em NaCl 7%, bile esculina e gema de ovo.

4.6 Curva de crescimento microbiano

Para realizar a curva decrescimento as bactérias preservadas foram
reativadas em placas com meio de cultura TSA e incubadas por 20 horas em
estufa a 25°C. Apés, as colonias foram repicadas em 50 mL de TSB e
incubadas sob agitacdo 120 ppm a 25°C Nas horas 6, 12, 24, 48, 72, 96, foi
retirado de cada tubo 1 mL de cultura, o qual foi diluido em TSB na razao de
1:8, para determinar a densidade o6tica (DO) utilizando um espectrofotémetro

com comprimento de onda de 540 nm. Além de isso, as aliquotas retiradas
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foram diluidas até 102 em NaCl 0,8% e semeadas por espalhamento em
superficie, em placa com meio de cultivo PCA, para determinar a contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC). Assim foi realizada uma curva de

crescimento utilizando o modelo matematico de Gompertz:

Y =axexp(—exp(b—c*t))

Onde Y € a densidade da populacdo (logaritmo do numero de
unidades formadoras de coldnias/ logaritmo do nuamero de unidades
formadoras de col6nias tempo inicial) em um dado tempo t (h). Os parametros

a b e c, sdo estimados pelo modelo.

4.7 Teste de tolerancia das bactérias para o BTEX, MTBE e Etanol.

Para determinar a tolerdncia das bactérias aos compostos, o
seguinte procedimento foi realizado: (a) As bactérias preservadas foram
reativadas em tubos com 5 mL de TSB e incubadas por 20 horas em estufa a
25°C. (b) Apos foi retirado um mL da cultura para medir a densidade otica e
calcular as UFC, assim de cada uma das culturas foi retirada 10'° UFC e estas
foram centrifugadas a 7000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o pellet foi resuspendido com um mL de NaCl 0.8%. Este procedimento foi
realizado duas vezes para remover todos os resquicios de meio de cultura das
células. (c) Finalmente o pellet foi resuspendido em um mL de NaCl 0.8% e 100
UL da suspensdao bacteriana foi retirado para realizar diluicdes seriadas de 10
e 102%; da ultima diluicdo foi retirado 100 pL e semeado em placas com TSA
para conferir o numero de UFC. (d) Em frascos contendo 50 mL de meio de
cultura liquido minimo mineral (NH4Cl 50mg/L, KzHPO4 100mg/L, MgSOa4
50mg/L, CaCl2 20mg/L, FeCls 1mg/L) suplementado com 1g/L de peptona, foi
inoculado 10* UFC da bactéria. (e) A esta cultura foi adicionada também 20yL,
40uL e 80uL, de cada composto em separado, na hora zero, 48 e 96
respectivamente. (f) A cada 48 horas foram retiradas 100 pL de amostra e foi
realizada uma diluicdo seriada até 102 para semear em placas contendo meio

de cultura TSA e realizar a contagem de UFC. (g) Assim foram selecionadas
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como tolerantes somente as bactérias que obtiveram crescimento de 30 UFC a
mais na placa nos quatro compostos, apés de 96 horas de incubacdo com os
compostos. Com as bactérias selecionadas como tolerantes se realizou um
outro teste para determinar a tolerancia das bactérias a mistura de BTEX, ao
MTBE e ao etanol. Para isto, foi realizado novamente os itens (a), (b), (c), (d),
no caso do BTEX, em cada frasco com o meio de cultura e as bactérias foi
adicionado na hora zero, 20pL de cada um dos compostos; na hora 48, 40uL
de cada um dos compostos; e finalmente na hora 96, 80uL de cada um dos
compostos. No caso do MTBE na hora zero, 48, 96 foi adicionado 50uL, 100uL
e 150uL de MTBE respectivamente. No caso do etanol em cada frasco com o
meio de cultura e bactérias foi adicionado 12,5mL de etanol na hora zero. O
crescimento microbiano foi realizado como no item (f) do teste de tolerancia.
Finalmente, apds os ensaios foram selecionadas como tolerantes as bactérias
gue conseguiram crescer nos trés compostos BTEX, MTBE e etanol. E estas

bactérias séo as que foram utilizadas para o teste de degradacéo.

4.8 Determinacao da Degradacao Bacteriana do BTEX na presenca de MTBE e

Etanol.

4.8.1 Teste de degradacao do BTEX.

Com as bactérias selecionadas como tolerantes, foi realizado o teste
degradacdo. O procedimento utilizado foi o mesmo utilizado nos itens (a), (b),
(c) e (d) do teste de tolerancia. Assim em quatro frascos foi adicionado BTEX
(75 pyL de cada um B, T, E e X), 50 mL de meio minimo mineral e as bactérias,
em outros quatro frascos foi adicionado BTEX (75 uL de cada um B, T, E e X),
50 pL de MTBE (99,8 % Sigma & Aldrich), 50mL de meio minimo mineral e as
bactérias, em outros quatro foi adicionado BTEX (75 pL de cadaum B, T, E e
X), 12,5mL de etanol absoluto, 37,5 mL de meio minimo mineral e as bactérias,
em outros dois frascos somente o BTEX( 75 pL de cadaum B, T, E e X), 50 mL
de meio minimo mineral, sem as bactérias, estes foram utilizados como

controle, em outros dois somente o BTEX( 75 pL de cada um B, T, E e X), 50
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mL de meio minimo mineral, e MTBE sem as bactérias, em outros dois
somente o BTEX( 75 yL de cada um B, T, E e X), 37.5 mL de meio minimo
mineral, e 12.5 mL de etanol sem as bactérias e finalmente cada bactéria foi
inoculada em dois frascos contendo s6 50 mL de MMM. A avaliacdo do

crescimento microbiano foi realizada como no item (f) do teste de tolerancia.

4.8.2 Separagado em fase solida (SPE)

Com o objetivo de determinar a quantidade de composto capacidade
de degradacao das bactérias, os compostos BTEX foram extraidos da cultura
bacteriana, utilizando-se para isto uma extracdo em fase solida. Assim, a cada
48 horas foi retirado uma aliquota de 5mL de cada um dos frascos de cultura e
colocados em outros frascos de capacidade de 50mL. Estes foram
armazenados em geladeira a 4°C, até a realizacdo da extracdo. A extracao foi
realizada utilizando Cartucho SPE C18 500mg de 3mL da marca Bond Elut. Os
cartuchos foram colocados em uma bomba de vacuo para gerar pressao
positiva (Figura 2). A coluna foi ativada com 3mL de metanol e pre-equilibrada
com 3mL de &gua, apds as amostras foram carregadas com fluxo de 3mL/min.
Posteriormente foi realizado uma lavagem com 2mL de agua para finalmente

eluir os analitos com duas aliquotas de 1mL de diclorometano.
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Figura 2: Sistema de extragdo em fase solida

4.8.3 Cromatografia gasosa - Detector por ionizacdo de chama (FID)

Para determinar a quantidade de compostos que tem em cada
amostra se fez uma cromatografia gasosa utilizando o cromatografo gasoso
com detector por ionizacdo de chama da marca SHIMADZU GC Solution

versao 2.4 (Figura 3).

Assim primeiro foi realizada uma curva de calibragdo de cada um
dos compostos B, T, E. X e MTBE, que relaciona a area do pico formado no
cromatégrafo e a concentracdo do composto, também se obtiveram os tempos
de retencdo especificos de cada um dos compostos. A curva foi realizada
utilizando concentragbes conhecidas dos compostos. Estas concentracoes
foram preparadas diluindo os compostos primeiro com metanol para prepara
uma solucdo de 20000 ppm, e esta solucgéo foi diluida com diclorometano para

obter-se as concentracdes de 500, 1000 e 1500 ppm.
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Depois de calculado o tempo de retencao e a curva de concentracao

0s compostos extraidos no SPE foram analisados no cromatografo gasoso. A

seguir sdo apresentadas as condi¢des do cromatdgrafo:

Coluna: Elite5SMS
Comprimento: 30m

Diametro: 0.25mm

Espessura da pelicula: 0.5um
Gas transportador: Hélio
Fluxo total: 2mL/min

Fluxo da coluna: 0.75ml/min
Velocidade linear: 20cm/seg
Temperatura do injetor: 250°C
Volume de injecao: 1uL

Jeito de injecdo: Split

Radio do Split:10
Temperatura do detector: 250°C
Tipo de detector: FID



Figura 3: Cromatégrafo de gases SHIMADZU GC Solution versao 2.4

A programacédo das temperaturas esta apresentada na tabela 3.

Tabela 3: Programacao da temperatura do forno do cromatografo.

Razao de Temperatura Tempo de
: o : ° Espera
aguecimento °C/min C ;
(minutos)
40 2
10 100 2

30 190 2

25
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4.9 ldentificacdo molecular

Foi realizada a identificacdo molecular dos isolados bacterianos

tolerantes aos quatro compostos.

4.9.1 Extracdo de DNA cromosomal dos isolados.

A metodologia utilizada na extragdo de DNA foi a descrita por
Sambrook et al (1989) com modificacbes (apéndice 1). A qualidade do DNA

extraido foi avaliada em um nanodrop.

4.9.2 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para amplificacdo do 16S rDNA foram empregados os primers 8F e
1544 R. Tabela 4. A amplificagao foi realizado em volume final de 25 pL, em
cada reacéo foi utilizado 15.8 pL de agua miliq, 2,5 pL de tampé&o (10X), 1,5 pL
de MgCIl2 (50mM), 1 pL de BSA (1 mg/mL), 1 pL de desoxinucleotideos
trifosfatos (1mM), 1 pL de primer 8F (10 pmol), 1 puL de primer 1544R (10 pmol)
e 0,2 uL de taq polimerase (5 U/ uL) e 1 pL de DNA (50 ng/pL). A amplificacéo
foi realizada em um termociclador programado para desnaturagao inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos com: 94°C por 45 segundos, 58°C por 45

segundos e 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 5 minutos.

Tabela 4: Primers utilizados para a amplificagéo do 16S rDNA

Primer Posicao Alvo Sequencia Referencias
E. coli
8F 8-27 Universal AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Turner et al. (1999)
1544R 1525- Universal AGAAAGGAGGTGATCCAGCC Dorsch M. and

1544 Stackebrandt E. (1992)
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Os produtos de amplificacdo foram purificados utilizando-se o
PureLink® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen). O
sequenciamento foi realizado na Empresa Ludwig Biotec. Biotecnologia
utilizando equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
A qualidade das sequencias foram avaliadas utilizando o programa chromas e
as sequencias obtidas foram comparadas com sequencias disponiveis no
BLAST/NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov/BLAST). As sequencias obtidas da
comparacdo no BLAST/NCBI, foram alinhadas no programa MAFFT verséo 7 e

editadas manualmente no Bioedit. Com o conjunto de dados obtidos foi gerado
uma arvore filogenética utilizando o programa Mega 7. Posteriormente a arvore

foi editada com o programa Adobe lllustrator.

4.10 Analise Estatistica

As andlises estatisticas aplicadas para andlise de diversidade alfa e
beta foram realizadas no software past. As equacdes para a construcdo da
curva de crescimento bacteriano, as equacfes que relacionam a densidade
Otica e unidades formadoras de colbnia, as equacdes de calibracdo do BTEX e
os graficos de concentracdo de compostos nos trés tratamentos BTEX,
BTEX/MTBE e BTEX/Etanol, foram realizadas utilizando o software Statistica
13.

Quanto as analises de porcentagem de degradacdo, elas foram
realizadas com o software excel 2010, foram calculados comparando os

tratamentos com os respectivos controles.

5. RESULTADOS

5.1 Isolamento Bacteriano

Um total de 986 coldnias bacterianas foram isoladas e agrupadas

em 30 diferentes morfotipos. Estes foram denominados de isolado N°1 ao


http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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isolado N°30. Destes isolados, 16 foram obtidos no 10° dia, 11 no 20° dia e trés
no 30° dia de incubacdo em condi¢cBes de enriquecimento com 0S compostos
(B, T, E, X). Utilizando o software Past se fez uma andlise da diversidade. Na
tabela 5 pode-se observar os indices de diversidades alfa que as amostras
apresentaram de acordo com o composto com o qual foi enriquecido (BTEX).
Os indices mostram que ndo houve dominio de um isolado em nenhum dos
enriquecimentos. Segundo o indice de Shannon H, no 20° dia de
enriguecimento se obteve o maior nimero de isolados (97 isolados) assim
como a maior diversidade (2.48) no controle. No entanto segundo o indice de
Simpson quem apresenta uma maior diversidade (2.34) é o controle no 10° dia.
O etilbenzeno (2.26), benzeno (2.22) e xileno (1.51) apresentaram maior
diversidade 10°, 20° e 30° dia respectivamente.

Utilizando o indice de diversidade beta Wilson e Schmida, que
considera, o niumero médio de espécies e analisa 0 ganho e a perda das
mesmas entre os enriquecimentos. Assim este indice evidencia as mudancas
no decorrer dos dias, pois quanto mais proximo de zero, maior € a substituicdo
de espécies e maior seu fluxo. Os resultados obtidos ao realizar-se uma
comparacao da variacdo da populacdo bacteriana no decorrer dos dias, nos
diferentes tipos de enriquecimento, estdo apresentados na tabela 6. O menor
valor foi 0.45 (Xileno entre o 20° e 30° dia), o que indicou que no
enriquecimento com xileno houve uma troca de espécies no decorrer dos dias,
isto €, houve uma maior substituicdo de espécies. O mesmo padrdo aconteceu
na presenca de tolueno onde o maior valor foi 0.76 (controle entre o 10° e o 30°
dia) indicando que no controle ndo houve uma troca significativa de espécies,
por tanto as espécies foram muito similares do 10° ao 30°.

A comparacdo entre os diferentes tipos de enriguecimento no
decorrer dos dias de incubacao esta apresentada na tabela 7. O menor valor
0.27 (10° dia entre o benzeno e o controle) indica que no 10° dia houve uma
maior substituicio de espécies entre 0 enriquecimento com benzeno e o
controle, isto € que as espécies isoladas do benzeno foram diferentes das

isoladas no controle. O maior valor 0.75 (entre xileno e tolueno, e entre controle
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e tolueno) indica que apos 30 dias de enriguecimento as espécies que
sobreviveram foram muito semelhantes no controle e no xileno, e no controle e

o tolueno.

Tabela 5: indices de Diversidade Alfa nos diferentes tipos de enriquecimento
(BTEX)

Dia 10 Dia 20 Dia 30

indices |B T E X € B T E X € B T E X ¢C
TaxaS | 6 9 11 6 12 13 10 8 4 17 4 3 3 5 5
Individuos | 74 111 116 44 130 8 69 57 23 97 31 22 35 20 72
Dominancia |0.22 0.13 0.11 0.19 0.10 0.13 0.14 0.21 0.28 0.11 0.29 0.58 0.53 0.24 0.26
SimpsonlD [0.78 0.87 0.89 0.81 0.90 0.87 0.86 0.79 0.72 0.89 0.71 042 0.47 0.76 0.74
ShannonH |1.58 2.09 226 1.73 234 222 209 174 134 248 131 0.71 074 151 1.42
Margalef |1.16 1.70 210 1.32 226 270 213 1.73 096 350 0.87 0.65 056 1.34 0.94
Equitabilit.J |0.88 0.95 0.94 0.96 0.94 0.87 091 0.84 096 0.88 0.95 0.65 0.67 0.94 0.88

Tabela 6: indice de diversidade Beta na comparacdo entre os dias de
Isolamento (10°, 20° e 30° dia) nos diferentes compostos de enriquecimento.
Indice de Wilson & Schmida.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xileno Controle

10°
20°
30°

10° 20° 30° 10° 20° 30° 10° 20° 30° 10° 20° 30° 10° 20° 30°
0.00 0.68 0.60 0.00 047 0.64 0.00 058 100 0.00 1.00 0.45 0.00 0.59 0.76
0.68 0.00 0.53 047 000 0.67 058 0.00 064 100 0.00 056 059 0.00 0.64
060 053 0.00 0.64 067 0.00 1.00 064 000 045 056 0.00 0.76 0.64 0.00

Tabela 7: indice de diversidade Beta na comparacéo entre os diferentes tipos
de enriquecimento (BTEX) no decorrer dos dias. Indice de Wilson & Schmida.

OXm-uw

10° Dia 20° Dia 30° Dia

B T E X C B T E X C B T E X C

0.00 047 041 033 044 000 048 043 053 027 0.00 071 0.71 0.56 0.56
0.47 000 050 0.60 043 048 0.00 0.67 057 041 0.71 0.00 0.67 0.75 0.75
0.41 050 0.00 0.41 048 043 067 0.00 033 060 0.71 0.67 000 0.50 1.00
033 060 041 0.00 044 053 057 033 000 0.71 056 0.75 050 0.00 1.00
0.44 043 048 0.44 000 0.27 041 060 0.71 000 056 075 100 1.00 0.00
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5.2 Identificag&o bioguimica dos Isolados

Os isolados foram avaliados de acordo as caracteristicas
morfoldgicas da colénia (Figura 4, 5, 6, 7 e 8) e submetidas a diferentes testes
bioquimicos. Nas caracteristicas morfolégicas das colbnias observou-se
diversidade quanto a textura das mesmas, forma, cor e cumprimento. Quanto a
avaliacao da célula bacteriana, 25 bactérias foram Gram positivas, 16 bactérias

apresentaram formacéo de endésporo, 15 bactérias apresentaram capsula.

Os resultados das caracteristicas bioquimicas encontram-se na
tabela 8, e estes foram submetidas a chave de classificacdo conforme o
Bergey’s Manual Of Systematic Bacteriology. Onze isolados foram identificados
como sendo do género Bacillus, cinco do género Enterococcus, trés do género
Staphylococcus, trés do género Corynobacterium, dois do género Neisseria,
dois do género Streptococcus, dois do género Pseudomonas, um do género
Lysinobacterium, e um do género Leucobacter. No entanto, ndo foi possivel
classificar as bactérias até nivel de espécie devido a complexidade destes

géneros. Todos os resultados séo apresentados na tabela 9.
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Figura 4- Morfologia das colbnias bacterianas: A, Isolado N°1; B, Isolado N°2;
C, Isolado N°3; D, Isolado N°4; E, Isolado N°5; F, Isolado N°6.
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Figura 5- Morfologia das colbnias bacterianas: A, Isolado N°7; B, Isolado N°8;
C, Isolado N°9; D, Isolado N°10; E, Isolado N°11; F, Isolado N°12.



33

Figura 6- Morfologia das col6nias bacterianas: A, Isolado N°13; B, Isolado
N°14; C, Isolado N°15; D, Isolado N°16; E, Isolado N°17; F, Isolado N°18.
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Figura 7- Morfologia das col6nias bacterianas: A, Isolado N°19; B, Isolado
N°20; C, Isolado N°21; D, Isolado N°22; E, Isolado N°23; F, Isolado N°24.
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Figura 8- Morfologia das colonias bacterianas: A, Isolado N°25; B, Isolado
N°26; C, Isolado N°27; D, Isolado N°28; E, Isolado N°29; F, Isolado N°30.



Tabela 8: Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica dos 30 Isolados realizados do enriquecimento.
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Isolado N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 N°6 N°7 N°8 N°9 N°10
Forma Circular Circular | Circular _ |Irregular |Irregular |Irregular |Irregular Irregular Filamentoso | Irregular
Elevacao Elevado Convexo |Elevado |Elevado |Elevado |Elevado |Elevado Elevado Elevado Umbilicado
Margem Inteira Inteira Inteira Ondulado | Ondulado | Ondulado | Espiral Ondulado | Irregular Ondulado
Diametro 0,05cm 0,3cm 0,2cm 0,2cm 0,3cm 0,3cm 0,2cm 0,3cm 0,6cm 0,5cm
Cor Transparente |Branco Castanho | Marrom | Perola Cinza Cinza claro | Cinza claro | Amarelo Branco
Forma da Célula Cocobacilo Coco Bacilo Bacilo Coco Bacilo Cocobacilo | Cocobacilo | Bacilo Bacilo
Endosporo - - - + - - - +
Capsula + - + - - - - _ + i
Gram + + + + - + - - + +
KOH3% + + + + - + - - + +
Catalase + + + - + + + + + +
Oxidase - + - - + + - + - +
Oxidacao/ o

Fermentacdo (O/F) | Oidacdo i i i - - - - - -
Motilidade + - - - - - - - - +
Citrato - + - - - - + + - -
Nitrato - - + - - - - - i +
VM/VP -1+ /- +/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- +/+
Gelatina - - - - - - - - - +
Indol - - - - - - - - - +
NaCl 7% + + + - + + + + + +
Amido - - - - - - - - - +
Egg Yolk - - - - - - - - - +
Esculina + + - - + + - - + -

*Positivo:+, Negativo:-, Vermelho de metila/ Voges-Proskauer:VM/VP.
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Isolado N°11 N°12 N°13 N°14 N°15 N°16 N°17 N°18 N°19 N°20
Forma Circular | Circular Circular | Irregular | Circular | Circular Irregular Circular Irregular Irregular
Elevacdo Convexo | Elevado | Convexo | Convexo |Convexo| Elevado Elevado Convexo Plana Plana
Margem Inteira | Ondulado Inteira Inteira Inteiro Inteiro Dentado Inteiro Dentada Inteiro
Diametro 0,05cm 0,3cm 0,1cm 0,07cm | 0,05cm 0,5cm 0,8cm 0,1cm 0,8cm 0O,4cm
Cor Amarelo Cinza Branco Cinza Bege Branco Branco Transparente| Branco Cinza
Forma da Célula Coco | Cocobacilo Coco Coco Coco Bacilo Bacilo Cocobacilo Bacilo Bacilo
Endosporo - + + + - + + - - +
Capsula - + - - + + + - - +
Gram - + - + + + + + + +
KOH3% - + - + + + + + + +
Catalase - + - + - + + + - +
Oxidase + - + - - - - - - +
Sé(;%afrig/géo(O/F) ) ) - - O/F - Fermentacgdo O/F - Fermentacao
Motilidade - + - - - + + + + -
Citrato - - - + + - - - - -
Nitrato - - - - - + + - + -
MR/VP -/- -/- -/- -/- -/- -1+ +/- -/- +/+ -/-
Gelatina - - - - - + - - - -
Indol - - - - - + + + + -
NaCl 7% + + + - + + + - + +
Amido - - - - - + - - + -
Egg Yolk - - - - - - - + -
Esculina - - - - + + + - + -

*Positivo:+, Negativo:-, Vermelho de metila/ Voges-Proskauer:-VM/VP.
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Isolado N°20 N°21 N°22 N°23 N°24 N°25 N°26 N°27 N°28 N°29 N°30
Forma Irregular Irregular | Irregular | Irregular |Irregular| Rizoide Circular Irregular |Circular | Circular Irregular
Elevacao Plana Plana Plana Plana Plana Plana Convexo |Umbilicado|Convexo| Plano Plano
Margem Inteiro Ondulado |Ondulado|Ondulado Ondulado| Filamentoso Inteiro Ondulado | Inteiro | Inteiro Ondulado
Diametro 0O,4cm 0,7cm 0,7cm 0,7cm 0,7cm 0,6cm 0,08cm 0,9cm |0,08cm| 0,5cm 0,7cm
Cor Cinza Branco Branco | Branco | Branco Branco [Transparente| Amarelo | Branco | Branco Cinza
Forma da Célula Bacilo Bacilo Bacilo | Bacilo | Bacilo Bacilo Coco Coco Bacilo | Bacilo Bacilo
Endosporo + + + + + + - - - - +
Capsula + - - + + + - + -

Gram + + + + + + + - + + +

KOH3% + + + + + + + - + + +
Catalase + + + + - + - + + + +
Oxidase + - - - - + + - - +
g:;?naegr?tg/gao © /F)Fermentagéo Fermentacéo - Oxidacgéo - - O/F - - - Fermentacao
Motilidade - + + + + - - - - - -
Citrato - - - - - - - - - - -
Nitrato - + + + + + - - - - -
MR/VP -I- -I- +/- +- +- -/~ +/+ -I- -I- -I- -I-
Gelatina - - + - - - - - - - -
Indol - + + + + + - - - - -
NaCl 7% + + + + + + - + - - -
Amido - + - - + + - - - - -
Egg Yolk - + + + - - - - - - -
Esculina - - + + + + - - - - -

*Positivo:+, Negativo:-, Vermelho de metila/ Voges-Proskauer:VM/VP.
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Tabela 9: Identificacdo Bioquimica dos 30 Isolados

Isolado Identificacdo Bioquimica
Isolado N°1 Enterococcus sp.
Isolado N°2 Staphylococcus sp.
Isolado N°3 Bacillus sp.
Isolado N°4 Bacillus sp.
Isolado N°5 Streptococcus sp.
Isolado N°6 Enterococcus sp.
Isolado N°7 Pseudomona sp.
Isolado N°8 Pseudomona sp.
Isolado N°9 Bacillus sp.
Isolado N°10 Bacillus sp.
Isolado N°11 Streptococcus sp.
Isolado N°12 Lysinobacterium sp.
Isolado N°13 Neisseria sp.
Isolado N°14 Staphylococcus sp.
Isolado N°15 Enterococcus sp.
Isolado N°16 Bacillus sp.
Isolado N°17 Corynobacterium sp.
Isolado N°18 Staphylococcus sp.
Isolado N°19 Bacillus sp.
Isolado N°20 Enterococcus sp.
Isolado N°21 Bacillus sp.
Isolado N°22 Bacillus sp.
Isolado N°23 Corynobacterium sp.
Isolado N°24 Bacillus sp.
Isolado N°25 Bacillus sp.
Isolado N°26 Enterococcus sp.
Isolado N°27 Neisseria sp.
Isolado N°28 Bacillus sp.
Isolado N°29 Leucobacter sp.
Isolado N°30 Corynobacteirum sp.

5.3 Curva de crescimento

Com o auxilio do software Statistica 13, foram realizadas as curvas
de crescimento para cada uma dos isolados baseado nos dados resultantes
dos ensaios. A maioria dos isolados atingiu a fase exponencial entre as 12 e 24

horas de crescimento, e todas elas alcancaram a fase estacionaria apos de 48
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horas. No entanto, observou-se apés 96 horas de cultivo que as bactérias
ainda nao atingiram a fase de morte. A densidade 6tica (DO) foi utilizada para
determinar a concentragéo bacteriana a ser inoculada nos testes de tolerancia.
As equacdes da reta entre a DO e as UFC estdo apresentadas na tabela 10.
Nas figuras 9 a 13 encontram-se as curvas de crescimento. Pode-se observar
gue os isolados 18, 23, 26, 27 apresentaram maior taxa de crescimento
enquanto que os isolados 9, 17 e 25 apresentaram a menor taxa de

crescimento.
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Tabela 10: Equacédo das retas que relacionam a densidade 6tica e 0 numero
de UFC para cada uma dos Isolados. Y=Densidade 6tica, X= Unidades
formadoras de col6nias

Isolado Equacédo dareta Confiabilidade
Isolado N°1  y = (107) x - 6(109) R2 = 0.9194
Isolado N°2  y =8(107) x - 6(10°) R2=0.7295
Isolado N°3 'y = (108) x - 4(109) R2 = 0.8612
Isolado N°4  y = 1(108)x - 9(10°) R2=0.7057
Isolado N°5  y=2(107)x-2(108)  R2=0.8439
Isolado N°6 y = 8(107) x - (10°) R2=0.9735
Isolado N°7  y=8(107)x - 4(108)  R2=0.9701
Isolado N°8  y =3(107) x - 2(105) R2=0.9781
Isolado N°9 vy = (10°) x - 21820 R2 = 0.97
Isolado N°10  y =5(107) x - 5(10°) R2 = 0.8594
Isolado N°11  y = 6(107) x - (10°) R2 = 0.9546
Isolado N°12  y =6(108) x - (107) R2=0.7856
Isolado N°13  y = (108) x - 5(10°) R2 = 0.9482
Isolado N°14  y = 3(107)x - (10°) R2 = 0.9589
Isolado N°15  y = 3(108) x - (107) R2 = 0.9405
Isolado N°16  y =2(108) x - (107) R2=0.8957
Isolado N°17 y =9(10°) x - 404939 R2=0.9437
Isolado N°18  y =2(108) x - (107) R2=0.954
Isolado N°19  y = (108) x - 632474 R2 =0.9869
Isolado N°20  y =2(108)x - 3(10%)  R2=0.9523
Isolado N°21  y =2(108)x - 3(10°)  R2=0.9606
Isolado N°22  y=(108)x - 412390  R2=0.9912
Isolado N°23  y = 4(108)x - 2(107)  R2=0.9593
Isolado N°24  y = 2(108) x - 4(10°) R2 = 0.9685
Isolado N°25  y = (107)x - 109375 R2=0.928
Isolado N°26 y =6(10%) x + 234868  R2=0.9042
Isolado N°27  y = (109) x - 3(107) R2 = 0.9742
Isolado N°28 y = 3(108) x - 10° R2 = 0.9846
Isolado N°29 y =2(108) x - 565180 R2=0.9721
Isolado N°30 y =9(107)x - 917443  R2=0.9884




Isolado N°1

Model:  V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.67737)*exp(-exp((2. 27994)-(0.196368)*x))
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Isolado N°2

Model: V2=arexp(-exp(b-c*V/1))
y=(4.22344)*exp(-exp((3.10158)-(0.30841)*x))
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Figura 9: Curva de crescimento dos Isolados 1- 6, cultivados em meio TSB,
sob agitacdo de 120ppm e incubacéo a 25 °C. Apos 96 horas de crescimento.
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Isolado N°7 Isolado N°8

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1)) Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.08821)*exp(-exp((3.6427)-(0.3392)*x)) y=(3.3162)*exp(-exp((3.14848)-(0.248308)*x))
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Model:  V2=a*exp(-exp(b-c*V1)) Model:  V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
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Figura 10: Curva de crescimento dos Isolados 7- 12, cultivados em meio TSB,
sob agitacao de 120ppm e incubacéo a 25 °C. Apos 96 horas de crescimento.



Isolado N°13

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.40356)*exp(-exp((5.11887)-(0.405308)*x))

Isolado N°14

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.19976)*exp(-exp((3.55354)-(0.343155)*x))
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Figura 11: Curva de crescimento dos Isolados 13- 18, cultivados em meio TSB,
sob agitacdo de 120ppm e incubacédo a 25 °C. Apos 96 horas de crescimento.



Log(N/NO)

Log(N/NO)

Log(N/NO)

Isolado N°19

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.87451)*exp(-exp((4.61045)-(0.383635)*x))

Isolado N°20

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(4.27419)*exp(-exp((4.19128)-(0.418815)*x))
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Figura 12: Curva de crescimento dos Isolados 19- 24, cultivados em meio TSB,
sob agitacao de 120ppm e incubacéo a 25 °C. Apos 96 horas de crescimento.
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Isolado N°25

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(2.76099)*exp(-exp((3.72054)-(0.258646)*x))

Isolado N°26

Model: V2=a*exp(-exp(b-c*V1))
y=(3.62127)*exp(-exp((4.06052)-(0.392611)*x))
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Figura 13: Curva de crescimento dos Isolados 25- 30, cultivados em meio TSB,
sob agitacao de 120ppm e incubacéo a 25 °C. Apos 96 horas de crescimento.
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5.4 Tolerancia das bactérias ao BTEX, MTBE e Etanol.

Dos 30 isolados testados, 15 isolados foram tolerantes aos
compostos, de estes, oito foram tolerantes para o crescimento em benzeno,
nove foram tolerantes para o crescimento na presenca de tolueno, quatro para
0 crescimento em etilbenzeno, trés foram tolerantes para o crescimento em
xileno. Todas as bactérias cresceram na concentracdo de 400 ppm de benzeno
e de tolueno, no entanto nessa mesma concentracédo de etilbenzeno e xileno
somente nove e 11 isolados respetivamente conseguiram crescer. Somente 0s
isolados N°22 (Bacillus sp.) e N°26 (Enterococcus sp.) conseguiram crescer
nos quatro compostos e em todas as concentracdes testadas. Na figura 14 se
observa o crescimento em unidades formadoras de colénia das bactérias que

foram tolerantes nas diferentes concentracdes testadas.

Dos 15 isolados selecionados como tolerantes somente seis foram
tolerantes para a mistura do BTEX, sete foram tolerantes para o MTBE e dois
isolados cresceram na presenca de etanol 25%. Sendo que o Isolado N°16
(Bacillus sp.) e o Isolado N°25 (Bacillus sp.) foram tolerantes para crescimento
em BTEX, MTBE e etanol. Na figura 15 se observa o crescimento microbiano

em UFC dos 15 isolados testados na presenca de BTEX, MTBE e etanol.



UFCx10%/mL
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Crescimento microbiano dos Isolados tolerantes ao B, T,E e X
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Figura 14-Crescimento microbiano em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) dos isolados tolerantesao B, T, E
e X, nas trés concentracdes testadas em Meio minimo mineral.



Crrescimento microbiano em presenca de BTEX, MTBE e Etanol.

UFCx10/mL

180
140 330 130 70
pd 20 170
130
210
140 100 %
150
80
210
" 250
190 220 80
110
350
180 230
22 150 120

400ppm | 800ppm | 1600ppm | 1000ppm | 2000ppm | 3000ppm | 48 Horas | 96 Horas |144Horas
BTEX MTBE Etanol(25%)

Isolado N° 29
Isolado N° 26
Isolado N° 25
M Isolado N° 24
M Isolado N° 23
H Isolado N° 22
M Isolado N° 21
M [solado N°20
M [solado N° 19
Isolado N° 17
Isolado N° 16
M IsoladoN® 15
M Isolado N°12
M Isolado N°10

M [solado N°1

49

Figura 15-Crescimento microbiano em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) dos 15 isolados em BTEX, MTBE

e Etanol no meio minimo mineral.
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5.5 Identificacdo Molecular

Na analise filogenética baseada no fragmento 16S do gene de
RNA ribossdmico dos 15 isolados, juntamente com 50 sequéncias
recuperadas das bases de dados (NCBI), foram formados quatro clados
(Bacillus, Enterococcus, Lysinibacillus e Leucobacter). Todos esses
clados apresentaram um valor de bootstrap de 100%, com excecéo do
género Bacillus (93%). Figura 16 mostra a arvore filogenética construida
com um total de 65 sequencias de 351pb utilizando o algoritmo de
Neighbor-joining com 1000 pseudoréplicas de bootstrap (valores
inferiores a 50% ndo estdo representados). Nomes cientificos estao
seguidos pelo codigo do isolado que estdo depositadas no GenBank. O
isolado NBRC 102203 foi utilizado como fora do grupo. Barra indica 0,05

substituicdes por sitio.

Quando comparado com as sequencias homologas
depositadas no Gen Bank, os isolados 10, 19, 21, 22 e 23 ficaram dentro
do clado de B. cereus com 100% de identidade. O isolado 25 ficou
préximo de B. mycoides com 99% de identidade. Os isolados 16, 17 e 24
ficaram entre os clados de B. toyonensis e B. thuringiensis com uma
identidade de 100% para ambas as espécies. Por outro lado, a Isolado 1
agrupou-se com a espécie Enterococcus gallinarum com 98% de
identidade. Nesse mesmo género, os Isolados 15, 26 e 20 ficaram entre
E. lactis e. faecium com 99 e 100% de identidade respectivamente. Ja o
isolado 12 ficou proximo de Lysinubacillus macroides com 99% de
identidade. Finalmente a Isolado 29 ficou dentro do género Leucobacter
préximo das espécies L. salsicius e L. chromiireducens com uma

identidade de 96% para ambos 0s casos.
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Figura 16- Posicao filogenética dos 15 isolados do trabalho (negrito).
Analise baseada no fragmento 16S do gene de RNA ribossdmico.
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5.6 Determinacédo da degradacao bacteriana do BTEX em presenca de
MTBE e etanol

A equacéo da curva de calibracdo gerada para cada um dos
compostos se apresenta na tabela 11. Estas equacdes foram utilizadas
para calcular as concentracbes dos compostos nos testes de
degradacgéo. As concentracdes que resultaram em valores menores que
zero ndo foram consideradas. A figura 18 mostra as concentracdes dos
compostos nos diferentes tratamentos testados no decorrer das 144

horas de cultivo.

Na figura 18, ao compararmos os isolados com o controle, no
ensaio usando BTEX observa-se que nas primeiras 48 horas o isolado
N° 25 obteve uma maior porcentagem de degradacdo; depois de 96
horas o etilbenzeno e o xileno obtiveram degradag&o entre 72 e 96%
com ambos isolados, e as 144 horas o isolado N°16 obteve as maiores
porcentagens de degradacdo chegando até 96% de degradacdo do
xileno. No tratamento com BTEX/MTBE, nas primeiras 48 horas o
isolado N°25 apresentou valores de 70% e 90% de degradacédo do
etilbenzeno e xilenos respectivamente, as 96 horas o etilbenzeno
apresentou valores de 50% e 67% de degradagcédo com o isolado N°25 e
o isolado N°16 respectivamente, 0 m-xileno obteve 69% de degradacao
como o isolado N°25 e o m-xileno 40% com o isolado N°16. Nas 144
horas as porcentagens de degradacao foram abaixo de 30% para todos
0S compostos. Ainda cabe mencionar que a porcentagem de
degradacdo do MTBE nas primeiras 48 horas ficou abaixo de 30% para
ambos isolados, as 96 horas foi de 23 e 79%, e as 144 horas obteve
valores de 23 e 79% de degradacdo com os isolados N°16 e N°25
respectivamente. No tratamento de BTEX/Etanol, as primeiras 48 horas
para os xilenos observou-se uma degradacdo de entre 55% e 75% de
degradacgdo, enquanto que para o etilbenzeno obteve-se valores ao

redor de 50% com ambos isolados; as 96 horas a degradacdo do m-
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xileno foi 44% e 34% com os isolados N°16 e N°25 respectivamente; e
as 144 horas a degradacéao foi 47% e 68% com os isolados N°16 e N°25
respectivamente. As figuras 19-36 mostram 0s cromatogramas gerados
no cromatografo de gases. Nos cromatogramas pode-se observar que o
primeiro pico € o do solvente diclorometano, cuja temperatura de
ebulicdo é de 39,8°C, por isso é o primeiro em ser detectado. Os tempos
de retencdo dos compostos séao 4,6; 6,3; 8,1; 8,3; 8,8 minutos para o
benzeno, tolueno, etilbenzeno, m-xileno, e o-xileno respectivamente.
Fatores de interferéncia foram descartados devido a auséncia de picos
em outros tempos assim determinados para o0s compostos. Nos
cromatogramas do tratamento BTEX/Etanol, se apresentam picos de
produtos ndo identificados, estes picos ndo foram considerados nas

analises.

Com os dados gerados de crescimento microbiano realizou-se
uma curva de crescimento do log(N/No) comparando os trés tratamentos
testados o crescimento em MMM para ambos isolados, a figura 16
amostra as curvas de crescimento geradas, onde pode se observar que
o isolado N°16 obteve maior crescimento no MMM seguido pelo
tratamento com BTEX, BTEX/Etanol e BTEX/MTBE, nessa ordem. O
isolado N°25 obteve maior crescimento no BTEX/etanol seguido por o
MMM, BTEX, e BTEX/MTBE, nessa ordem.
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Tabela 11- Equacdes da curva de calibracdo com padrées do Benzeno,
Tolueno, Etilbenzeno, Xilenos e MTBE em concentra¢cdes de 500, 1000

e 1500ppm.
Tempo 96 Concentracéo " .
Composto  Retencéo Area Equacdo da Reta
(min) (ppm)
500 6966.5
Benzeno  4.624 1000 520053 Y T 2052 110212
1500 295253.6 e
500 68920.9
Tolueno 6.356 1000 991723 Y~ ?_\,227;95 ’é;17752975
1500 296890.7 e
500 486651
Etilbenzeno  8.165 1000 1347213 Y7 10047X 43679
1500 158139 e
500 39630
m-Xileno  8.344 1000 766742 Y7 003 - 5o08:9
1500 125950.4 e
500 16928
0-Xileno 8.833 1000 234042 Y~ f_j’z'{?(’)‘ ;2293;36'7
1500 42098.1 e
500 3674
MTBE 3.641 1000 129239 Y~ };24;98’5535’214
1500 118631.1 e

Y=Area do pico, X= concentrago.
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Crescimento Microbiano do Isolado N° 16 nos trés tratamentos
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Figura 17- Curva de crescimento dos Isolados nos trés tratamentos
testados em meio minimo mineral: A, isolado N°16; B, isolado N°25.
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Figura 18: Concentracdo do B, T, E, X nos trés tratamentos testados, na hora 48, 96 e 144, com inoculacdo dos isolados
N°16 e N°25.
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min
Tempo de retengdo p Altura do Pico Concentragao
Composto . Area .
(min) (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.642 216484 78879.6 1341
Tolueno 6.374 126557.3 49605.5 875
Etilbenzeno 8.182 77494.2 30524 668
m Xileno 8.36 17329.3 5471.3 265
o Xileno 8.85 7900.2 2876.7 221

Figura 19- Cromatograma do Tratamento com BTEX 48 horas de incubagédo: Controle



58

Intensity Intensity
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Composto Tempo de retengdo p Altura do Pico Concentragdo Tempo de ‘ Altura do pico Concentragao
. Area ) Composto . g Area .
(min) (Intensidade) (ppm) Retengdo (min) (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.637 196990 89844 1274 Benzeno 4.63 185734.2 84610.2 1235
Tolueno 6.359 136429.2 59400.9 919 Tolueno 6.353 101547.1 43911.2 766
Etilbenzeno 8.161 111289.5 45627.8 977 Etilbenzeno 8.157 74631.3 30595 642
m Xileno 8.338 24085.2 7625.7 344 m Xileno 8.334 15977.5 5182.4 250
0 Xileno 8.825 10021.5 3681.3 305 o Xileno 8.822 6935.2 25224 183

Figura 20- Cromatograma do Tratamento com BTEX 48 horas de incubagé&o: A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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Benzeno 4.64 176668.1 79703 1203
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Etilbenzeno 8.178 84250.6 34279.1 730
m Xileno 8.356 18102.2 5764.8 274
o Xileno 8.845 7559.8 2737.7 208

Figura 21- Cromatograma do Tratamento com BTEX 96 horas de incubagé&o: Controle
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Intensity Intensity
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0 1 3 4 6 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 6 8 9 10 11 12
min min
Tempo de p Altura do pico Concentragao Tempo de < Altura do pico Concentragao
Compo = . A . Composto ~ . A .
posto Retengdo (min) rea (Intensidade) (ppm) P Retengdo (min) rea (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.577 63943.3 19605.2 812 Benzeno 4.608 43586.7 19480.1 753
Tolueno 6.334 41060 14722.5 500 Tolueno 6.341 31024.9 13402.2 456
Etilbenzeno 8.162 26652.3 10098.1 204 Etilbenzeno 8.15 28656.1 11584.8 222
m-Xileno 8.343 5805.7 1779.7 132 m-Xileno 8.328 6295.4 1997.7 137
o-Xileno 8.835 2542.4 924.2 8 o-Xileno 8.816 3197.8 1112.4 34

Figura 22- Cromatograma do Tratamento com BTEX 96 horas de incubacao: A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.639 110353 50008.9 973
Tolueno 6.369 76597.7 33114.5 656
Etilbenzeno 8.178 55654.7 22701.2 469
m-Xileno 8.356 12703.9 41454 212
o-Xileno 8.847 5934 2217.8 143

Figura 23-Cromatograma do Tratamento com BTEX 144 Horas de incubagé&o: Controle.
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Intensity Intensity
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0 1 3 4 6 10 1 12 ) 0 1 3 4 5 6 8 9 10 11 12
min min
Tempo de p Altura do pico Concentracao Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm) Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.601 24670 9878.5 676 Benzeno 4.584 46903.3 20911.3 742
Tolueno 6.338 13662.8 5402.8 380 Tolueno 6.326 28873.6 12314.8 447
Etilbenzeno 8.148 8612.2 3384.1 39 Etilbenzeno 8.141 19244.7 7659.7 136
m-Xileno 8.328 1827 568.9 86 m-Xileno 8.319 4429.1 1415.4 116
o-Xileno 8.815 925.7 296.6 -56 o-Xileno 8.808 2103.5 764.8 -9

Figura 24- Cromatograma do Tratamento com BTEX 144 horas de incubacao

. A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.646 764386 379996.6 7170
Benzeno 4.635 101024 40740.6 1050
Tolueno 6.366 51344.1 20840.1 728
Etilbenzeno 8.176 27257.5 10652.4 719
m-Xileno 8.355 5805.9 1844.7 280
o-Xileno 8.844 2951.8 1050.8 222

Figura 25-Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 48 Horas de Incubacao: Controle
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Tempo de B Altura do pico Concentragdo
Composto Retengao (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.625 782460 426586.1 7269
Benzeno 4.615 155295.3 71129.2 1129
Tolueno 6.343 98323.2 42091.1 751
Etilbenzeno 8.149 80691.2 32995.1 697
m-Xileno 8.327 17167.1 5495.7 263
o-Xileno 8.814 7040.8 2588.8 187

Figura 26-Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 48 horas de incubagao: A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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MTBE 3.646 764386 379996.6 7112
Benzeno 4.635 101024 40740.6 941
Tolueno 6.366 51344.1 20840.1 545
Etilbenzeno 8.176 27257.5 10652.4 209
m-Xileno 8.355 5805.9 1844.7 132
o-Xileno 8.844 2951.8 1050.8 24
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Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.615 439981.6 210276.9 5296
Benzeno 4.611 67297.6 26487.2 1001
Tolueno 6.341 40137.5 16372.2 599
Etilbenzeno 8.149 26752.9 10547.6 414
m-Xileno 8.327 6065.9 1996.3 187
o-Xileno 8.815 2914 1090.7 76

Figura 27- Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 96 horas de incubagé&o: Controle
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Tempo de < Altura do pico Concentragao Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm) Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.709 388152.4 182696.7 3839 MTBE 3.615 439981.6 210276.9 4290
Benzeno 4.686 62687.9 24303.1 808 Benzeno 4.611 67297.6 26487.2 824
Tolueno 6.39 31742 12618.7 459 Tolueno 6.341 40137.5 16372.2 496
Etilbenzeno 8.176 19019.2 7599.6 134 Etilbenzeno 8.149 26752.9 10547.6 204
m-Xileno 8.353 4084.9 1263.8 112 m-Xileno 8.327 6065.9 1996.3 135
o-Xileno 8.838 1816.6 682.1 -21 o-Xileno 8.815 2914 1090.7 23

Figura 28- Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 96 horas de incubacgéao: A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.626 34959.8 16428.7 3683
Benzeno 4.609 5797.3 2364.9 718
Tolueno 6.339 2950.2 1251.1 423
Etilbenzeno 8.145 2202.3 928 112
m-Xileno 8.325 689.3 178.4 106
o-Xileno 8.81 177 65.4 -30

Figura 29- Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 144 horas de incubacao: Controle
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Tempo de i Alturado pico  Concentracdo Tempo de Altura do pico Concentragio
Composto . Area . p i p ¢
P Retengdo (min) (Intensidade) (ppm) Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
MTBE 3.626 271253.9 120045.9 2822 MTBE 3.626 34959.8 16428.7 767
Benzeno 4.623 39786.6 14650.3 728 Benzeno 4.609 5797.3 2364.9 611
Tolueno 6.36 22309.4 8630.6 418 Tolueno 6.339 2950.2 1251.1 333
Etilbenzeno 8.173 13174.6 5017.3 80 Etilbenzeno 8.145 2202.3 928 220
m-Xileno 8.353 2752.4 864.4 96 m-Xileno 8.325 689.3 178.4 72
o-Xileno 8.842 1270.4 482 -42 o-Xileno 8.81 177 65.4 -86

Figura 30- Cromatograma do Tratamento BTEX e MTBE 144 horas de incubacéo: A, Isolado N°16; B, Isolado N°25.
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Tempo de p Altura do pico Concentragao
Composto Retengao (min) Area (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.642 198151.7 82590.3 1278
Tolueno 6.374 162449.4 66984.2 1033
Etilbenzeno 8.184 137546.6 56026.6 1217
m-Xileno 8.363 31554.9 9687.8 963
o-Xileno 8.852 13375.7 4944 4 439

Figura 31- Cromatograma do Tratamento BTEX e Etanol 48 horas de incubagéo: Controle.
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Tempo de P Altura do pico Concentracao Tempo de p Altura do pico Concentragdo
Compos = . A .
Composto Retencao (min) Area (Intensidade) (ppm) posto Retengdo (min) rea (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.601 134733.7 48340.6 1058 Benzeno 4.63 109672.9 49011.5 971
Tolueno 6.348 94645.7 36624.1 735 Tolueno 6.365 100740.1 42547.4 762
Etilbenzeno 8.169 70382.7 27849.1 603 Etilbenzeno 8.178 81561.1 33134.9 705
m-Xileno 8.348 16357 4946.6 254 m-Xileno 8.356 19484.7 6111.6 290
o-Xileno 8.839 7034.5 2543.3 187 o-Xileno 8.847 8465 3097.6 243

Figura 32- Cromatograma do Tratamento BTEX e Etanol 48 horas de incubacéo: A, Isolado 16; B, Isolado 25.
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Benzeno 4.635 114840.3 39109.9 989
Tolueno 6.368 54807.7 21048.8 561
Etilbenzeno 8.178 25106.1 9956.1 189
m-Xileno 8.358 5701.6 17125 331
o-Xileno 8.848 2458.1 878.4 5

Figura 33- Cromatograma do Tratamento BTEX e Etanol 96 horas de incubacéo: Controle.
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Tempo de P Altura do pico Concentragdo
Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.669 72530.2 31875.6 842
Tolueno 6.39 61028.4 25503.9 588
Etilbenzeno 8.193 45633.5 18613.4 377
m-Xileno 8.371 10357.3 32145 184
o-Xileno 8.861 4453.2 1637.1 84

Figura 34- Cromatograma do Tratamento BTEX e Etanol 96 horas de incubacéo: A, Isolado 16; B, Isolado 25.
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Composto Retengdo (min) Area (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4,709 36624.7 14124.4 717
Tolueno 6.416 22557.9 8790 419
Etilbenzeno 8.206 14683.5 5717.5 94
m-Xileno 8.385 3465.1 1013.3 277
o-Xileno 8.872 1410.9 523 -37

Figura 35- Cromatograma do Tratamento BTEX e Etanol 144 horas de incubagéo: Controle.
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Composto = . Area .
Composto Reten¢do (min) Area (Intensidade) (ppm) P Retengdo (min) (Intensidade) (ppm)
Benzeno 4.668 64478.6 27962.7 814 Benzeno 4.621 8588.7 3062.5 620
Tolueno 6.389 47875.4 19810.6 530 Tolueno 6.36 8686.7 3221.4 358
Etilbenzeno 8.191 30868.7 12475.1 242 Etilbenzeno 8.175 8665 3287.5 39
m-Xileno 8.37 6974 2087.4 145 m-Xileno 8.356 1964.5 583.9 87
o-Xileno 8.859 2909 1074.5 23 o-Xileno 8.846 958.1 313.3 -55

Figura 36- Cromatograma do Tratamento BTEX e

Etanol 144 horas de incubacéo: A,

Isolado 16; B, Isolado 25.
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6. DISCUSSAO

Segundo Maier et al (2009) a populacao bacteriana com potencial de
degradacdo de hidrocarbonetos frequentemente se encontra em pequenas
guantidades no meio ambiente. Isto muitas vezes dificulta o isolamento da
populacdo bacteriana, portanto a etapa de enriquecimento favorece o
crescimento das bactérias que apresentam o fenétipo desejado (Barton et al,
2010). No presente trabalho as amostras coletadas foram enriquecidas com
cada um dos compostos (B, T, E, X) este enriqguecimento funcionou como um
fator seletivo da populagéo bacteriana tolerante ao BTEX. A seletividade foi
evidenciada pelos indices alfa e beta realizado com os dados obtidos onde foi
possivel observar que na medida que foi aumentada as concentracdes dos
compostos a diversidade bacteriana aumentavam e, portanto, mudando no
decorrer dos dias. No 10° dia de enriquecimento houve uma menor diversidade
de bactérias, o que poderia indicar que as bactérias estariam se adaptando as
novas condicdes, ja no 20° dia a diversidade bacteriana aumentou isto poderia
indicar que a populacdo bacteriana, que utiliza o BTEX, foi favorecida o que fez
com que a populagédo presente em menor concentracdo aumentou. Assim, foi
possivel isolar um maior numero de bactérias. No entanto, no 30° dia, quando a
concentragcdo do composto foi maior a diversidade bacteriana diminuiu
consideravelmente, sugerindo que a concentracdo dos compostos atingiu limite

maximo para a tolerancia das bactérias presentes nas amostras.

A identificacdo bioquimica mostrou que a maioria dos isolados
pertence ao género Bacillus. Este género produz endésporos o que lhes
confere resisténcia a diferentes condicbes ambientais extremas, e por esta
razdo frequentemente isolado de ambientes contaminados (De Vos et al.
2009). Outro género identificado foi o Enterococcus que ja foi isolado de
ambientes contaminados com petroleo bruto (Majed et al. 2015). O género
Staphylococcus também ja foi isolado de ambientes contaminados com
produtos petroliferos (Dunyu and Chu, 2014). O género Corynobacteium foi
isolado de aguas residuais de industrias de refino (Aouad and Abbouni, 2012).

Devido a complexidade destes géneros nao foi possivel identificar os isolados
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em nivel de espécie utilizando somente as provas bioquimicas. Por outro lado
com as analises moleculares do gene 16S RNA se conseguiu construir uma
arvore filogenética que nos permite ter uma ideia mais proxima sobre a
identificacdo destes isolados. Assim a analise filogenética nos mostra que o0s
15 isolados tolerantes ao BTEX se agrupam dentro dos clados Bacillus,
Enterococcus, Lysinibacillus e Leucobacter. Alguns dos isolados ficaram
proximos de algumas espécies como B. cereus, B. mycoides, E. gallinarum e L.
macroides. A identificacdo das espécies ficou dificil de ser confirmada devido
ao tamanho da sequéncia de DNA que foi analisada (351pb), embora, nesta
regido, encontram-se regioes de variabilidade entre as espécies que permitem,
em algumas situacées, a identificacio das espécies bacterianas. E importante
assinalar que o isolado 25 ficou muito préximo de B. mycoides e B.
thuringensis. Estas duas espécies pertencem ao complexo de B. cereus e
encontram-se muito préximas umas das outras (De Vos, 2009). No entanto ao
observamos as caracteristicas morfolégicas do isolado 25, este possui uma
colénia com caracteristicas rizoides, o que é muito particular do Bacillus
mycoides. O isolado 16 ficou préximo de B. thuringensis e B. toyonensis, este
altimo € uma nova espécie classificada também dentro do grupo de B. cereus
(Jimenez et al., 2013). Por outro lado, quando comparado com as sequencias
homologas a maioria dos isolados teve a mesma identidade com mais de uma
espécie, isto se deve a que 0 gene 16S ou a sequéncia deste utilizada nao é
suficientemente interespecifico para algumas espécies. Desta forma se
precisaria de outro marcador molecular para separar as espécies. Uma analise
multilocus poderia ser uma melhor alternativa para chegar até o nivel de

espécie.

O crescimento dos isolados mostrou ter uma curva de crescimento
prolongada onde a fase exponencial comeca em 12 horas e vai até 24 horas na
maioria das bactérias, e a fase estacionaria se prolonga até mais das 144
horas, isto pode se dever a que elas foram isoladas de ambientes
contaminados onde as condi¢cdes ambientais sdo adversas, por tanto elas

precisam ativar mecanismos de resisténcia para sobreviver, e quando se



77

encontram em condicbes favoraveis elas conseguem se desenvolver
favoravelmente. Embora a taxa de crescimento do isolado 25(Bacillus sp.)
tenha sido baixo comparado com os outros isolados, este isolado foi o que
apresentou tolerancia para todos os compostos.

Os testes de tolerancia realizados neste trabalho mostraram que
algumas bactérias conseguiram crescer em altas concentracdes de B, T, E, e
X, 0 que indica que elas tém um potencial de degradacdo do BTEX. No teste
de tolerancia aos xilenos (m, p, o-xileno) foi possivel observar que o niumero de
bactérias que conseguiram crescer foi muito menor do que para os outros
compostos testados. Irshaid e Jacob (2015) mencionam que algumas poucas
espécies bacterianas, tais como Nocardia tem capacidade para degradar o-
xileno e utiliza-lo como Unica fonte de carbono e energia. Com os resultados
obtidos pode se deduzir que o nivel limitante de crescimento microbiano dos
compostos fica na ordem de xileno, etilbenzeno, benzeno e tolueno. No teste
de tolerancia ao BTEX (mistura) somente seis bactérias conseguiram crescer.
Algumas destas bactérias que cresceram em BTEX nao tinham crescido em
etilbenzeno e xileno, isto poderia indicar que existe uma interacdo entre os
compostos. Mi-Seon et al. (2008) relata que o tolueno na mistura do BTEX

facilita 0 acesso dos outros compostos para as bactérias.

Por outro lado, a degradacédo aerébica de MTBE por culturas mistas
ou consorcios tém sido relatados por muito trabalhos que assinalam que
géneros como Methylobacterium sp., Rhodococcus sp., Arthrobacter sp. podem
crescer em altas concentracdes de MTBE (Mo et al., 1997; Bradley et al., 1999;
Kane et al., 2001). O teste de tolerancia ao MTBE realizado neste trabalho
mostrou que na medida em que se aumentava a concentracdo de MTBE, o
numero de bactérias que conseguiram sobreviver diminuia. Assim, somente
sete bactérias conseguiram crescer na maior concentracdo de MTBE. Quanto
aos testes com etanol 25% somente duas bactérias conseguiram crescer isto
mostrou que nessa concentragcdo o etanol € um limitante no crescimento

bacteriano. Este resultado também foi observado por Powers et al (2002) que
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afirmam que em concentracdes maiores a 100,000 mg/L o etanol inibe o

crescimento dos microrganismos.

A degradacdo do BTEX por microrganismos tem sido reportada em
outros trabalhos, algumas das bactérias reportadas s&o Ralstonia,
Microbacterium, Mycrobacterium, Azoarcus, Thauera, Burkholderia e
Sphingomonas (Wang et al., 2008). Os resultados deste trabalho mostram que
a bactéria que apresentou maior porcentagem de degradacdo no teste do
BTEX foi o isolado 16 classificado como pertencente aos clados B. toyonensis
e B. thuringensis foi quem apresentou maior porcentagem de degradacao em
todos os compostos comparado com o isolado 25. O B. thuringensis foi
reportado como degradador de hidrocarbonetos derivados do petréleo (Celio,
2015). Quanto o teste de BTEX/MTBE e BTEX/Etanol o isolado 25 classificado
préximo do clado B. mycoides, foi quem apresentou maior porcentagem de
degradacdo. Esta espécie ja tem sido utilizada na biorremediacdo de solos
contaminados com residuos de petréleo (Yudono, 2009).

Comparando-se o0s trés tratamentos BTEX, BTEX/MTBE,
BTEX/Etanol, o tratamento que apresentou maior porcentagem de degradacao
foi 0o BTEX seguido pelo tratamento BTEX/MTBE e finalmente BTEX/Etanol. No
ensaio com BTEX onde se observou maior porcentagem de degradacdo dos
compostos pode se afirmar que a unica fonte de carbono foram os compostos,
portanto as bactérias foram obrigadas a usa-los como fonte de energia. Ja nos
tratamentos BTEX/MTBE e BTEX/Etanol, as bactérias tinham também
disponivel outra fonte de carbono (MTBE e Etanol) que poderiam ser utilizadas

como fonte mais simples de carbono.

O tratamento BTEX/MTBE obteve maior porcentagem de
degradacdo do que BTEX/Etanol, isto se pode dever a que o MTBE néo
interagdo com nenhum dos compostos do BTEX entdo a degradacao de este
nao é afeitada. No entanto, como o MTBE ¢é facilmente metabolizado pelas

bactérias (Pruden e Suidan, 2004) estas podem preferir utilizar o MTBE e nao o
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BTEX. Por outro lado, o etanol em altas concentracbes funciona como um
agente inibidor do crescimento microbiano, portanto a populacdo bacteriana vai
ser afetada de maneira negativa e como consequéncia a degradagédo vai
diminuir de maneira significativa. Cabe ressaltar que os cromatogramas de
BTEX/Etanol apresentaram picos de compostos desconhecidos, estes picos
podem pertencer a metabolitos secundarios formados pela interacdo do BTEX
e o Etanol, estes picos também estiveram presentes no controle onde néo tinha

nenhuma bactéria.

Outros fatores que puderam afetar os resultados da degradacéo do
BTEX séo a concentracdo dos compostos, a concentragdo de biomassa ativa,
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes inorganicos, receptores de
elétrons, e adaptacdo microbiana (Alvarez and Vogel, 1991). Estes outros
fatores poderiam explicar o porqué que a concentracdo do xileno nos trés

tratamentos mostrou resultados tao diferentes.
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7. CONCLUSOES

e Nas 4guas residuais da industria petroquimica existe uma
populacdo bacteriana que tem potencial de degradagao de
hidrocarbonetos.

e O género Bacillus foi mais predominante nas aguas residuas
da inddstria petroquimica em estudo.

e Dentro do género Bacillus existem espécies que podem utilizar
o BTEX como fonte energia.

e A degradacdo do BTEX é afetada de maneira negativa pela
presenca de aditivos oxigenados.

e Na presenca de Etanol 25% a degradacédo do BTEX diminui.

e O MTBE nao tem um efeito significativo na degradacéo do
BTEX.

e A cromatografia de gases com FID é uma tecnologia eficiente
na quantificacdo do BTEX.
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9. APENDICE

9.1 Apéndice 1: Protocolo de extragdo de DNA

1) Centrifugar 4ml de meio com cultura de 14 horas a 10000rpm por 5minutos
2) Lavar 2 vezes com 1 mL TE centrifugar por 5 minutos a 10000rpm
3) Resuspender as células em 700uL de SET

4) Adicionar 50 uL de lisozima 20mg/L

5) Homogeneizar

6) Incubar em banho maria durante 1 hora a 37°C

7) Adicionar 75uL 10% do volumem de trabalho de SDS 10%

8) Homogeneizar

9) Adicionar 12,5ul de RNAse 4mg/L

10)Homogeneizar

11)Incubar por 1 hora a 37°C

12)Adicionar 20uL proteinase K

13)Homogeneizar

14)Incubar em banho maria durante 2 horas a 55°C

15)Adicionar 207ul de NaCl 5M fazer o processo em gelo e deixar por 15 minutos
16)Completar o volume com cloroférmio ate 1,5ml

17)Homogeneizar

18)Centrifugar a 13000 rpm por 7 minutos a 4°C

19)Transferir o sobrenadante para um tubo novo

20)Adicionar fenol a razéo 1:1

21)Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C

22)Transferir o sobrenadante para um tubo novo

23)Adicionar fenol/cloroférmio a razéo 1:1

24)Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C

25)Transferir o sobrenadante para um tubo novo

26)Adicionar fenol/cloroférmio a razéo 1:1

27)Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C

28) Transferir o sobrenadante para um tubo novo



29)Adicionar cloroférmio/alcool isoamilico a razéo 1:1
30)Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos a 4°C
31)Transferir o sobrenadante para um tubo novo
32)Adicionar Alcool isopropilico 2,5 vezes o volumem
33)Incubar a -20°C por 18 horas

34)Centrifugar a 13000 rpm por 20minutos
35)Desprezar o sobrenadante

36)Adicionar alcool 500ul etilico ao 70%
37)Centrifugar a 13000 rpm por 20minutos
38)Desprezar o sobrenadante

39)Deixar secar

40)Resuspender o DNA em 100ul de TE ou agua miliQ
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