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RESUMO

CAVALCANTI, Giselle da Silva. Aplicagdo de Biossensor Bioluminescente na
deteccao do HPA Naftaleno em solo contaminado com 6leo cru. Rio de Janeiro,
2010. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de Quimica, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2010.

Biossensores microbianos capazes de emitir luz perante um composto
especifico surgem como uma alternativa de ferramenta analitica para a medida de
um contaminante. A bactéria Pseudomonas fluorescens HK 44 foi selecionada para
deteccao de naftaleno em amostras de solo contaminado com petréleo, por ser uma
cepa capaz de emitir luz suficiente para servir como um biossensor e como um
reporter da atividade biodegradativa deste hidrocarboneto aromatico policiclico. A
genuina aplicacdo dos biossensores na area ambiental, entretanto, encontra alguns
entraves, uma vez que 0s sensores biologicos devem ser expostos a amostras de
natureza aquosa, em um meio tamponado. Desta maneira, a analise das amostras
de solo contaminado se deu ap0s a etapa de extracdo quimica com a hidroxipropil -
beta - ciclodextrina (B-HPCD), por esta ser considerada uma metodologia de
extracdo ndo exaustiva capaz de refletir a fracdo biodisponivel do HPA naftaleno. No
presente trabalho, a cepa HK44 foi aplicada no monitoramento do teor de naftaleno
presente em amostras de solo provenientes de um sistema experimental de
Atenuacdo Natural Monitorada contaminado com 06leo cru nas propor¢cdes de 0,5%;
2,5% e 5% (p/p), exposto a intempéries por um periodo de 15 meses. A
concentragdo inicial de naftaleno assinalada pelo sensor microbiano foi de 17,2
mg/kg na condicdo do solo 5,0% contaminado. No quinto més de contaminacao foi
apontada pelo instrumento sensor uma concentracao residual de naftaleno igual a
5,8 mg/kg na condicdo de maior adicdo de 6leo (5%). A partir do oitavo més, nao foi
possivel detectar a presenca do analito no solo em qualquer das concentracdes
experimentadas. Os resultados obtidos pelo biossensor corroboram outras analises
deste sistema experimental que apontam um elevado percentual de remocdo de
0leo ja no sexto més de contaminacdo. Deste modo, a bioluminescéncia mostrou ser
uma técnica sensivel a poluentes organicos em matrizes ambientais complexas,
sendo o biossensor proposto capaz de fornecer uma excelente resposta qualitativa
da presenca do hidrocarboneto naftaleno em solos contaminados com 6leo cru.



ABSTRACT

CAVALCANTI, Giselle da Silva. Application of Luminescence — based Biosensor
in detection of Naphthalene HPA from a soil contaminated. Rio de Janeiro, 2010.
Disertation (Master in Science) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, 2010.

Microbial biosensors capable of emitting light in response to a specific
compound emerge as an alternative analytical tool to detect a contaminant. The
bacterium Pseudomonas fluorescens HK44 was selected as a detector of
naphthalene in soil samples contaminated with oil, for the reason that this is a strain
capable of emitting light enough to serve as a biosensor and as a reporter for the
biodegradative activity of this polycyclic aromatic hydrocarbon. A genuine application
of biosensors in the environment field, however, faces some barriers, since the
biological sensors perform in agueous phase and a buffered medium. Therefore, the
analysis of samples of contaminated soil began after the chemical extraction step
with hydroxypropyl - beta - cyclodextrin (B-HPCD), a non-exhaustive extraction
technique used to assess the fraction of the naphthalene capable of undergoing
microbial degradation in soil. In this study, the strain HK44 was used in the detection
of naphthalene present in soil samples from a Natural Monitored Attenuation (NMA)
experimental system, contaminated with crude oil in three different concentrations
(0.5%, 2.5% and 5% w/w), exposed to intemperies for 15 months. The initial
concentration of naphthalene at the soil 5% contaminated with crude oil was found to
be 17,2 mg/kg. In the fifth month of experiment a residual concentration of
naphthalene of 5.8 mg / kg was identified by the sensor tool in soil contaminated to
5%. From the eighth month, it is not possible to distinguish the analyte in the soil at
any condition tested. The results obtained by biosensor instrument corroborate other
analyses of the same experimental system that demonstrate an effective removal of
a great part of the oil, after six month of NMA strategy. Accordingly, the
bioluminescence was found to be a technique sensitive to organic pollutants even in
environmental matrices, the proposed biosensor was able to provide an excellent
gualitative response to the presence of hydrocarbon naphthalene in solil
contaminated with crude oil.
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CAPITULO I: INTRODUGCAO

A determinacdo de poluentes orgéanicos persistentes (POPs) em matrizes
complexas como o solo é de grande importancia ambiental. O solo € um meio com
intensa atividade microbiologica, ambiente para a decomposi¢cdo, equilibrio e
renovagdo quimica, em decorréncia de suas propriedades filtrantes, de
tamponamento e de converséo de substratos. Devido suas caracteristicas, em sitios
contaminados, o0 solo pode representar grandes reservatérios destes contaminantes

organicos de carater recalcitrante (Doick et al, 2005).

Uma classe especifica de POPs, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPASs), sdo compostos mutagénicos e carcinogénicos, introduzidos no ambiente em
grandes quantidades, entre outros, em decorréncia das atividades relacionadas a
extracdo, ao transporte, ao refino, a transformacéo e a utilizacdo do petrdleo e de

seus derivados (MORET & CONTE, 2000).

O naftaleno, um hidrocarboneto composto por dois anéis aromaticos, € por si
s6 um analito importante, além de poder ser considerado como um sistema modelo
ao visar-se o biossensoriamento de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

em solos impactados por petrdleo (CUYPERS et al., 2001)

Tradicionalmente, a medida de compostos organicos e inorganicos em
matrizes complexas € realizada por técnicas de extracdo exaustivas, de modo a
determinar as concentracdes totais de contaminantes organicos através da aplicacéo
de solventes organicos (n-hexano, diclorometano) e sistemas como Soxhlet,
Ultrassom e ASE (Acelerated Solvent Extraction; DIONEX), que normalmente nao

correspondem a fracdo do contaminante realmente disponivel a biota do solo.



Combinando a seletividade e a sensibilidade da biologia ao potencial de
processamento dos componentes microeletronicos modernos, os biossensores vem
surgindo como alternativa de deteccéao de poluentes, oferecendo novas ferramentas
analiticas a serem aplicadas no diagnéstico das condi¢cdes do meio ambiente (TECON
& MEER, 2008). Sensores biologicos podem ser mais lentos e menos duraveis que
técnicas analiticas instrumentais, mas tem a importante vantagem de proporcionar

informacé&o sobre biodisponibilidade ou biotoxicidade da matriz.

Dentre os diversos biossensores propostos, 0s microbianos apresentam
vantagens sobre aqueles que utilizam componentes biologicos isolados, como
enzimas e anticorpos, por possuirem vida util mais longa, serem mais tolerantes a
variagbes de pH e temperatura e ainda serem mais baratos, uma vez que o

componente biolégico néo precisa ser isolado (YAGI, 2007).

Na area ambiental estes novos sistemas de deteccdo baseados em sensores
microbianos estdo em desenvolvimento e na grande maioria usam a resposta
luminescente a um composto téxico presente no meio poluido (KARUBE & NAKANISHI,
1994). Reporteres que geram respostas fluorescentes ou luminescentes sao
bastante atrativos, uma vez que a bioluminescéncia € um dos métodos de deteccao

mais sensiveis da atividade metabdlica.

Os experimentos de bioluminescéncia apresentam ainda importantes
vantagens por serem nao-invasivos e nao-destrutivos. A aplicacdo de fusdes
génicas com genes Ilux provenientes de varias espécies bacterianas
bioluminescentes oferecem a possibilidade de combinacdo, em um Unico
microrganismo, tanto da identificacdo e quantificagdo de um componente especifico,

quanto do seu potencial de impacto em um organismo vivo, a biodisponibilidade



(RoDA et al, 2004). Varios trabalhos ilustram o potencial da biologia molecular no
projeto de biossensores bioluminescentes para a detecgdo de HPAs (BARKAY et al,
1997; STICHER et al, 1997; REID et al, 1998; RASMUSSEN et al, 2000;. TIBAZARWA et al,

2001; KuN-LIN et al, 2005; MULCHANDANI et al, 2005; RODA et al, 2004).

Na presente dissertacdo, a bactéria Pseudomonas fluorescens HK44,
(HEITZER et al., 1998; VALDMAN, 2004) capaz de responder sensivelmente ao
naftaleno desenvolvendo bioluminescéncia quando exposta a este hidrocarboneto
policiclico aromatico, foi selecionada para a sua aplicacio como um sensor da
exposicdo ao naftaleno e como um reporter da atividade biodegradativa deste, em

amostras de solo contaminadas com dleo cru.

O presente estudo faz parte de um projeto desenvolvido por um grupo de
pesquisa composto por pesquisadores do CPMA/CETEM/MCT, DEB/EQ/UFRJ,
IM/CCS/UFRJ, FEEMA e ENSP/FIOCRUZ, financiado pela Petrobras/CENPES que
visa investigar aspectos quimicos, fisico-quimicos e biologicos da qualidade de solos
impactados por atividades da industria do petrdleo, o denominado projeto Solo
Integral. Neste projeto foi montado um sistema experimental para simulacdo do
processo de atenuacdo natural, onde o principal objetivo foi simular o efeito desta
estratégia de remediacdo na biodisponibilidade do Oleo. Para tanto diversas
metodologias foram utilizadas, cabendo ao grupo da DEB/EQ/UFRJ aplicar o
instrumento biossensor microbiano bioluminescente, de modo a avaliar a capacidade

deste em detectar e estimar a fragédo biodisponivel do contaminante naftaleno.



CAPITULO II: OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral prover um instrumento biolégico
de avaliacdo da qualidade ambiental de solos impactados por atividades de petréleo,
enfocando em uma classe especifica de contaminante, os hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos, aplicando como elemento biolégico de um biossensor o
microrganismo geneticamente modificado P. fluorescens HK44 e como transdutor
um detector bioluminescente, para a deteccdo de naftaleno em amostras de solo

contaminadas com 0leo cru.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

As etapas descritas abaixo foram desenvolvidas na intencdo de se alcancar o

objetivo geral da presente dissertacdo, a saber:

X4

X Desenvolver e otimizar procedimentos de analise, utilizando um biossensor
baseado no principio da bioluminescéncia, para deteccdo de naftaleno em

amostras de solo contaminado com 6leo cru;

R/
A X4

Caracterizar o estado fisiolégico e a concentragcédo celular que leva a melhor
resposta luminescente frente a uma concentracdo fixa do composto
contaminante;

X Verificar a influéncia de outros elementos presentes no meio e fatores como
tempo do cultivo celular e do estoque da solucdo de naftaleno na emissao

luminescente da cepa HK44;

K/
°e

Construir a curva de calibragdo para o instrumento biossensor;



X/
°e

Selecionar a estratégia de extracdo do contaminante organico naftaleno da
matriz solida que, em tese, melhor represente a fragdo biodisponivel deste
hidrocarboneto;

Otimizar a técnica de extracdo ndo-exaustiva (NEET) com a B-HPCD para
obtencéo da fracdo de naftaleno teoricamente biodisponivel para o solo;
Avaliar a viabilidade e os beneficios de se aplicar o sistema biossensor no
monitoramento da degradacdo do naftaleno com o tempo, em um sistema

experimental de Atenuagéao Natural Monitorada.



CAPITULO llIl: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O PETROLEO E SEUS IMPACTOS

O rapido desenvolvimento tecnoldgico do século XX foi acompanhado por um
expressivo crescimento na industria do petroleo, dado ao amplo emprego deste
recurso natural. Utilizado comercialmente a partir do século XVIII na industria
farmacéutica e na iluminacéo, sua aplicacdo atualmente além de importante fonte de
energia, inclui também, com o advento da petroquimica, a producdo de centenas de
produtos, o que tornou o petroleo imprescindivel na utilidade e comodidade da vida
moderna. Entretanto, atividades legais (producédo e transporte de petrdleo), assim
como acodes ilegais ou acidentais (despejo de residuos liquidos contaminado com
petroleo e seus derivados) tem levado a contaminacdo de diversos compartimentos

ambientais (PENNER, 2000).

O Petréleo, formado por processos biogeoquimicos, é uma substancia oleosa,
inflamavel, geralmente menos densa que a agua, com odor caracteristico. Trata-se
de uma combinacdo de hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos em
proporcdes variaveis (Figura Ill.1), contendo impurezas, como 0s compostos de S, N
e O e metais, e suas caracteristicas variam de acordo com o campo produtor, até em
um mesmo campo, podendo estar dissolvidos em sua massa liquida gases, solidos e
suspensdes coloidais. Em decorréncia disto, as propriedades fisicas do petréleo
podem variar bastante, podendo se ter 6leos muito fluidos e claros, com grandes
proporcdes de destilados leves, a 6leos muito viscosos e escuros, com grandes

proporc¢des de destilados pesados (MARSHALL & RODGERS, 2003).
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Figura lll.1 Estrutura quimica de alguns compostos encontrados no petréleo (Fonte: Baptista, 2007).

Apesar destas diferencas em suas caracteristicas fisicas, sua composicao
elementar varia muito pouco, visto que o petrdleo é composto por séries homologas

de hidrocarbonetos (VALLE, 2007).

O Oleo cru, fracdo liqguida do petrdleo, é fisicamente, quimicamente e
biologicamente perigoso por conter muitos compostos téxicos, dentre eles os HPAs
em concentracdes relativamente altas. Os HPAs sdo considerados a classe de

carcinégenos humanos mais amplamente distribuida no ambiente (L1 et al., 2005)



[11.1.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) que compreendem uma
classe complexa de compostos benzéicos multi-anéis condensados, sdo importantes
poluentes ambientais originados de uma ampla variedade de fontes naturais e

antropogénicas.

Investigados primeiramente nas décadas de 60 e 70 (Vo-DINH et al., 1998),
0os HPAs sdo compostos quimicos constituidos unicamente de atomos de carbono e
hidrogénio, arranjados na forma de dois ou mais anéis aromaticos. Devido a
possibilidade da fusdo de um numero variavel de anéis e das varias posi¢cdes em
gue estes anéis podem se ligar entre si existe atualmente mais de 100 HPAs
reconhecidos pela IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).
Apesar disso, somente uma pequena parte destes HPAs sdo considerados em
funcdo de sua importancia industrial, ambiental e toxicologica (POTIN et al., 2004). A

Figura Ill.2 apresenta alguns dos HPAs comumente encontrados no petroleo.

A altas temperaturas, 0s compostos organicos sao parcialmente divididos em
fragmentos instaveis menores (pirélise), a maioria radicais, que se recombinam para
gerar HPAs relativamente estaveis (pirosintese). A aromatizacdo também pode
ocorrer a baixas temperaturas (100 — 150° C), mas requer muito mais tempo e gera
grande quantidades de HPAs alquilados. Este € o caso da formacao natural de
combustiveis fosseis, resultado da degradacdo da matéria organica durante milhares

de anos (MORET & CONTE, 2000).
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Figura lll.2 Férmula estrutural e nomenclatura de alguns HPAs (Fonte: Costa, 2001)

Os HPAs séao lipossoluveis, podendo atravessar prontamente a barreira
seletiva das células, sua bicamada lipidica, sendo absorvidos pelo organismo via
inalacéo, exposicdo oral e dermal, com posterior acumulo no tecido adiposo (NETTO
et al., 2000). O metabolismo dos HPAs gera compostos epdxidos com propriedades

carcinogénicas e mutagénicas, tendo sido relatados inUmeros casos de cancer no
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pulmao, intestino, figado, pancreas e na pele, devido a presenca desses compostos

(CHAKRADEO et al., 1993).

A elevada taxa de mortalidade em seres humanos (cerca de 6,5 milhdes de
pessoas morrem de cancer anualmente) e o fato dos tratamentos para estas
doencas serem dispendiosos, demorados e normalmente trazerem muito sofrimento
aos doentes, expbem claramente os beneficios potenciais que o entendimento, a
avaliacdo e o controle da exposicdo humana a substancias que possuam atividade
carcinogénica/mutagénica podem trazer, particularmente quando sabe-se que a
grande maioria dos canceres resulta de interacdes genéticas e ambientais, sendo as
causas externas (ambientais), em conjuncdo com fatores de suscetibilidade

adquirida, as mais importantes (NETTO et al., 2000).

No caso dos HPAs e seus derivados, isto é feito geralmente através do
monitoramento dos niveis ambientais destas substéncias, do conhecimento das
suas vias de penetragcdo no organismo, de seu metabolismo, bem como da
avaliacdo precoce de seus efeitos bioldgicos. Varios componentes deste grupo sao
capazes de reagir diretamente, ou apos sofrerem transformacdes metabdlicas, com

o0 DNA, tornado-se potenciais carcindgenos e eficientes mutagenos.

Os HPAs sao gerados naturalmente, e de forma continua, pela combustéo
incompleta de substancias orgénicas, como residuos vegetais, madeira, matéria
organica, etc. Porém, a contaminacdo do solo é um tipico efeito da atividade
antropogénica devido a producado industrial dos HPAs, a producdo de carvao
vegetal, a extracdo e gaseificacdo do carvdo mineral e aos processos de extracao,
transporte, refino, transformacdo e utilizacdo do petrdleo e de seus derivados

(BAMFOTH & SINGLETON, 2005).
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Independentemente da atividade industrial, os centros urbanos sao os locais
com maior potencial de contaminacdo dos HPAs, por conta dos postos de
combustiveis, que podem contaminar o ar, o solo, o subsolo e as aguas
subterraneas com hidrocarbonetos resultantes dos vazamentos nos tanques
subterrdneos de armazenamento de combustiveis. Além disso, motores veiculares,
oficinas mecéanicas e garagens de automoéveis sdo também fontes geradoras de
HPAs nas cidades (LIMA et al.,1998). Assim, devido a estas atividades, o solo recebe
anualmente quantidades consideraveis dos HPAs que, em funcdo da complexidade
da sua estrutura quimica, da sua baixissima solubilidade em agua (como exemplo, a
do antraceno é de somente 0,073 mg L) e da forte tendéncia de sorcdo a fase
solida do solo, tornam-se recalcitrantes e permanecem por longos periodos no
ambiente, o que aumenta a possibilidade de exposicdo de humanos e animais a

€sses compostos.

No Brasil, a resolucdo CONAMA 420 de 30/12/2009 trata da contaminacao do
solo e das aguas subterraneas pelos HPAs. Nesta legislacdo, o naftaleno, HPA
objeto do presente estudo (incluido na soma dos 10 HPAS) apresenta um Valor de
Referéncia de 0,2 mg kg™, o que significa que, em concentracdes iguais ou menores
a esta, o solo pode ser considerado “limpo”. O Valor de Intervencéao indica que ha
riscos para a saude humana e para o ambiente, sendo que a ultrapassagem desse
valor em um volume de solo de 25 m® ou em 100 m® de 4gua subterranea impdem a
necessidade de implementacdo na area avaliada de acdes voltadas para a sua
remediacdo. Para o naftaleno, o Valor de Intervencéo é de 30 mg kg em solos
agricolas, de 60 mg kg™ em solos residenciais e de 90 mg kg™ em solos industriais.
Na &agua subterranea, o valor de intervencdo para este HPA é de 100 pg L™

(CONAMA, 2009).
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Em termos mundiais, a legislacdo ambiental existente sobre HPAs esta
principalmente nos Estados Unidos, sob competéncia da Agéncia Americana de
Protecdo Ambiental (USEPA), e na Unido Européia, através da Comissdo das
Comunidades Européias e da Lista Holandesa de Valores de Qualidade do Solo e
da Agua Subterranea, sendo esta referéncia utilizada por alguns 6érgdos ambientais
brasileiros. O Instituto Estadual do Ambiente (INEA), 6rgdo ambiental estadual do
Rio de Janeiro (RJ), adota os valores orientadores constantes da “Lista Holandesa”,

como base para estabelecer valores de qualidade do solo.

Algumas propriedades fisico-quimicas importantes para se entender o
comportamento ambiental e bioloégico de representantes do grupo dos HPAs sao
mostradas na Tabela Ill.1. A tabela IIl.2, retirada de Telhado (2009) apresenta os

valores referenciais e orientadores para o solo na Holanda e na resolucdo CONAMA

420.

Tabela lll.1 Propriedades fisico-quimicas de alguns HPAs e HPANs

Substancia Peso Presséao Log Constante | Solubilidade | Tempo de
molecular | de vapor K de Henry em H,0 meia vida
(o/a)
(g/mol) (Pa, 250 C) no solo
(mglL)
Naftaleno 128 36,8 3,37 1,74x107 31 <125d
Acenaftileno 152 4,14 4,00 3,39x10° 16,1 43-60d
Fluoreno 166 0,71 4,18 3,18x10° 1,9 32d
Fenantreno 178 0,113 4,57 1,31x10° 1,1 2d
Antraceno 178 0,0778 4,54 1,60x10° 0,045 50d-1,3a
Pireno 202 0,0119 5,18 3,72x107 0,132 210d-5,2a
Benzo[a]pireno 252 2,13x10° 6,04 1,86x10° 0,0038 269d-82a
Benzo[ghi]perileno 276 2,25x10° 6,5 3,03x10° 0,00026 <9,5a
Coroneno 300 1,98x10™0 6,75 1,72x10°" 0,00014 -
1-Nitronaftaleno 173 6,38x10™ 3,32 - 18 -
1-Nitropireno 247 4,69

(*) d = dias e a = ano. (Fonte: adaptado de Netto, 2000).
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Como pode ser observado na Tabela Ill.1, estas substancias s&o pouco
sollveis em agua e, em geral, sua solubilidade diminui com o0 aumento do numero
de anéis. HPAs apresentam também, coeficientes de particdo octanol/adgua
superiores a 1000, demonstrando grande afinidade lipofilica que aumenta com o
namero de anéis aromaticos da molécula. Por outro lado, a volatilidade destes
compostos diminui com o aumento do peso molecular e, consequentemente, HPAs
de pesos moleculares mais baixos sdo mais volateis e apresentam maiores pressfes
de vapor que os mais pesados. O mesmo é observado com os valores da constante

de Henry que diminui com o0 aumento do peso molecular destas substancias.

Como consequéncia destas propriedades, na atmosfera, estas substancias
podem ser encontradas tanto na fase gasosa quanto adsorvidas no material
particulado. A concentracdo de cada componente em ambas as fases € funcao de

sua volatilidade e de sua afinidade pelas superficies das particulas atmosféricas.

No solo, HPAs encontram-se geralmente adsorvidos no material constituinte e
ficam retidos nas camadas superiores. A meia vida do composto de maior peso
molecular é relativamente elevada e indica que sua degradacdo € lenta, pela
incapacidade dos microrganismos autéctones em metabolizar, pela falta de
nutrientes a microbiota degradadora ou pela baixa biodisponibilidade dos HPAs aos
microrganismos degradadores, devido a sorcdo a fase sdlida mineral e organica do

solo (JOHNSEN et al., 2005).
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[11.1.2 Naftaleno

O naftaleno é um HPA composto por dois anéis aromaticos condensados,
cuja férmula quimica € C,0Hs e 0 peso molecular, 128,17 (Figura IlI.3). Possui trés
estruturas de ressonancia, sendo que suas ligacées carbono-carbono nédo possuem
0 mesmo comprimento, as pontes C1-C2, C3-C4, C5-C6, e C7-C8 apresentam cerca
de 1,36 A, enquanto as demais pontes possuem cerca de 1,42 A. Outra
caracteristica apresentada por este composto é a facilidade de sublimacdo a

temperatura ambiente (MIRANDA, 2008).

2
| == =3
3

[ —

8
7 TN TS
Ny Xy

Figura Ill.3 Estrutura quimica do Naftaleno e suas estruturas de resonancia. As posi¢cdes 1,4,5¢e 8
indicadas na figura sdo chamadas posicdes alpha e as posicdes 2,3,6 e 7 sdo chamadas posicdes
beta (Fonte: Miranda, 2008).

O estudo de sua presenca em ambientes contaminados é de grande
importancia devido a sua grande solubilidade em agua (31,7 mg/L), maior do que o
limite recomendado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA)

(0,1 mg/L).

A exposicdo aguda de humanos ao naftaleno por inalacdo, ingestdo e
contato com a pele estd associado a anemia hemolitica, ao dano dos rins e, em
criancas, ao dano cerebral. Os sintomas da exposi¢ao aguda incluem dor de cabeca,
nausea, vomitos, diarréia, anemia, convulsdes e coma. Ja a exposicdo crbnica ao
naftaleno pode causar cataratas e danos da retina. Este poluente influencia ainda

sistemas enddcrinos e enzimaticos. Existem diversos estudos mostrando que o
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naftaleno passa pelo metabolismo enzimético oxidativo do citocromo P450,
resultando na producdo de metabalitos reativos, que levam a deplecao da glutationa,
com consequente estresse oxidativo (STOHLS et al, 2002). O estresse oxidativo
resultante produz efeitos danosos em tecidos, incluindo opacificacéo do cristalino e
formacdo de catarata, como ja& mencionado, e danos seletivos a células do epitélio
bronquiolar ndo ciliadas. Podem ocorrer peroxidacdo de lipidios, danos ao DNA e
aumento da fluidez da membrana dos tecidos hepéticos e cerebrais (BAGCHI, et al

1998; GERMANSKY & JAMALL, 1998; STOHLS et al, 2002; VALDMAN, 2004).

O naftaleno entra no meio ambiente a partir de atividades industriais: € usado
como intermediario na sintese de &cido antranilico, naftéis, naftilaminas, acido
sulfénico, resinas sintéticas e hidronaftalenos; é utilizado também na preparacao de
acido salicilico, antraquinona, indigo e do inseticida 1-naftil-N-metilcarbamato; pelo
seu uso como repelente de insetos, em desodorantes para sanitarios e como
antiséptico de uso topico veterinario; pela queima de madeira e tabaco e também

através de derrames acidentais de 6leo (VALDMAN, 2004; MIRANDA, 2008).

Em sitios com rejeitos perigosos e aterros, o naftaleno pode se dissolver em
agua. Pode se ligar levemente ao solo ou percolar e atingir o lencol freatico, sendo
considerado, em conjunto com outros HPAs, como a classe de poluentes de maior
contribuicdo na toxicidade total de amostras de rejeitos liquidos, passando a ser
enquadrado na lista prioritaria de contaminantes organicos persistentes (ELJIARRAT &

BARCELO, 2003)

O metabolismo microbiano de muitos hidrocarbonetos ja foi elucidado em
nivel de vias metabdlicas e de controle de processos enzimaticos e genéticos

envolvidos em sua utilizagdo. A rota de degradagdo do naftaleno ja esta bastante
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elucidada para o género Pseudomonas, estando ilustrada na figura Ill.4. Os
microrganismos que catabolizam o naftaleno, possuem plasmidios especificos que
Ihes conferem esta capacidade degradativa. Nestes sistemas ja bem caracterizados,
um primeiro operon codifica a via de converséao do naftaleno em salicilato (via ortho);
enquanto um segundo operon codifica a conversao de salicilato via meta-clivagem
do catecol em piruvato e acetil coenzima A (via meta). O catecol, subproduto desta
reacao, ja pode entdo ser degradado por varios outros microrganismos, uma vez que
este composto estd presente na maioria das rotas bioquimicas comumente

encontradas (VAN HAMME et al,.2003; VALDMAN 2004; MIRANDA, 2008).
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Figura lll.4 Esquema das duas vias metabdlicas do naftaleno em Pseudomonas sp.
(Fonte: Miranda, 2008).
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Varios estudos tem sido realizados com o objetivo de detectar HPA em
compartimentos ambientais. Shimmo e colaboradores (2002) descrevem varias
técnicas de extracdo de HPA em sdlidos, dentre elas a extracdo por microondas,
soxhlet, ultra-som e fluidos supercriticos (BouLOUBASSI & SALIOT, 1991; BUDZINSKI
et al., 1997; DUPEYRON et al; 1999; XU et al., 2001; RICKING & ScHuLz, 2002; KM et
al., 2003). Entretanto, pelo fato de grandes quantidades de solventes também
estarem envolvidas na preparacdo tradicional das amostras, é necesséaria a
concentracdo do extrato final em um volume pequeno para atingir um limite de

deteccédo consideravel (MORET & CONTE, 2000).

Portanto, métodos sensiveis, efetivos e de baixo custo que possam
eficientemente monitorar e determinar a presenca e a quantidade de HPAs em
amostras de solo sdo necessarios, tais como ensaios biologicos, que consistem em
expor organismos biolégicos a materiais poluidos, ou ainda a aplicacdo de
ferramentas analiticas alternativas como os biossensores. No entanto, a deteccéo de
toxicidade de HPAs no ambiente pode ser restrita devido a sua baixa solubilidade e
sorcdo em superficies solidas. A natureza hidrofébica destes contaminantes resulta
em seu fracionamento para a matriz do solo, limitando a sua biodisponibilidade

(GUHA & JAFFE, 1996).
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1.2 SOLO

O termo solo deriva do latim, solum, cujo significado € chao, piso ou terra.
Suas diversas definicdes variam de acordo com o interesse de quem o analisa;
agricultor, engenheiro, ecologo, peddlogo, etc. Uma definicdo abrangente, proposta
por Vieira (1975) compreende o solo como a superficie inconsolidada que recobre as
rochas e mantém a vida animal e vegetal da Terra, constituida por camadas distintas
no que se refere as suas caracteristicas fisicas, quimicas, mineralégicas e

biolégicas.

A formacdo de um solo é resultante da acdo conjunta dos agentes
intempéricos sobre o0s restos minerais depositados e enriquecidos de detritos
organicos, provenientes da acdo da biota local (ANDRADE, 2001). De tal modo, é
possivel compreender o solo como um meio complexo e heterogéneo produto de
alteracdo, do remanejamento e da organizacdo do material original (rocha,
sedimento ou outro solo), sob a acédo da vida, da atmosfera e das trocas de energia
que ai se manifestam. E constituido por quantidades variaveis de minerais, matéria
organica, agua, ar e organismos Vivos, incluindo plantas, bactérias, fungos,

protozoarios, invertebrados e outros animais (LEPSCH, 2002).

Sao diversas as funcbes do solo, entre elas a sustentacdo da vida; a
manutencao do ciclo da agua e dos nutrientes; a protecdo das aguas subterraneas;
a conservacdo das reservas minerais e de matérias primas; a producdo de
alimentos; o meio para manutencdo da atividade sdcio-econdémica, sendo, portanto,

de grande importancia sua preservacao (PEREIRA, 2008).
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[1.2.1 Textura e estrutura do solo

A textura, distribuicdo quantitativa das particulas do solo quanto ao tamanho,
constitui-se em uma das caracteristicas fisicas do solo mais estaveis, sendo por
isso, considerada como um elemento de suma importancia na sua descri¢ao,
identificacdo e classificacdo. As trés principais fracées texturais do solo sdo as
particulas inorganicas areia, silte e argila (FERREIRA & DIAS JRr., 2001). Na figura Il1.5
€ apresentado o diagrama de textura adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia
do Solo, o qual é baseado no sistema de classificacdo do Departamento de

Agricultura dos Estados Unidos (USDA).

100

Silte (%)

100

2 & % 2 % ® % % B
Areia (%0)
AREIA
CASCALHOS | Muito i T Muito SILTE ARGILA
Grossa Média Fina ,
Grossa Fina
2 | 0.5 0.25 0,1 0,05 0,002 mm

Figura lll.5 Diagrama de Textura Adotado pele Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo.
(Fonte: Baptista, 2007).



22

A retencdo de agua e as propriedades de transporte de massa no solo sao
determinadas por sua textura. As areias drenam agua rapidamente, facilitando
processos como a lixiviagdo, enquanto em solos argilosos, por seus espacos
porosos terem baixa interconexdo, a drenagem normalmente € dificultada (FERREIRA

& DIAS JRr., 2001).

Outro parametro fisico relevante do solo é a sua estrutura, maneira pela qual
suas particulas se agrupam em formas estaveis, pois esta relacionada com a
regulacdo de processos como aeragdo, armazenamento e circulagdo de agua,
penetracdo de raizes, disponibilidade de nutrientes, atividade macro e

microbiolodgicas e temperatura do solo.

[11.2.2 Poluic&o do solo por contaminantes organicos

Preservar a qualidade do solo € de extrema importancia para a manutencao
da saude e produtividade de um ecossistema. A poluicdo do solo, introducédo de
guaisquer substancias ou residuos toxicos de forma planejada ou acidental, € um
assunto complexo, por tocar multiplos interesses, dada as diversas funcdes que o
mesmo desempenha, assim como por seu intrinseco valor econémico (CETESB,

2009).

Uma grande preocupacao associada a poluicdo do solo é a possibilidade de
resultar no comprometimento das fontes de aguas subterraneas (lencol freatico). No
momento em que um contaminante ou poluente atinge a superficie do solo, este
pode ser adsorvido, arrastado pelo vento ou pelas dguas do escoamento superficial,
ou ainda lixiviado pelas aguas de infiltracdo, passando para as camadas inferiores e
atingindo aguas subterrdneas. Uma vez atingindo as aguas subterraneas, esse

poluente sera entdo carreado para outras regides, através do fluxo dessas aguas.
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Na figura 11l.6 esta esquematizado o comportamento do O6leo apds o
vazamento de um oleoduto. Por ser um sistema complexo, o solo propicia
comportamentos distintos do 6leo ao longo do seu perfil. A medida que o 6leo
percorre o perfil do solo, parte deste é volatilizado formando uma fase vapor, cujos
hidrocarbonetos volateis podem estar confinados nos poros e/ou nos intersticios do
solo. A perda de fragbes leves de hidrocarbonetos interfere na viscosidade e a
densidade do Oleo residual, implicando em alteragBes irreversiveis nas
caracteristicas de transporte no meio poroso, em virtude de interacdes deste com a

matriz do solo (FINE et al., 1997).

Oleoduto

LINAPL

Oleo Dissolvido

DNPL

Figura IIl.6 Representagdo esquematica do comportamento do 6leo no solo. (Fonte: Baptista, 2007).

A fracéo de oleo livre no solo pode continuar seu fluxo, atingindo o aquifero, e
devido a sua baixa solubilidade, formar um liquido de fase ndo aquosa (NAPL — non-
aqueous phase liquid) agindo como uma fonte continua de contaminacdo. A NAPL
pode ser classificada como uma fase mais densa que a agua (DNAPL — dense non-
aqueous phase liquid), tendendo a se depositar na base do aquifero, e uma fase
menos densa (LNAPL - light non-aqueous phase liquid) que se mantém sobre o nivel

d’agua (Figura I11.6).
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O possivel destino dos contaminantes organicos e seus metabdlitos no

ambiente incluem ainda a volatilizacao,

biodegradacdo, transferéncia para

organismos, ligacbes entre as particulas do solo, além da percolagédo para o lencol

freético (Figura I1.7). As interacdes solo - contaminante ocorrem através de varios

tipos de forcas, como dipolo- dipolo, dipolo / dipolo-induzido e pontes de hidrogénio.

A matéria organica presente no solo é considerada o fator dominante da interacao

entre o solo e o contaminante organico (YANG et al., 2001).

Contaminante
Crgénico

volatilizagao

bioacumulag:a"m\

processos bioldgicos,

Produto de
» Degradacio

flsicos e guimicos

\teragﬁes. no 5/
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—%* MINERALIZAGAD
CO:a HO

Figura lll.7 Esquema do destino de contaminantes organicos no ambiente

(Fonte: adaptado de YANG et al., 2001).

Os mecanismos de degradacdo de contaminantes organicos no solo sao

muito complexos. O solo pode ser considerado como um sistema catalitico

constituido por uma mistura de componentes biolégicos, como enzimas, virus,

bactérias, fungos, algas, plantas e a fauna; e ndo biologicos, argila, 6xidos,

hidroxidos, matéria organica, componentes ndo — cristalinos (RUGGIERO et al., 2002).

Desta maneira, a taxa e a extensdo da degradacdo de compostos organicos no solo,

principalmente para compostos hidrofébicos,

sao afetadas pelas intricadas
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interacdes entre as moléculas dos contaminantes, as particulas do solo, da agua
intersticial e dos microrganismos degradadores (RUGGIERO et al., 2002; PEREIRA,

2006).

[11.2.3 Microrganismos do solo e a biodegradacao de poluentes organicos

A presenca de microrganismos em determinado solo é fungéo das condi¢es
ambientais predominantes, assim como dos limites da sua informacéo genética. O
sucesso de um organismo, em qualquer habitat, depende da extensao e rapidez de
suas respostas fisiologicas as condicdes ambientais predominantes (MOREIRA &

SIQUEIRA, 2002).

A atividade bioldgica e seus processos bioquimicos correspondentes sao
essenciais para a fecundidade do solo. A por¢ao viva desse complexo sistema €
representada principalmente por microrganismos (bactérias, actinomicetos, fungos
e algas), raizes de plantas e animais viventes (meso e macrofauna). A ciclagem da
agua e de nutrientes pelos vegetais superiores complementa este panorama

(RESENDE et al., 2002).

Em funcéo das caracteristicas do solo, os organismos com metabolismos
distintos conseguem conviver, interagindo em estado de equilibrio dinamico,
construindo muitas vezes relagcbes de dependéncia essenciais para sua
sobrevivéncia, proporcionando condicdes ideais para uma biodiversidade

extremamente elevada (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).
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Microrganismos hidrocarbonoclasticos (degradadores de hidrocarbonetos)
estdo presentes de maneira autdctone na maior parte dos solos. A habilidade de
metabolizar hidrocarbonetos é largamente distribuida entre as diversas populagtes
microbianas edaficas. Muitas espécies de bactérias, cianobactérias, fungos
filamentosos e leveduras coexistem no sistema natural, agindo independentemente
ou em combinacdo para metabolizar hidrocarbonetos (CANET et al., 2001,

GREENWOOD et al., 2009).

Consorcios microbianos, comparativamente as culturas puras, tem se
mostrado muito efetivos na degradacdo dessas substancias. Os consoércios
poderiam apresentar maior capacidade de utilizacdo em locais com misturas de
contaminantes, devido a complementaridade metabdlica entre seus membros

(JACQUES et al., 2007).

Resumidamente, trés caracteristicas sdo essenciais para a utilizacdo de

hidrocarbonetos pelos microrganismos:

e um sistema eficiente de absorcdo de hidrocarbonetos com sitios
especiais de ligacdo e/ou producao de substancias emulsificantes para o
transporte do hidrocarboneto ao interior da célula;

e enzimas oxigenases especificas;

e especificidade induzida - resposta positiva do organismo ao

hidrocarboneto.
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A biodegradacéo do 6leo cru ou de um residuo de 6leo € dependente de uma
gama de fatores, entre 0s mais relevantes: a composi¢cao quimica do contaminante;
o estado fisico do poluente (liquido, lama, borra); a relacédo
carbono:nitrogénio:fosforo, a umidade e a solubilidade, a reatividade quimica, a

volatilidade, o pH, entre outros (ATLAS, 1981; VAN HAMME et al., 2003).

A biorremediacdo de solos tem se estabelecido como uma técnica eficiente,
econbmica, e versatil (MARGESIN, et al. 2001). A aplicacdo de processos biol6gicos
conducentes a reducdo ou eliminacdo da concentracdo e toxicidade de poluentes
guimicos no ambiente, tem surgido como uma alternativa aos metodos tradicionais
de descontaminacdo (TROQUEST, 2003). Entretanto, para a biorremediacdo ser
efetiva, é preciso existir microrganismos com capacidade catabolica para degradar o
poluente, além disso, 0 contaminante tem que estar disponivel ou acessivel ao
ataque microbiano ou enzimatico, e ainda sdo necessarias condicdbes ambientais
adequadas para o crescimento e atividade do agente biorremediador (MULLER et al.,

1996).

A escolha da estratégia de biorremediacdo mais apropriada para tratar um
determinado local é determinada por varios fatores, tais como as caracteristicas do(s)
poluente(s) presente(s) (natureza, concentracdo e biodisponibilidade), a composi¢cao
em termos de nutrientes e populacdo microbiana presente no local. Desta maneira, a
solucdo mais eficaz podera passar por uma combinacdo de diferentes técnicas de

biorremediacao (SiLvA et al., 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=14750741&query_hl=12
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Uma abordagem para a descontaminagdo de solos e aguas subterraneas,
chamada de remediacao natural, vem, recentemente, ganhando aceitacdo (CORSEUIL,
1997). A remediacdo natural € uma estratégia de gerenciamento que se baseia em
mecanismos haturais de atenuacdo para remediar contaminantes. Também
conhecida como biorremediacédo intrinseca, a remediacdo natural € uma estratégia
gue depende dos processos naturais para reduzir a toxicidade da massa e/ou a

mobilidade de um contaminante no solo sem a intervengdo do homem (Scow &

Hicks, 2005).

Processos de atenuacao natural monitorada em areas com derramamento de
petroleo sdo bem documentados na literatura, particularmente no que tange a
biodegradacao. Dependendo das condi¢des encontradas no sitio de contaminacao,
0s compostos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno), por exemplo, podem
ser naturalmente degradados pela atividade microbiana e produzir compostos finais

inertes, como dioxido de carbono e agua (MULLIGAN & YONG, 2004).
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[11.3 BIODISPONIBILIDADE

A biorremediagcdo € certamente uma alternativa atraente no tratamento de
solos contaminados por petroleo, contudo, na pratica, frequentemente sao
observadas taxas de biodegradacdo menores do que aquelas estimadas em ensaios
laboratoriais (HAws et al.,2006). De uma forma geral, o problema reside tanto na
diferenca da atividade microbiana encontrada quando da ampliacdo de escala,
guanto na queda da biodisponibilidade dos contaminantes ao longo do tempo

(SCHERR et al., 2007).

Portanto, a compreensao das limitacdes associadas a biodisponibilidade dos
contaminantes em solos impactados € hoje considerada como uma etapa essencial
na determinacdo da eficacia da aplicacdo de um processo de biorremediacédo e no
entendimento das limitacbes relacionadas a degradacdo do poluente ao longo do
tempo (HAws et al.,2006). Tais estimativas sdo Uteis na quantificacdo da fracdo do
contaminante que realmente estara susceptivel ao ataque microbiano, e ainda como

instrumento a ser associado a estudos de avaliacdo de risco (ALEXANDER, 2000).

Normalmente a confirmacdo da eficacia da aplicacdo de um processo de
biorremediacdo ocorre através da avaliacdo de resultados obtidos na quantificacéo
de parametros quimicos e/ou fisico-quimicos pré-estabelecidos em leis e
regulamentos, como por exemplo, concentracdo residual de hidrocarbonetos.
Todavia, as metodologias analiticas associadas a quantificacdo desses valores
envolvem, em sua maioria, pelo menos uma etapa extracdo quimica intensiva para
gue o composto passe para uma fase liquida e nessa seja quantificado usando, em
geral, metodologias analiticas caras e que exigem profissional treinado e capacitado

(cromatografia liquida, gasosa etc.).
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Esse processo de extracdo pelo qual a amostra soélida €& submetida
comumente ndo representa a real condicdo de extracdo, a disponibilizacédo
(lixiviagao e/ou solubilizacdo) na qual esta amostra seria exposta no ambiente. Com
isso, um processo de biorremediacdo muitas vezes € considerado ineficiente se
avaliado desta forma, uma vez que a concentracdo residual do contaminante pode
vir a permanecer acima dos valores de referéncia estabelecidos. Outrossim, essa
concentracdo residual pode representar apenas a fracdo ndo biodisponivel do
contaminante, ou seja, a fracdo recalcitrante de dificil eliminacdo por processo
biol6gico (ALEXANDER, 2000; SEMPLE et al., 2006).

Conforme esses poluentes se encontram menos biodisponiveis para 0s
microrganismos, a tendéncia sera ter sua disponibilidade reduzida também para os
outros receptores, inclusive os seres humanos. Logo, a queda da biodisponibilidade
nao € necessariamente um aspecto desvantajoso na remediacdo de solos
impactados, podendo se considerar a reducao da biodisponibilidade como o objetivo
mais apropriado a ser atingido ao fim de um processo de tratamento (FENG et al.,
2000; SEMPLE et al., 2004; CHOJNACKA et al., 2005; Haws et al.,2006; UpoviC &

LESTAN, 2007).

Atualmente diferentes metodologias vem sendo estudadas visando a real
estimativa da fracdo biodisponivel de compostos organicos e/ou inorganicos
presentes em amostras de solos impactados (EHLERS & LUTHY, 2003; SABATE et al.,
2004; SABATE et al., 2006;). Algumas das metodologias avaliadas englobam a
aplicacdo de testes quimicos alternativos baseados em técnicas de extracdo nao
exaustivas, onde se utiliza diferentes tipos extratantes como, mistura de solventes,

surfatantes, ciclodextrinas.
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A aplicagcdo efetiva dos biossensores no monitoramento de contaminantes
ambientais, apesar de amplamente sugerida, por serem sensiveis, reprodutiveis e
de baixo custo, esbarra na dificuldade de se trabalhar com matrizes complexas
como solos contaminados com poluentes hidrofébicos (PATON et al., 2009). Desta
maneira, apenas algumas aplicacbes genuinamente ambientais sdo encontradas na
literatura, como referenciado por Trang e colaboradores (2005), que utiliza um
sensor microbiano em um estudo de As em &guas potaveis de Bangladesh, e
Dardenne e colaboradores (2007) que aplicam biossensores na avaliacdo ecolégica
de aguas na Bélgica. Ambos os artigos, entretanto, sado relacionados a amostras

aquosas e focam em analitos inorganicos.

O biossensor bioluminescente Pseudomonas fluorescens HK44 sensivel ao
naftaleno oferece resposta quantitativa a este hidrocarboneto (HEITZER et al., 1992) e
a uma variedade de outros compostos mono e di-aromaticos (BUNDY et al., 2001).
Apesar de ser o sensor luminescente baseado no catabolismo mais amplamente
citado, a maior parte dos estudos realizados envolvendo esta cepa utilizou amostras
aquosas. Um exemplo da aplicacdo deste biossensor em amostras aquosas pode
ser ilustrado pelo trabalho de Valdman e colaboradores (2004) que aplicaram a cepa
HK44 na deteccdo de naftaleno em amostras de efluentes do tratamento biolégico
de uma industria petroleira, demonstrando ser esta uma técnica sensivel a este

poluente organico também em matrizes ambientais complexas.

Normalmente, biossensores ambientais aplicados a amostras soélidas
interagem com seu analito apdés uma etapa de extracdo deste com solvente
organico, que quando utilizados, devem passar por diluicdo apropriada. Alguns
inconvenientes decorrem do uso destes solventes: efeitos negativos adversos nos

biossensores; e ainda a por¢cédo dos contaminantes organicos hidrofobicos extraidos
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normalmente nao reflete sua biodisponibilidade (KELSEY & ALEXANDER, 1997; REID et
al., 2000), minando assim o maior principio de uso dos biossensores. Além disso, 0
solvente muitas vezes, caso seja uma fonte de carbono, pode ser usado pelo
microrganismo ou mesmo inibir seu metabolismo, mascarando, portanto, a resposta

do biossensor.

Para ser compativel com um biossensor a extracdo deve ser
predominantemente aquosa. Assim sendo, solugbes aquosas de ciclodextrina
oferecem uma alternativa ao uso de solventes organicos. As ciclodextrinas
apresentam alta solubilidade em &gua, contendo, no entanto, uma cavidade
hidrofébica que permite a separacdo dos contaminantes da fase solida do solo
(BRUSSEAU et al., 1997; STOKES et al., 2005). Estudos recentes mostraram relacao
direta entre a extracdo com hidroxipropilciclodextrina (HPCD) e a degradacao
microbiana de HPAs no solo (REID et al., 2000; CUuYPERS et al., 2001; Doick et al.,

2005; ALLAN et al., 2007; PATON et al., 2009).



33

[11.3.1 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos ciclicos formados pela unido de
moléculas de a—(D)—glicopiranose, com estrutura semelhante a um tronco de cone.
As CD mais amplamente utilizadas para fins comerciais e cientificos sdo as a, B3, y -
CD, formadas por seis, sete e oito unidades de D-glicose, respectivamente (RIBEIRO,
2004) (Figura 111.8). No estado natural sdo moléculas rigidas, cristalinas e
homogéneas, que oferecem inimeras utilidades em fun¢cédo do seu tamanho, forma e
grupos funcionais livres (LINDSEY et al.; 1987). Sua estrutura fisica foi estabelecida
em 1942, por estudos de raio X (CHEN et al., 2004), através dos quais foi
determinado que estas moléculas anulares possuem os grupos hidroxilas primarios
na parte mais estreita do tronco, ao passo que os grupos hidroxilas secundarios

encontram-se na parte mais larga deste tronco (Figura 111.8).

Deste modo, as hidroxilas das extremidades tornam as ciclodextrinas soluveis
em agua, devido a possibilidade de formacédo de interacbes hidrogénio com o
solvente. Por outro lado, o interior da cavidade é delimitado pelo alinhamento dos
hidrogénios C(3)-H e C(5)-H e pelo oxigénio da ligacdo éter C(1)-O-C(4), o que lhe

confere um carater hidrofobico (NYMAN et al., 2004).
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Figura I11.8 Estrutura das a, 8, y -ciclodextrinas e representacéo tridimensional do tronco de cone
formado pelo alinhamento dos atomos. (Fonte: Ribeiro, 2004).

Em meio aquoso, as cavidades das ciclodextrinas proporcionam uma matriz
hidrofébica em ambiente hidrofilico, podendo formar compostos de inclusdo com
uma variedade de moléculas, dependendo apenas de restricdes estereoquimicas e
de polaridade (MILANESE et al., 1987). As dimensfes da cavidade variam de acordo

com o numero de unidades de D-glicose que as formam (Figura I11.9).

Solubilidade
I T— di (R) d2(A) Ds(B) hA) groomL H,0
r o 5,6 4,2 8,8 7.8 14,5
h
} B 6.8 56 10,8 7.8 1,85
v 8,0 6,8 120 7.8 23,2

Figura lll.9 Representacéo dos didmetros internos e altura dos troncos das CDs e sua solubilidade
em 4gua a 25° C. (Fonte: Ribeiro, 2004).
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A formacao do complexo de incluséo com as ciclodextrinas pode ser realizada
em meio aquoso ou no estado soélido. Em meio aquoso, a cavidade interior das CDs
€ ocupada por moléculas de agua através de uma interacao fraca e energeticamente
desfavoravel (interacdo polar-apolar), o que facilita a inclusdo de moléculas menos

polares que a agua.

A aplicacdo da metodologia de extracdo ndo exaustiva (NEET) utilizando
como solvente a ciclodextrina a fim de prever biodisponibilidade foi primeiramente
estudada por Reid e colaboradores (2000), que demonstraram que a extracao de
alguns HPAs como fenantreno, pireno e benzo[a]pireno com Hidroxipropil-Beta-
Ciclodextrina (B-HPCD) estava fortemente relacionada com a mineralizagcdo por
microrganismos. Recentemente, diversos trabalhos demonstraram que a extracao
com B-HPCD pode ser aplicada para avaliacdo da biodisponibilidade com uma
grande variedade de hidrocarbonetos, em solos e sedimentos, incluindo naftaleno
(PATTERSON et al., 2004; PATON et al., 2009), fenantreno (ALLAN et al., 2006; Doick et
al., 2006; SABATE et al., 2006), pireno (REID et al., 2000; Doick et al., 2006, SABATE
et al., 2006), Benzo[a]pireno (REID et al., 2000), alquil benzenos lineares (DEw et al.,
2005), benzo[a]antraceno (SABATE et al., 2006), criseno (SABATE et al., 2006),

fluoranteno (SABATE et al., 2006), hexadecano (STRouD et al., 2009).
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l1l.4 BIOSSENSORES COMO ELEMENTOS DE DETECCAO

Todos os anos centenas de novas substancias quimicas sédo sintetizadas e
liberadas no ambiente, sem que se conhe¢am profundamente seus efeitos toxicos,
principalmente os de longo prazo. Consequentemente, h4 uma continua demanda
por novas técnicas analiticas que sejam capazes de avaliar esses potenciais riscos
para o ambiente e para a salde humana. Entretanto, apenas a determinacdo da
concentragao total de um poluente ndo permite esta avaliagdo, uma vez que suas
diferentes formas quimicas possuem distintas propriedades fisico-quimicas, as quais
determinam o transporte, a ciclagem e a biodisponibilidade dos poluentes no meio

(URE & DAVIDSON, 1995; CAROLI, 1996).

Normalmente os métodos quimicos tradicionais, extremamente sensiveis e
especificos, ndo conseguem distinguir as espécies que sao assimilaveis pela biota
(biodisponiveis) das formas inertes, que ndo causam efeitos tOxicos aos organismos
presentes no ambiente. Muitas vezes o0s resultados obtidos através das analises
guimicas tradicionais sdo operacionalmente definidos e ndo se correlacionam com
os resultados de bioensaios, uma vez que 0os mesmos refletem de maneira mais
acurada os efeitos toéxicos dos poluentes. Isto é extremamente relevante no caso de
contaminacdes ambientais por hidrocarbonetos (SELIFONOVA et al.,, 1993; URE &

DAVIDSON, 1995; CAROLI, 1996).

Em resposta a estas questdes, uma alternativa surgida recentemente,
estimulada, entre outras, pelas dificuldades das abordagens tradicionais em resolver

adequadamente a questao da biodisponibilidade, € o uso de biossensores.
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[11.4.1 Definicao de biossensor

Biossensores podem ser definidos, de forma simplificada, como um tipo
particular de sensor quimico que faz uso de um componente biol6gico na camada
sensivel acoplado a um transdutor de sinal, a fim de se obter uma resposta
especifica. Eles podem ser designados para detectar pequenas concentracdes de
determinado analito, ou ainda para reportar caracteristicas fisioldgicas ou
bioquimicas de uma determinada amostra (SALGADO, 2001). Recentemente, foi
proposta pela IUPAC (International Union of Pure Apllied Chemistry - 2001) a
seguinte definicdo de Biossensor:

Um biossensor é um instrumento integrado que é capaz de fornecer uma informacgéo
analitica especifica quantitativa ou semi-quantitativa através do uso de um elemento de
reconhecimento biolbgico (receptor bioquimico) que esta em contato direto com o elemento

transdutor.

A reacado biologica detectada pode ser a atividade enzimatica, a inducédo da
expressdo de um gene ou mesmo a morte celular. Os sistemas de deteccdo destes
efeitos biolégicos, geralmente se baseiam em principios eletroquimicos ou 6ticos. Os
biossensores devem ser diferenciados de bioensaios tradicionais onde o conversor
ou detector ndo € parte integral do sistema analitico (SELIFONOVA et al., 1993;
RAMANATHAN et al, 1997; NAKAMURA & KARUBE, 2003; RODRIGUEZ-MOZzAZ et al., 2004;

RODRIGUEZ-MO0OzAZ et al., 2005).

O funcionamento dos biossensores se baseia inicialmente no reconhecimento
de um dado substrato pelo componente biolégico, sendo a alta especificidade e a
alta sensibilidade do componente biol6gico com o substrato de interesse de grande

importancia para o bom funcionamento do biossensor. Em seguida, como produto da
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interacdo entre a molécula biolégica e o substrato, variacbes de um ou mais
parametros fisico-quimicos sdo gerados e estes produzem ions, elétrons, calor, luz,
massa, fluorescéncia ou gases, que sao convertidos em um sinal elétrico
quantificavel e processavel pelo uso de um transdutor adequado (SHARMAT &
ROGERS, 1994). A figura 111.10 demonstra esquematicamente o funcionamento de um

biossensor.

Componente

Binldgico
Transdutor Processamento de dados

Amplificador

Suhstrato

Produto 4—>_’

|
|

Calor fons (eg H+, NHa4+)

Eletrons  Gases(e.g O

Protons  Fluorescéncia

Luz Variagio de massa

Figura 111.10 Esquema geral de funcionamento de um biossensor.

A aplicacdo de um biossensor permite a deteccdo quantitativa de uma
determinada espécie, pois este responde seletivamente e reversivelmente a espécie
guimica, produzindo um sinal elétrico cuja intensidade depende da concentracdo da
dita espécie

O transdutor pode ser eletroguimico —mede mudancas de corrente ou
voltagem-, 6tico —-mede mudancas de fluorescéncia, absorbancia ou reflectancia- ou
acustico —mede mudancas da frequéncia, resultante de pequenas mudancas na

unido de massa a superficie.
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Alguns biocompostos se adequam para O UusSO na composicdo dos
biossensores, entre eles: enzimas, cofatores, receptores, anticorpos, células de
microrganismos, tecidos de plantas e animais e organelas. De acordo com o
elemento biolégico usado na construcdo do biossensor, este pode ser dividido em
diferentes classes. Dentre elas, as classes mais desenvolvidas sdo: biossensores

enzimaticos, microbiolégicos, os quimiorreceptores e 0s imunossensores.

Dentre os quatro tipos mencionados, 0s sensores enzimaticos tem sido os
mais utilizados na deteccdo de analitos especificos. Porém, com o avan¢o da
tecnologia moderna, os microrganismos também vém sendo avaliados devido sua

alta sensibilidade as mudancas em seu ambiente.

A natureza instavel das enzimas tem dificultado a ampla aplicacdo deste
biocomponente aos biossensores voltados para os campos da ciéncia ambiental
(YAaal, 2007). Microrganismos tém varias vantagens sobre enzimas purificadas
guando utilizados como componentes biolégicos. InUmeros tipos de microrganismos
existem no ambiente natural e sdo mantidos em cole¢des de cultura, permitindo a
escolha de wuma linhagem adequada para um determinado proposito.
Microrganismos, especialmente bactérias, proliferam muito rapidamente sob
condicBes aerdbias e/ou anaerdbilas em meios de cultura relativamente baratos.
Outra vantagem importante do uso de células no instrumento biossensor é a
possibilidade de analisar a amostra em questao através de uma dada via metabdlica
na qual um complexo enzimatico esta envolvido, tais como o sistema respiratério e

fermentacdo (MATRUBUTHAM & SAYLER, 1998; RIEDEL, 1998; D'Souza, 2001).
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Um novo tipo de sensor microbiano tem sido desenvolvido incorporando as
tecnologias do DNA recombinante. Iniciada ha mais de vinte anos, a engenharia de
células microbianas com o objetivo de deteccdo quimica tem sido expandida
enormemente desde entdo (DAUNERT et al, 2000). A principal forca motriz para este
desenvolvimento tem sido o avango nas técnicas de engenharia genética, a relativa
facilidade para redesenhar (alguns) componentes de células microbianas e montar
circuitos genéticos (operons) com a finalidade de deteccéo especifica de um analito
produzindo um robusto sinal de saida. Embora, a principio, qualquer componente,
produto ou reacdo metabdlica celular possa formar a base para um dispositivo
sensor, a maior parte da investigacdo tem-se concentrado na construcdo das
chamadas proteinas reporter que sédo produzidas pelas células apos interacdo ou

contato especifico com um analito alvo (DAUNERT et al, 2000).

Desta forma, a engenharia genética tem possibilitado a combinacédo, em um
anico microrganismo, tanto da identificacdo e quantificacdo de um componente
especifico quanto do seu potencial de impacto em um organisSmo Vivo
(biodisponibilidade). Uma das formas de se obter essa dupla informacdo é com a
fusdo de dois elementos génicos: primeiro o promotor reage pela presenca do

contaminante e sinaliza a expressao do segundo, que atua como “reporter”.

Um reporter celular € um organismo vivo que produz um sinal mensuravel
guando percebe um determinado produto quimico ou uma alteracdo fisica em seu
ambiente. Normalmente contém um sistema regulatério génico (transcricional)
acoplado a gene(s) repérter(es) que codifica para uma proteina reporter(es)
responsavel pelo sinal (NIVENS et al, 2004). Estes genes reporteres e/ou reguladores
podem ser nativos de uma célula ou adquiridos por transformacgédo genética. Um tipo

comum de sistema de regulagao transcricional consiste de um gene regulador, que
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expressa a sua proteina reguladora e da sequéncia de DNA promotora que controla a
expresséo jusante do gene. Estes elementos trabalham em conjunto para responder
a alteracdes ambientais e controlar expressdo de um gene ou um 6peron reforcando

a fisiologia celular.

Varios genes reporter foram isolados a partir de uma variedade de
organismos que ocorrem naturalmente (DAUNERT et al., 2000) e foram categorizados
pelo meio de deteccdo (KOHLER et al., 2000; KEANE et al., 2002). Genes reporteres
codificam proteinas que produzem mudanca de cor, moléculas fluorescentes,
espécies eletroativas, ou bioluminescéncia, moléculas que podem ser detectadas

por dispositivos de analise convencionais.

O monitoramento colorimétrico, fluorescente e eletroquimico pode exigir
guantidades significativas de energia, um recurso limitado em sensores implantados
remotamente. Por exemplo, dispositivos colorimétricos e fluorescentes exigem fontes
de radiacao (por exemplo, lasers, luzes ou diodos emissores de luz) para excitar o
analito para deteccdo. Além disso, amostras ambientais contem muitos compostos
gue podem interferir na deteccéo eletroquimica, colorimétrica e fluorescente (NIVENS
et al, 2004). Alguns produtos de sinalizacdo colorimétrica e fluorescente também
podem permanecer ativos por longos periodos de tempo (persistem ainda apoés a
morte celular), e, portanto, ndo sdo propicios ao monitoramento da dinamica

ambiental real (TOMBOLINI et al. 1997; ANDERSEN et al. 1998).

Em contraste, a deteccdo da bioluminescéncia ndo requer fonte externa de
radiacdo, uma vez que a luz é produzida por reacdes bioquimicas. Como a
bioluminescéncia requer energia na forma de biomoléculas altamente energéticas,

analitos que induzem o sistema lux e fornecem energia podem ser aplicados no
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monitoramento da dindmica. Em um estudo que comparou respostas fluorescentes
(proteinas GFP e dsred) e bioluminescente (genes IuxCDABE e luc FF) de um
biorrepérter utilizando Escherichia coli engenherada, a bioluminescéncia obteve
tempos de resposta mais rapidos e limites de detec¢cdo mais baixos do que sinais

fluorescente (HAKKILA et al. 2002).

I11.4.2 Biossensores Bioluminescentes

Como previamente exposto, a explosdo na area de biossensores baseados na
bioluminescéncia como técnica de deteccdo veio com o desenvolvimento da
engenharia genética celular (bactérias, leveduras ou células de mamiferos)
designada para gerar um sinal bioluminescente em resposta a um analito alvo (RobA

et al, 2004).

Uma variedade de biossensores bioluminescentes para o0 monitoramento
ambiental foram desenvolvidos (Tabela 111.3). Estes sdo capazes de detectar as
condicBes gerais de estresse, compostos genotdxicos, oxidantes, metais e organicos

xenobidticos (DAUNERT et al., 2000).

As proteinas reporteres luminescente mais comuns sdo as luciferases
procariota (lux) e eucariota (luc) e a proteina verde fluorescente (gfp). Esta ultima,
originalmente isolada de uma agua viva, necessita de uma luz de excitacdo prévia
para que s6 entdo emita a luz que é quantificada (LEwis et al, 1998). Outra
desvantagem da gfp € a necessidade do rompimento celular para realizar o teste
enzimatico e ainda o tempo necessario para que a conformacéao protéica correta seja
alcancada (LAROSSA & VAN Dyk, 2000), jA que um grande numero de moléculas

pode ser necessario para se detectar um minimo de sinal (SAGI et al,2003).
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Tabela Ill.3 Biossensores microbianos recombinantes usando genes luc ou lux como
reporter luminescente

Célula Gene Reporter Unidade Analito
Recombinante Regulatéria
Escherichia coli luc Mer Mercurio
luxAB Organomercurios
luxCDABE
E. coli Luc Ars Arsenito, arsenato,
Staphylococcus luxAB antimonite
aureus
S. aureus Luc Cad Cadmio, chumbo
luxAB
E. coli Luc Znt Zinco
Ralstonia eutrophus | Luc Chr Cromo
Pseudomonas luxCDABE Nah Naftaleno, salicilato
fluorescens
E. coli Luc Xyl Benzeno, tolueno, etilbenzeno,
Pseudomonas putida xileno (BTEX)
P. putida luxAB Dmp Fenol
P. putida luxCDABE Tod BTEX
P. putida luxCDABE Sep Compostos aromaticos
R. eutrophus luxCDABE Bph Bifenois Policlorados
E. coli luxAB alkB Alcanos
E. coli luxCDABE Tet Tetraciclinas

(Fonte: Modificado de Roda, 2004)

Ja as luciferases ndo necessitam de luz de excitacdo e a diferenca entre a

luciferase procariota e a eucariota esta na sua estrutura e reacdo de emissao de luz

(Lewis et al, 1998). As reacOes catalisadas por estas enzimas séo:

luciferase bacteriana

Decanal + FMNH, + O, > Acido decanéico + FMN + H,0

luciferase luciérnaga

Luciferina + ATP- Mg** + O, .. Oxiluciferina + AMP + PP,

As luciferases bacterianas e de insetos (luciérnaga) sao enzimas sem
correlacdo alguma. O substrato luciferina da luciferase de inseto (luc), além de ser
muito mais custoso que o da luciferase bacteriana (lux), s6 atravessa a membrana

eucariota a baixos valores de pH. Adicionalmente, o uso de genes repdrteres
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eucaridticos em hospedeiros distintos (por exemplo células bacterianas) normalmente
requer a adicdo de luciferina exdgena para a geracdo de luz. Deste modo, o0s
reporteres luxCDABE e luxAB sdo normalmente escolhidos para o desenvolvimento

de testes faceis e baratos (NIVENS et al, 2004).

A abordagem da bioluminescéncia tem sido utilizada em varios casos para
construir ferramentas microbianas capazes de reportar sensivelmente a presenca de
compostos especificos como o naftaleno, benzeno e tolueno, e metais pesados.
Alguns estudos utilizando biorrepérteres luxCDABE podem ser visualizados na tabela

[.4.

Tabela Il.4 Biorrepérteres luxCDABE

Analito (efetor) Promotor Microrganismo Referéncia
Reposta de estresse ndo
especifica recA, uvrA, alkA E. coli Vollmer et al. (1997)
Dano DNA recA E. coli DPD2794 Min et al. (2000)
Radiacdo-gama cda E. coli Ptitsyn et al. (1997)
Genotoxinas dnak, grpE, lon E. coli Van Dyk et al. (1995)
Choque térmico Rupani et al. (1996)
recA E. colie Davidov et al. (2000)
Toxinas Organicas S. typhimurium
katG Belkin et al. (1996)
Estresse oxidativo katG, micF, recA, grpkE,| E. coli Belkin et al. (1997)
Varias toxinas fabA E. coli DPD2794
fbaA, grpE, katG, recA| E. coli Vollmer et al. (1998)
Ultrasom recA P. aeruginosa Elasri & Miller (1998)
Luz ultravioleta
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Metais
Cadmio Ndo especificado R. eutrophus| Corbisier et al. (1996)
Cromo chr AE1239 R.| Peitzsch et al. (1998)
Cobalto chr eutrophus CH34 Tibazarwa et al. (2000)
Cobre cup 1 R eutrophus CH34 Holmes et al. (1994);
E. coli Daunert et al. (2000)
Metais Pesados ZntA, copA Riether et al. (2001)
Ferro pupa E. coli Khang et al. (1997)
Mercurio mer P. Putida Selifonova et al. (1993)
Niquel cnr E. coli Tibazarwa et al. (2000)
Zinco smtA R. eutrophus CH34 | Erbe et al. (1996)
Synechococcus
PCC7942
Compostos Organicos
2,4 — Diclorofenol tdfDIl R. eutropha JMP134 | Hay et al. (2000)
3- Xileno xyl P. putida Burlage et al. (1998)
4- Clorobenzeno fcbA E. coli Rozen et al. (1999)
BTEX tod P. putida TVAS8 Applegate et al. (1998)
Isopropil benzeno ipb P. putida RE204 Selifonova Eaton (1996)
Naftaleno nahG P fluorescens HK44 | King et al. (1990)
Peréxidos Organicos katG E. coli Belkin et al. (1996)
PCBs orfO-bphA R. eutropha ENV307 | Layton et al. (1998)
p-acido clorobenzdico fcbAc¢ E. coli Rozen et al. (1999)
p-cimene cymB P. putida Ripp et al. (2004)
Salicilato nahG P. fluorescens HK44 | King et al. (1990)

Tricloroetileno

(Fonte: Adaptado de Nivens, 2004).

Biossensores utilizando o fragmento génico luxCDABE podem ser: isolados

ambientais que ocorrem naturalmente; construcbes genéticas com um promotor

constitutivo (sempre expresso); constru¢cdes com fusdes de um promotor-lux para

respostas de estresse especificas e constru¢cdes com um sistema regulatorio génico

gue sao especificas para uma analito ou classe de analito.

O monitoramento in vivo da bioluminescéncia é muito mais conveniente e

rapido do que outros testes de fusdo de genes repdrteres baseados em ensaios

enzimaticos ou na medida do produto do gene (BELKIN et al, 2003). Deste modo,

essa técnica foi a escolhida para ser utilizada no desenvolvimento do biossensor
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microbiano para a deteccéo de poluentes ambientais. Sendo o naftaleno o HPA de
maior solubilidade em &gua, este foi selecionado como modelo para avaliar o0 risco
ambiental de solos contaminados por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs). O microrganismo escolhido para tal fim foi a bactéria Pseudomonas
fluorescens HK44 e uma abordagem da literatura relacionada a este tema esta

relatado no préximo topico.

[11.4.3 Pseudomonas fluorescens HK44 e sua aplicagdo como biossensor

A bactéria Pseudomonas fluorescens HK44, surge como uma cepa capaz de
emitir luz suficiente para servir como um biossensor da exposicdo ao naftaleno e
como um repérter da atividade biodegradativa deste (VALDMAN, 2004). A cepa HK44
contém um plasmidio catabdlico de naftaleno (pUTK21) mutado pela insercdo de
genes lux por um transposon. O biossensor luminescente utilizando como
componente biologico P. fluorescens HK44 pode ser aplicado de maneira semi-
guantitativa para detectar hidrocarbonetos de solo contaminados. Na figura 111.11
encontra-se um esquema resumido da construcdo do plasmidio inserido neste
biossensor, primeiro a sequéncia original do plasmidio NAH7, seguido da

modificacao feita com os genes lux:
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—_— @S:H . Ciclo de Krebs
| I

Pnah> nah ABFCED| | nahR< Pr || Psal > nahGHILNJK

2

Psal > IuxCDABE

Figura lll.11 Resposta bioluminescente ao naftaleno (Fonte: adaptado de Valdmam, 2004).

O catabolismo do naftaleno por cepas de P. fluorescens que contenham o
plasmidio NAH7 é determinado por dois operons: o0 primeiro resulta nas varias
atividades requeridas para a transformacdo oxidativa do naftaleno a salicilato,
enquanto que o segundo operon da sequéncia determina 0 metabolismo
subsequente deste composto a acetaldeido e piruvato, iniciadores do Ciclo de Krebs

(CEBOLLA et al., 1997).

O plasmidio pUTK21 contido na cepa HK44 contem apenas o primeiro operon
supracitado. No lugar do segundo operon esta inserido os genes IuxCDABE de
Vibrio fischeri. A expressdo dos cinco genes lux na presenca de oxigénio, ATP e
forca reduzida resulta em uma bioluminescéncia continua (LAROSSA & VAN DYK,
2000; VALDMAN, 2004). As reacbes bioquimicas e moleculares envolvidas na

producéo bioluminescente estdo mostradas na figura I11.12.
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Figura lll.12 Diagrama das reag8es bioquimicas e moleculares envolvidas na resposta
bioluminescente (Fonte: adaptado de Valdman, 2004).

A resposta bioluminescente é produto da transcricdo dos cinco genes
estruturais, codificados como sendo IuxA, luxB, luxC, luxD e luxE. O produto de luxD
gera um acido graxo de cadeia longa pela hidrélise da proteina transportadora acil
acetilada (Figura 111.12). Este acido graxo de cadeia longa ativa uma enzima acil
conjugada em uma reacao dependente de ATP através da acao do produto de luxE.
A enzima acil (produto de luxE) serve como um agente de transferéncia, doando o
grupamento acil ao produto de IuxC. O composto binario resultante acil-LuxC é
entdo reduzido a uma longa cadeia de aldeido utilizando NADPH como um par
eletrébnico e um doador de préton. A luz produzida é catalisada pela luciferase
heterodimérica, produto de IuxA e luxB. A energia para a emissdo luminosa é
fornecida pela conversdo de aldeido a &cido graxo e pela oxidacdo da flavina

mononucleotideo reduzida — FMNH; (LAROSSA & VAN DYk, 2000).
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Resumidamente, a emissao de luz pela cepa HK44 requer oxigénio, NADPH,
ATP, FMNH; e substrato aldeido. Os genes luxCDABE codificam para as enzimas
heterodiméricas luciferase, redutase, transferase e sintetase (WEBB et al, 1996). A
exposicdo deste microrganismo ao naftaleno e ao seu intermediario salicilato resulta
em uma maior inducéo do operon luxCDABE e, consequentemente, em um aumento

proporcional da resposta bioluminescente (HEITZER et al, 1998).

Apesar de estudos mostrarem o0 sucesso da utilizacdo de microrganismos
geneticamente modificados para a biorremediagcdo, a sua liberacdo em ambientes
abertos ainda € uma grande preocupacéo publica. A linhagem P. fluorescens HK44
representa o primeiro microrganismo geneticamente modificado aprovado para
estudo em campo nos Estados Unidos (VALDMAN et al., 2004). Deve-se ressaltar
ainda que tanto o microrganismo hospede original quanto o plasmidio original
(NAH7) foram isolados de solo de uma planta de gas natural contaminado com
HPAs. Esta cepa degrada compostos de dois a trés anéis aromaticos assim como
outros HPAs substituidos devido a rota catabdlica de naftaleno conferida pelo
plasmidio PUTK21. A cepa HK44 além do naftaleno emite luz em resposta ao
salicilato ou 4-metil-salicilato quando fisiologicamente ativa durante o processo de

biorremediacao (RiPP et al.,2000).

Ensaios com biossensores microbianos de HPAs demonstraram que as
células sdo muito sensiveis aos processos de transferéncia de massa e sao
facilmente limitadas pela concentracdo da fase aquosa. Por exemplo, o limite de
deteccdo de naftaleno foi reduzido de 0,5 uM para 50 nM usando um biossensor na
fase gasosa, ao invés de uma suspensao aquosa (WERLEN et al, 2004; KOHLMEIER et
al, 2007). Isto ocorre dada a alta volatilidade do naftaleno e das taxas de difusédo

cerca de 10000 vezes mais rapido no ar do que no liquido (WERLEN et al, 2004).
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Kohlmeier e colaboradores (2007) mostraram que biossensores reporteres expostos
a concentracdes saturantes de naftaleno em solugcdo aquosa, na presenga ou nao
de mais cristais de naftaleno, produziram o mesmo sinal maximo de saida do
repérter GFP ap6s 4 horas de incubacdo. No entanto, as células no ensaio com
naftaleno cristalino continuaram a crescer, levando a uma diluicdo da quantidade de
GFP nas células em tempos de incubdo maiores que 4h, como consequéncia da

ativacao da via metabdlica do naftaleno.

Frequentemente, biossensores aplicados a area ambiental devem estar
integrados em um bioensaio com uma etapa de extracdo que é de relevancia
ecoldgica. Werlen e colaboradores (2004) foram pioneiros ao propor uma técnica de
extracdo nao euxastiva (NEET), refinada por varios autores (TECON et al, 2008;
KOHLMEIER et al, 2007) importante para a detec¢cdo de contaminantes em amostra
reais, por ser uma tentativa de se averiguar a fracdo disponivel de determinado

contaminante em matrizes complexas como o solo.

Paton e colaboradores (2009) mostraram recentemente que a resposta
bioluminescente do sensor microbiano utilizando a cepa HK44 frente a extratos
aquosos de HPCD e metanol 10% obtidos por uma técnica de extracdo ndo exaustiva
(NEET) reflete a fracdo disponivel de naftaleno no solo, a qual € também relacionada
com os atributos fisico-quimicos do tipo de solo utilizado. Para aplicacdo de
biossensores em amostras ambientais, as NEETs sdo uma parte essencial do ensaio.
Este trabalho foi o primeiro a combinar a extracdo com a ciclodextrina (HPCD) com
um biossensor bioluminescente, relacionando a determinacdo quimica da fracéo
biodisponivel de um analito com a inducéo catabdlica em um biossensor. O estudo
progrediu de solos experimentalmente contaminados diretamente com naftaleno, a

avaliacdo da biodisponibilidade deste HPA em amostras de solo de uma planta de
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gas manufaturado historicamente contaminados (antes e apds experimentos de
biodegradacao do analito por P. fluorescens TTC1). O percentual de remocé&o obtido
pela extracdo utilizando como solvente apenas a agua foi significativamente menor
do que a porcdo degradada por P. fluorescens TTC1, enquanto que a porcao
extraida com metanol foi maior do que a fracdo biodegradavel das amostras com
baixas concentracdes de naftaleno (abaixo de 50 mg/kg). De uma maneira geral, a
extracdo tanto com ciclodextrina (HPCD) quanto com metanol apresentaram boa

correlacdo com a fracao passivel de degradacdo microbiana.

Patterson e colaboradores (2004) também reportaram que a solucao de
ciclodextrina (HPCD) é a escolha ideal para a técnica de extracdo n&o-exaustiva
guando considerado o acoplamento com biossensores, uma vez que outros métodos,
como Tenax TA e XAD-4, exigem a aplicacdo de uma etapa de eluicdo com solvente
soluvel em agua seguido por um estagio de diluicdo. Além disso, os referidos autores
encontraram baixa correlacdo entre a resposta do biossensor pelo método XAD e a
fracdo disponivel para mineralizacdo em uma variedade de solos testados. Neste
estudo, a resposta a extratos de metanol diluidos foi similar aquelas com solvente
ciclodextrina. Enquanto a metodologia aplicando o metanol requer uma etapa de
diluicdo, a técnica de extracdo com cilcodextrina é inteiramente compativel com o

instrumento biossensor, provendo uma forte correlacdo entre o percentual de

naftaleno extraido e a resposta bioluminescente.

Com base nas referéncias encontradas, o presente trabalho teve como
objetivo a aplicacdo do biossensor luminescente utilizando como biocomponente a
cepa P. fluorescens HK44 para o monitoramento do hidrocarboneto aromatico

policiclico naftaleno em amostras de solo contaminadas por petréleo.
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CAPITULO IV: MATERIAL E METODOS

V.1 BIOSSENSOR MICROBIANO: Pseudomonas fluorescens HK44

IV.1.1 Preparo de meios e solugdes

Neste primeiro item estdo descritas as composi¢cdes dos meios utilizados
tanto para o crescimento celular (meio de cultivo), quanto para os experimentos de
bioluminescéncia (meio de deteccado), assim como o meio sélido de manutencao do
microrganismo. Os protocolos de preparacdo de solucbes estoque de antibiotico

tetraciclina e tampéo fosfato, também estéo apresentados a seguir.

IV.1.1.1 Meio de cultivo YEPG -Tc

As células foram crescidas, previamente aos experimentos de deteccdo de
naftaleno, no meio de cultivo YEPG adaptado de Heitzer (1992), como proposto por

Valdman (2004):

Tabela IV.1 Composicdo do meio de crescimento para P. fluorescens HK44

Componentes Concentracéo (g/L)
Extrato de Iévedo (YE) 2,0
Peptona de caseina (P) 2,0

Glicose (G) 1,0
Nitrato de amoénio — NHsNOs3 0,2

O pH do meio de cultivo foi ajustado para 7,0 com solu¢édo tampéo fosfato de
potassio 0,1M e o antibiético tetraciclina (Tc) foi adicionado em uma concentracéo

final de 15 mg/L para selecdo positiva do transposon lux presente no plasmidio
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pUTK21 da cepa HK44, garantindo o crescimento s6 de células capazes de emitir
luz em contato com naftaleno.

IV.1.1.2 Meio so6lido de manutencdo YEPG —Tc

Repiques periddicos foram feitos mantendo-se a cepa HK44 em meio soélido

de manutengdo como proposto por Valdman (2004):

Tabela IV.2 Composi¢do do meio manutengéo para P. fluorescens HK44

Componentes Concentragéo (g/L)
Extrato de Iévedo (YE) 0,2
Peptona de caseina (P) 2,0

Glicose (G) 1,0
Nitrato de aménio — NH4;NO; 0,2
Agar-agar 30

O pH do meio solido de manutencdo foi ajustado para 7,5 com solucao
tampéo fosfato de potassio 0,1M e o antibiotico tetraciclina (Tc) foi adicionado em

uma concentracao final de 15 mg/L para selecéo positiva da bactéria P. fluorescens

HK44.

IV.1.1.3 Solucéo estoque de tetraciclina

No preparo da solucdo estoque de tetraciclina (Tc), 15 mg do antibiético
adquirido em farmacia foram pesados e dissolvidos em 0,5 mL de etanol,
adicionando também 0,5 mL de agua destilada estéril. A solucéo foi armazenada em
um frasco escuro a fim de se evitar a decomposicédo do antibidtico, sendo a mesma
mantida em congelador (-5° C). Em cada 1L de meio adicionou-se 1 mL desta

solucéo estoque (C; = 15 mg/L) (MILLER, 1992).
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IV.1.1.4 Tampdo fosfato de potassio

Para obter o tamp&o misto de fosfato de potassio K,HPO, — KH,PO,4 0,1M
com pH definido, preparou-se a solugdo 1M de cada fosfato e de acordo com a

tabela IV.3 os devidos volumes foram misturados (VALDMAN, 2004).

Tabela 1V.3 Relacdo entre volume de fosfato monobasico e dibasico de potassio para a
obtencéo de pH definido

pH Solucéo 1M K,HPO,(mL) Solugéo 1M KH,PO,4(mL)
6,6 38,1 61,9
6,8 49,7 50,3
7,2 71,7 28,3
7,4 80,2 19,8

IV.1.1.5 Meio de deteccao para ensaios de bioluminescéncia

De acordo com Valdman (2004) foi utilizado nos experimentos de
bioluminescéncia, um meio de deteccdo para o naftaleno, composto apenas de 0,1 g
YE/L (0,01%). O pH do meio foi ajustado para 7,0 com uma solu¢édo tampéao de 0,1M
K:HPO,4 — KH,PO4 e 15 mg/L de tetraciclina (Tc) foram adicionados ao meio para
manter a selecdo positiva do transposon lux durante os experimentos de

bioluminescéncia.

IV.1.1.6 Solucéo estoque de naftaleno

Como o naftaleno ndo possui alta solubilidade em agua, uma solugéo estoque
em etanol foi preparada para garantir a concentracdo desejada deste HPA nos

experimentos de bioluminescéncia.
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Para obtencao da solucéo estoque de naftaleno, uma massa conhecida deste
hidrocarboneto (Naftaleno P.S. — VETEC) foi pesada e dissolvida em 1,0 mL de
etanol para obtencédo das concentracbes de naftaleno desejadas, que variaram de
0,5 a 21 mg/mL. Essas solugbes foram mantidas no congelador (-5°C), em um
recipiente bem fechado. A concentracao final de trabalho exigida em cada teste sé
foi atingida ap6s diluicdo de 1000 vezes (adicionou-se 1 mL da solucdo estoque para
cada 1000 mL de meio de deteccéo), a fim de se eliminar qualquer influéncia que o

etanol pudesse vir a ter nos experimentos de bioluminescéncia.

IV.1.2 Crescimento e Manutencéao de P. fluorescens HK44

O microrganismo bioluminescente repdrter, Pseudomonas fluorescens HK44,
foi gentilmente cedido pela prof Erika Valdman (Instituto de Quimica, Universidade
de Sao Paulo), sendo este adquirido originalmente junto ao banco de cepas DMSZ,
Alemanha, com o registro de DMSZ 6700. Os protocolos de crescimento celular e da
obtencdo da correlagcdo entre absorbancia e concentracdo celular se encontram

descritos a seguir.

IV.1.2.1 Determinac¢éo do Peso Seco

Apdés crescimento celular em meio YEPG-Tc overnight (20h) a 28°C em
shaker a 150 rpm, as células de Pseudomonas fluorescens HK44 em estado
estacionario foram centrifugadas por 25 minutos a 3500 rpm e o precipitado obtido
foi ressuspendido em um minimo de &gua destilada (cerca de 5 mL). As células
foram novamente centrifugadas nas mesmas condicfes anteriores e lavadas com
agua destilada novamente. A biomassa foi ressuspendida em 10 mL de &gua

destilada para se obter uma suspensao concentrada de células.



56

Trés mililitros dessa suspensdo celular foram filtrados a vacuo em uma
membrana Millipore (0,5 um), entdo a biomassa foi pesada em uma balanca que
elimina toda a umidade da amostra (Balanca AG 200, IV2000 — Analisador de
Umidade por Infra-vermelho, GEHAKA). Calculou-se a concentracdo (g/L) da
suspensao original, dividindo a massa celular (g) obtida, pelo volume conhecido da

aliquota (0,003 L). Este procedimento foi feito em duplicata.

Desta mesma suspensao utilizada para o calculo da concentracdo celular,
utilizando mais trés mililitros, varias diluicdes foram feitas para obter cerca de sete
leituras de absorbancia a 546nm entre 0,1 e 0,5, correspondendo cada leitura a sua

respectiva concentracao celular.

IV.1.2.2 Curva de crescimento

Para construcdo da curva de crescimento celular, o cultivo do pré-inoculo,
com células obtidas de uma alcada do estoque de P. fluorescens HK44 em meio
sélido, foi feito em um erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio YEPG-Tc

overnight (20h) a 28°C em shaker a 150 rpm.

_______________

Inoculacao
b - >

Figura IV.1 Esquema do cultivo de P. fluorescens HK44

Apés o crescimento celular, fez-se a leitura da densidade o&tica no
comprimento de onda de 546 nm (DOss) em espectrofotdbmetro UV-visivel

(Q798DRM - QUIMIS). Calculou-se entdo a quantidade (mL) necessaria do pré-
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indculo para se obter uma DOsgg inicial de aproximadamente 0,2 em 200 mL de meio

YEPG-Tc.

Para iniciar o acompanhamento do perfil de crescimento da cepa HK44,
adicionou-se a quantidade calculada anteriormente a um Erlenmeyer de 1L contendo
200 mL de meio YEPG-Tc, sendo retirada a primeira aliquota para leitura da DOsye
no tempo inicial (0 h). O cultivo foi mantido entdo a 28°C em shaker a 150 rpm e o
crescimento celular foi monitorado a intervalos de 1 hora pela absorbancia medida a
546 nm até ser alcancado um valor maximo estavel, sendo atingida a fase

estacionaria do crescimento microbiano.

IV.1.2.3 Manuteng&o e armazenamento das células

As células foram mantidas em placas de petri com meio sélido YEPG-Tc,
descrito no item IV.1.1.2, armazenadas a 4°C (geladeira). Foram realizados repiques

mensais para manutencédo da viabilidade celular.

Como método de estocagem por periodos maiores, as células foram mantidas
em solucéo de glicerol, o procedimento adaptado de Helms (1990). Inoculou-se um
tudo de ensaio contendo 2 mL de meio seletivo YEPG-Tc com uma colbnia isolada
recém crescida. A cultura foi incubada por 20h (overnight) a 28° C até atingir a fase

estacionaria de crescimento.

O estoque a -5° C foi feito adicionando 1,5 mL do cultivo bacteriano a um tubo
de polipropileno com tampa rosqueada (criotubo) contendo 0,5 mL de glicerol 80%
autoclavado. Misturou-se vigorosamente para evitar a formacéo de cristais de gelo, o
gue poderia diminuir a viabilidade celular. Os tubos foram entdo armazenados no

congelador.
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IV.1.3 Pré-ativagcdo com naftaleno

ApGs cultivo overnight (20h) a 28° C em shaker a 1500 rpm, tendo sido
atingido o estado estacionério, foi adicionado ao meio ja& esgotado o naftaleno em
uma concentracao final de 0,5 mg/L, com o objetivo de ativar as enzimas envolvidas
na reacao de bioluminescéncia. Para se atingir a diluicdo recomendada (1000 vezes)
evitando a influéncia do etanol da solugdo estoque de naftaleno, a um cultivo de
50mL s&o adicionados 50 uL de naftaleno (0,5 mg/mL). Essa pré-ativacdo foi
realizada por 24 h, mantida novamente a 28°C em shaker a 150 rpm, e s6 entédo as
células foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min (Centrifuga para tubos, QUIMIS)
e submetidas ao protocolo de obtencdo da suspenséo celular para os testes de

bioluminescéncia.

IV.1.4 Avaliacdo do crescimento do microrganismo em condi¢cfes especificas

Testes preliminares foram realizados com o intuito de avaliar o crescimento
do microrganismo Pseudomonas fluorescens HK44, através do aumento da
absorbancia da cultura com o tempo de cultivo, em meio YEP com a adicdo de
extratos aquosos provenientes de solos contaminados por 6leo cru em diferentes
concentracfes. A avaliacdo do crescimento visava verificar se o microrganismo,
ativo em meios contendo glicose como substrato, seria capaz de metabolizar HPA,

em especial naftaleno, em amostras complexas, contendo 6leo cru.

Para tanto foram utilizados tubos de ensaio de 30 mL, cada um contendo uma
distinta composicdo de meio para o crescimento: 19,0mL de meio YEP-Tc (sem
glicose) com a adicdo de 1,0mL da agua de lixiviacdo de solos contaminados com

Oleo cru a 0%, 0,5%, 2,5% e 5% (p/p), provenientes de um sistema de contaminacéo
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de bancada, descrito a seguir. Em um recipiente de vidro, a 5,0 g de solo foram
adicionados 6leo cru (p/p) na propor¢cédo de 0%, 0,5%, 2,5% e 5%. Apos 48 h, foram
adicionados 50 mL de agua destilada a cada recipiente. Esta interacdo se deu por
24h, logo apds, foi recolhido o sobrenadante de cada amostra. Este protocolo de

lixiviagdo experimental se encontra mais detalhado no item IV.2.3.1.

Foram avaliadas ainda condicbes onde o 6leo cru foi adicionado direto na
agua de lixiviacdo do solo sem contaminacao prévia, nas concentracfes de 0,25%,
1,25% e 2,5% (p/p), uma vez que a metodologia de extracao aplicada poderia ndo
remover adequadamente os HPAs contidos no solo contaminado. O esquema do

protocolo destes experimentos € apresentado na figura IV.2.

ImL agua de lixiviagdo de (1 ImLgua de lixiviacio de [ [ ImLagua de lixiviacGo de ImL agua de lixiviagdo de
L solo ndo contaminado L <olo 0 5% contaminado L solo 2,5% contaminado L solo 5.0% contaminado
| ||| | [ 1
} 19mL de meio | | | !J.9mL de meio ‘ ‘ | 119mL de meio | | [L9mL de meio
—_ -~ S | | | |
Ul ue uu (L
e —— ImL agua de lixiviacio ImL agua de lixiviacdo I ImL agua de lixiviagdo
" I ‘ 0.25% contaminada ] [ 1,25% contaminada 2.5% contaminada
_—
' | |
| | | | | | |
| | [LomLde meio | | | 19mLde meio [ | [19mLde meio
— | T N E—
¢ 9 o v o 1\/

Figura IV.2: Esquema da composicdo de cada condicao testada. Acima as quatro condi¢cbes de
adicdo de agua de lixiviagdo do solo contaminado com 6leo cru a 0%, 0,5%, 2,5% e 5% (p/p). Abaixo
as trés condic¢bes de adi¢do de 6leo cru nas concentragdes de 0,25%, 1,25% e 2,5% (%p/p) direto na

agua de lixiviag@o do solo sem contaminagéo.

Todos os tubos de ensaio foram inoculados com o microrganismo

Pseudomonas fluorescens HK44 na mesma concentracao inicial.
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Para iniciar o acompanhamento do crescimento, retirou-se a primeira aliquota
para a leitura da DOsgs NO inicio do experimento (0 h). Os cultivos foram mantidos a
28 °C em shaker a 150 rpm. Monitorou-se o crescimento celular depois de 3 horas e
6 horas pela absorbancia medida a 546 nm. Os tempos de 3 horas e 6 horas foram
selecionados, por serem o0s tempos onde se atinge o meio e o fim, respectivamente

da fase exponencial do crescimento da cepa HK44.

IV.2 ENSAIOS BIOLUMINESCENTES

IV.2.1 - Obtencdo da suspensao celular para o0s experimentos de

bioluminescéncia

Os experimentos de bioluminescéncia foram sempre realizados com células
recém crescidas. A cepa HK 44 foi incubada em 50 mL de meio YEPG-Tc, overnight
(20h), a 28°C em shaker a 150 rpm. Apos o procedimento de crescimento celular em
meio YEPG-Tc, leu-se a absorbancia do cultivo em um espectrofotdmetro (DOsgg),
utilizando-se a curva de peso seco, determinada no item IV.1.2.1, para relaciona-la a
sua respectiva concentracdo celular. As células foram entdo centrifugadas a 5000
rpm por 15 min e ressuspendidas em tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,0), no volume
necessario para se atingir a concentracdo celular desejada (0,05 a 0,6 g/L). Essa
suspensao foi mantida em gelo até o inicio dos testes de bioluminescéncia (Figura

IV.3).
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Figura IV.3 Esquema da obtencdo da suspenséo celular para os experimentos de bioluminescéncia

IV.2.2 — Medida e registro da luz emitida, Lumindmetro

Para a quantificacdo da luz emitida nos experimentos, utilizou-se um
lumindmetro, modelo Luminoskan Ascent 2.4 - Labsystens, (Figura IV.4) gentilmente
cedido pelo professor Paulo Barrocas (ENSP/Fiocruz). A deteccao da luz em todos

0s ensaios bioluminescentes foi medida em unidades relativas de luz (URL).

Figura IV.4 Instrumento para leitura de luminescéncia emitida, Luminémetro
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Seu principio béasico de funcionamento esta esquematizado abaixo na figura
IV.5. A bioluminescéncia é captada de cada poco da placa a ser lido, sendo refletida
pela lente, passando pelo filtro de emissédo até atingir o tubo fotomultiplicador. O
caminho da luz do po¢co medido até o espelho refletor deve ser protegido por um
componente denominado light shield, para evitar a captacdo de luminescéncia de

pocos vizinhos, o denominado cross-talking.

Figura IV.5 Esquema de fotodeteccao do lumindmetro

Nos testes de bioluminescéncia realizados no presente estudo foram
utilizadas placas brancas opacas de 96 pocos, sendo possivel a realizacdo de
desenhos experimentais variando diversos parametros em cada teste. A emissao
luminescente foi monitorada até ser atingido o estado estacionario, com os testes

durando em torno de 120 minutos.

Foi escolhida a op¢do de monitoramento cinético, no qual diversas medidas
sdo tomadas de cada poco estabelecido em um definido intervalo de tempo,
seguindo um padréo pré-estabelecido pelo operador, gerando ao fim do teste, um
perfil cinético de emissdo de cada condicdo avaliada, ou seja, de cada poco e

consequentemente de cada amostra avaliada.

Nos testes de bioluminescéncia, 30 uL da suspensdo celular obtida, com
densidade celular conhecida eram adicionadas a cada pog¢o da placa teste (a ser

introduzida no lumindmetro para realizacdo da leitura da bioluminescéncia
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produzida), de acordo com o desenho experimental previamente estabelecido
(ordem de leitura de cada amostra). A seguir, um volume de 270 uL da solucéo
amostra a ser exposta ao biossensor foi adicionado, completando um volume final
de 300 pL por poco. Com isso, a suspensao celular sofria diluicdo de 10 vezes,
sendo usada, portanto, no inicio a adicdo de 30 uL da suspensédo celular em

concentragao superior visando atingir a concentracao celular de trabalho desejada.

Os resultados dos experimentos bioluminescentes sdo apresentados nesta
dissertacao tanto através do perfil cinético obtido no intervalo de tempo monitorado,
como atraves da integral da curva gerada, como o somatorio de luz emitida (URL)

em cada condicao testada.

IV.2.3 — Metodologias de extracéo do solo contaminado com 6leo
IV.2.3.1 — Sistema experimental de lixiviacao

Visando simular um processo de lixiviacdo, 5,0g de solo sergipano foram
contaminados com Oleo cru, ambos cedidos pelo CENPES/Petrobras, CETEM/MCT,
nas concentracdes de 0%, 0,5%, 2,5% e 5,0% (p/p). As amostras foram entéao
mantidas no laboratério por dois dias a temperatura ambiente e abrigados da luz

(Figura I1V.6).

Temperatura
i : : : : : : -—) Ambiente
\ Abrigadoda luz
48 h

Solo  Solo0,5% Solo 2,5% 5olo 5,0%
contaminado contaminado contaminado

Figura IV.6 Esquema da contamina¢&o do solo com 6leo cru
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Posteriormente, a cada recipiente contendo o0 solo contaminado, foi
adicionada agua destilada numa proporcdo 1:10 (50 mL). O sistema foi mantido a

temperatura ambiente por 24h (Figura I1V.7).

Nesta extracdo estatica, o sobrenadante foi utilizado como agua de lixiviagao

das distintas concentracdes de contaminacao.

Temperatura
o Ambiente
24 h

Salo+ Solo0,5% Solo 2,5% Solo 5,0%
igua contaminado+ contaminado+ contaminado+
agua agua agua

Figura IV.7 Esquema do sistema de lixiviagdo

IV.2.3.2 - Técnica de Extracdo Nao Exaustiva (NEET)

No presente estudo, foi empregada a metodologia de extracdo ndo exaustiva
(NEET), sendo a mesma adaptada segundo os métodos descritos por Paton e
colaboradores (2009), sendo avaliada a eficiéncia de extracdo com dois solventes:
agua destilada e beta propil ciclodextrina (B—HPCD). Foram colocados, em tubos de
vidro de 35 ml, 1,25 g de solo contaminado a 0,5%, 2,5% ou 5% (m/m), além do solo
controle sem contaminacdo, com 25 ml de H,O, ou 25 ml de solucdo 50 mM de
B—HPCD (Acros Organic, 97% de pureza). Os tubos foram vedados e agitados
horizontalmente a 150 rpm, 28°C. Apés 20 h, foram centrifugados por 15 minutos a
3200 rpm, para separacgéo do solo do solvente H,O ou p—HPCD. O sobrenadante foi

exposto entao aos testes com o biossensor microbiano.
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IV.2.3.3 - Otimizagdo NEET -HPCD

Visando o estabelecimento das melhores condi¢cbes de extracdo especificas
para o solo e 6leo utilizados nesta dissertacao, no sentido de otimizar o desempenho
deste biossensor bioluminescente aplicado a detec¢céo de naftaleno, foi realizado um
desenho experimental, verificando-se a influéncia dos principais parametros da
metodologia de extracdo ndo exaustiva (NEET) com a beta propil ciclodextrina:
concentragdo do solvente B-HPCD e tempo de extracdo. Utilizou-se na extracéo
(NEET) a combinagéo de concentragbes de B-HPCD de 30mM, 60mM e 90mM e
tempos de 12h, 18h e 24h de extracdo. Essas condi¢Oes foram testadas em solo

contaminado com 0leo na proporc¢éo de 5,0% p/p.

A metodologia de extragdo com B-HPCD foi adaptada segundo os métodos

descritos por Paton e colaboradores (2009), como apresentado no Diagrama 1.

Oleocru > Solo
oy | meme—eeccccea=-
2,0 % i Shaker i 125¢g
1
150 rpm / 28°C | :
Lo P22 - HPCD [30, 60, 90 mM];
t=12, 18, 24h
A .
:gwll 1 mqlr}mr. t(-)m-lmia@-a?-d% l*f’CD- ! ~ Centrifugacdo 2000 rpm
Loualo mefhor tempo de extracao: t=20 minutos
Sobrenadante Solo
Extrato HPCD

Diagrama 1 Fluxograma das etapas de extragdo com 3-HPCD (Adaptado de Telhado, 2009)
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IV.2.4 - Comparag&o metodologia extragao

Ensaios bioluminescentes foram realizados a fim de se determinar a melhor
metodologia de extracdo do HPA naftaleno dos solos contaminados, etapa prévia
necessaria a exposicao ao biossensor. Procurou se determinar a metodologia que
apresentasse ao sensor microbiano a maior fracdo biodisponivel deste poluente

organico hidrofébico.

Primeiramente foi avaliada a resposta bioluminescente da cepa HK44 nas
concentracOes celulares de 0,05 g/L e 0,2 g/L a extratos obtidos pelo método de
lixiviacdo estatica e extracdo nado exaustiva (NEET), utilizando como solvente
somente agua destilada. Ambas as metodologias foram aplicadas a amostras de
solo 0,5%, 2,5% e 5,0% contaminado com 0leo cru (p/p), assim como ao controle
sem contaminacédo. Todas as condi¢cdes foram avaliadas em duplicata.

Os extratos obtidos por lixiviacdo estatica ou extragcdo ndo exaustiva foram
expostos ao biossensor, 270 uL de cada condicdo foram adicionados a placa de
leitura contendo previamente 30 pL da suspensdao celular 10 vezes concentrada em
cada poco monitorado. A resposta luminescente foi avaliada até ser atingido o

estado estacionario de emissao de luz.

Um esquema da disposicdo experimental das amostras na placa de leitura

esta apresentado a seguir (Figura IV.8).
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Concentracdo celular

0,05g/L 0,2g/L 0,05g/L 0,2g/L
eelelelelelele
- GE e
e LEEEREOHE RO
soetere) | (OO OO0 OO
gl - 00 E

L (ECICIoC I lcic)
“1GICIEIOE6c©)

oJc JJojolc Slo

Lixiviacdo NEET
Simples H,O

Figura IV.8 Esquema do teste comparativo entre as metodologias de extracao lixiviacdo simples e
NEET. Somente os po¢os em amarelo foram lidos.

Posteriormente foi testada a resposta celular a extratos de solos
contaminados com o6leo cru a 0%, 0,5%, 2,5%, 3,5% e 5,0% obtidos pela
metodologia de extracado ndo exaustiva (NEET) utilizando agua destilada ou solucéo
de beta ciclodextrina (50 mM) como solvente. Cada condicdo foi avaliada em
triplicata, seguindo o procolo descrito acima. Foram testadas as concentracfes
celulares de 0,05g/L e de 0,20g/L. A disposicdo das amostras na placa de leitura

estdo esquematizadas na figura IV.9.
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Figura IV.9 Esquema das amostras no teste de avaliagdo da eficiéncia de extracdo NEET utilizando
como solvente H,O ou HPCD. Somente os pocos em amarelo foram lidos

IV.2.5 Avaliacdo das condi¢cdes 6timas de bioluminescéncia

De acordo com Sticher e colaboradores (1997), o sinal de emisséo da luz
medida por biossensores de células integras é dependente ndo s6 da concentracéo
presente do substrato indutor, mas também da estabilidade da enzima luciferase em
uma cepa particular, do seu estado fisiologico assim como da presenca de outras

substancias estimulantes ou inibitdrias na amostra a ser medida.

Desta maneira, as condicfes Otimas de trabalho para o microrganismo
selecionado foram avaliadas, dentre elas a pré-ativacdo celular e distintas
concentracfes celulares. Parametros como composicdo do meio de deteccdo e os
aceptores finais de elétrons foram mantidos como proposto por Valdman (2004).
Também foi avaliada a influéncia do tempo de estocagem do cultivo do
microrganismo P. fluorescens HK44 em meio solido, assim como do estoque de

naftaleno na resposta luminescente da cepa a cada amostra padrao de naftaleno.
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IV.2.5.1 Diferentes concentrag@es celulares e efeito da pré-ativacao

A influéncia da densidade celular combinado ao efeito da pré-ativacao
(descrito no item 1V.1.3) na resposta bioluminescente a 0,5 mg naftaleno/L, foi
avaliada nas concentragdes celulares de 0,05 a 0,60 g/L obtidas de um cultivo na
fase estacionaria. Os testes foram conduzidos até que o estado estacionério de

emissao de luz fosse observado.

Em um primeiro teste foram avaliadas as concentragdes celulares de 0,2, 0,4
e 0,6 g/L, assim como o efeito da pré-ativacdo. Cada condicdo foi avaliada em
triplicata, e ensaios sem a exposi¢cao ao naftaleno (branco) também foram feitos, a
fim de se obter a resposta luminescente inespecifica ao analito naftaleno. Um
esquema do desenho experimental da disposicdo de cada amostra na placa do

equipamento luminémetro € apresentado na figura IV.10.

cell— 02g/ _____ 04g/l _____ 06gL Células ndo pré-
OO0 00000 OOOOE — | ativadas exnostas
- @ @ @ @ @ @ ® G) @ @ @ ® Céls ndo pre-ativadas
‘OOO@OOO@OOO@ nﬁoexzostasao
(@00 EeEEEE naftalene
‘ O O O @ O O O @ O O O @ - atiu(;étzglsazxzr;tas
QOOOOOOOOOO® | :oniftaleno
°OOO®OOO®OOO® = | Céls pré-ativadas

YolololololololololololoNRE Lt

naftaleno

Figura IV.10 Disposicdo das amostras na placa utilizada no luminémetro no teste avaliando a
concentracao celular e o efeito da pré-ativagdo. Somente os po¢os em amarelo foram lidos.



70

Em um segundo experimento densidades celulares ainda menores foram
avaliadas, como 0,05, 0,10, 0,20 e 0,40 g/L a fim de se obter a melhor resposta
bioluminescente. A melhor concentracdo celular foi entdo selecionada para ser

empregada nos proximos experimentos.

IV.2.5.2 Idade do cultivo e estoque de naftaleno

Como descrito no item 1V.2.1, a obtencdo da suspensao celular para o0s
experimentos de bioluminescéncia passa necessariamente por uma etapa de
crescimento em meio liquido YEPG-Tc da massa celular retirada do cultivo sélido da

cepa de trabalho, a fim de se aumentar o metabolismo celular.

A fim de se avaliar a influéncia do tempo de estocagem do cultivo em meio
sélido, mantido a 4° C, na resposta bioluminescente do microrganismo P.
fluorescens HK44 a 0,5 mg/L de naftaleno, foi realizado um experimento utilizando
células recém plaqueadas e células obtidas de um cultivo em meio solido mantidas
na geladeira por 30 dias. Neste teste foram avaliadas as respostas luminescentes
das células recém crescidas assim como do cultivo antigo nas concentracfes

celulares de 0,05¢/L, 0,1 g/L, 0,2 g/L e 0,4 gl/L.

Também foi avaliado o efeito do estoque da solucéo de naftaleno a ser usada
como amostra, para averiguar se 0 armazenamento proposto estaria mantendo a
concentracdo de naftaleno desejada, verificando a influéncia deste parametro na
variacdo da intensidade de resposta luminescente da cepa HK44. Assim o estoque
de trabalho (com 50 dias), e um estoque produzido no mesmo dia do teste foram
expostos ao biossensor microbiano, de acordo com o desenho experimental

apresentado abaixo (Figura I1V.11):
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Cultivo Novo/ Cultivo Novo/ Cultivo Antigo/ || Cultivo Antigo/
Naftaleno Novo || Naftaleno Antigo || Naftaleno Novo || Naftaleno Antigo
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| Célulasndo expostas ao naftaleno- Branco

Figura IV.11 Disposi¢do das amostras na placa utilizada no lumindmetro no teste avaliando a idade
do cultivo e o estoque de naftaleno

IV.2.6 — Curva de calibracao

Ensaios de deteccdo da bioluminescéncia para diferentes faixas de
concentracdo de naftaleno em solu¢des aquosas, assim como com amostras de
lixivias de solos contaminados diretamente com o analito naftaleno, foram realizados
para estudo da sensibilidade de medicédo, alcance de limites maximos e minimos de
concentracdo e linearidade das curvas de calibracdo. A obtencdo da curva de
calibracdo para o sistema proposto é essencial, pois permitira correlacionar o sinal

bioluminescente lido com a concentracdo de naftaleno presente nas amostras.
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IV.2.6.1 - Curva de calibragéo de naftaleno em solugbes aquosas

ApGs obter a suspensdo celular concentrada descrita anteriormente (item
IV.2.1) a mesma foi mantida em gelo a fim de reduzir a atividade microbiana.
Frascos contendo 10 mL de meio de deteccdo foram inoculados com uma
guantidade conhecida da suspensédo celular, resultando na concentracdo celular
Otima pré-definida. A seguir, 10 uL de cada solugdo estoque de naftaleno com
distintas concentracbes (mg/mL) foram adicionadas aos frascos para alcancar a
concentracdo final (1000 vezes diluida) entre 0 e 21,0 mg/L. Entdo, 300 uL de
volume de cada condicao citada, foi adicionado a pocos separadamente na placa de
leitura para registro da resposta bioluminescente no equipamento luminémetro até

ser atingido o estado estacionario de emissao de luz.

A fim de se minimizar variacdes decorrentes do erro experimental intrinsecas
ao operador do experimento, pequenas alteragdes no protocolo anterior foram
realizadas. Para tanto, uma Unica solucao estoque de naftaleno foi feita, realizando a
partir desta as diluicbes para se obter as concentracdes de naftaleno a serem

testadas com intuito de construir a curva de calibracao.

Entdo, 270 uL de cada solucédo obtida contendo naftaleno em conhecidas
concentracfes foram adicionadas a placa de leitura contendo previamente 30uL da
suspensao celular (10 vezes concentrada). Sendo atingido um volume final de 300uL
por poco, com a densidade celular previamente estabelecida e concentracdes de
naftaleno variando de 0 a 21 mg/L. A seguir a emissao da bioluminescéncia foi

monitorada até ser atingido o estado estacionario.
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IV.2.6.2 Curva de calibragéo utilizando solo contaminado com naftaleno

No presente estudo trabalhou-se com amostras complexas, como 0 solo.
Portanto, foi planejada a contaminagdo de amostras do solo sergipano provenientes
do CENPES/Petrobras, CETEM/MCT, diretamente com naftaleno em concentragbes
conhecidas, passando a seguir por etapa de extracdo nao exaustiva com —-HPCD
para s6 entdo expor os extratos ao biossensor microbiano, a fim de se obter uma
curva de calibracdo melhor comparavel ao sistema de atenuacdo natural a ser

monitorado e ao procedimento a ser aplicado na monitoracao.

A contaminacdo do solo com naftaleno seguiu a metodologia adaptada de
Reid e colaboradores (1998). Uma massa conhecida de naftaleno foi dissolvida em 1
mL de etanol. As diferentes solu¢des contendo naftaleno foram entdo adicionadas a
10 g do solo sergipano, obtendo-se contaminacdes variando de 0 a 800 mg de
naftaleno/ kg de solo. O sistema foi mantido abrigado da luz, a temperatura
ambiente, por 48h sendo a seguir submetido a metodologia de extracdo nao

exaustiva com —HPCD (50 mM) como proposto no item 1V.2.3.2.

Os extratos obtidos foram entdo expostos ao biossensor, 270 uL de cada
condicao foram adicionados a cada poco da placa de leitura contendo previamente
30 uL da suspensao celular 10 vezes concentrada. Todas as condi¢cdes foram feitas
em triplicata, e a bioluminescéncia foi avaliada até ser atingido o estado estacionario

de emissao de luz.
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IV.3 SISTEMA EXPERIMENTAL DE ATENUACAO NATURAL MONITORADA

O sistema experimental de atenuacé&o natural monitorada montado utilizou
solo proveniente do Estado de Sergipe, oriundos de um campo de exploracdo de
petréleo em terra. O material, coletado por equipe especializada visando a garantia
de representatividade da amostra, foi mantido a temperatura ambiente por quatro

semanas, no Centro de Tecnologia Mineral (CETEM).

O solo foi entdo desagregado em um britador de mandibulas e classificado
em uma peneira de 5 mm para retirada de folhas, raizes e gravitos. O material acima
dessa granulometria retido na peneira foi desagregado no moinho de rolos, e mais
uma vez peneirado. Somente o material abaixo de 5 mm foi recolhido ao inicial. Todo

material, apos secagem e peneiramento, foi homogeneizado e quarteado.

IV.3.1 Caracterizacdo do solo empregado

O solo utilizado ja vinha sendo empregado no desenvolvimento de outros
estudos envolvendo a aplicacdo do processo de biorremediacdo (biopilhas e
biorreatores) no CETEM. Desta maneira, algumas caracteristicas fisicas e quimicas

ja haviam sido determinadas, estando apresentadas na tabela IV.4.
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Tabela IV.4 Caracteriza¢do do solo sergipano

Caracteristicas Valores
Areia (%) 75
Silte (%) 14
Argila (%) 11
Densidade da Particula (g/mL) 2.2
Densidade do solo (g/mL) 1,3
Porosidade (%) 43
pH 6,8
Capacidade de Retencdo de Agua (%) 34
Matéria organica (%) 1,7

(Fonte: Rizzo, 2008 apud Telhado 2009).

IV.3.2 Sistema experimental para simulacdo do processo de Atenuacao Natural

O biossensor microbiano luminescente P. fluorescens HK44, foi aplicado na
deteccdo de naftaleno em solo impactado com 6leo cru, em amostras oriundas do
sistema experimental para simulacdo do processo de atenua¢do natural montado no

CETEM.

Para montagem do sistema experimental, foram utilizadas 7 caixas de
polietileno de alta densidade, com largura de 36 cm, comprimento de 53 cm e altura
de 19 cm (aproximadamente 36,25 L de volume Uutil). As caixas foram furadas no
fundo com um espacamento de 3 cm, e mantidas sobre uma caixa coletora,

representado na figura IV.12 (TELHADO, 2009).

—€aixa contendo solo

Furos espacgados a 3 -

cm i
—» (Caixa coletora

Figura IV.12 Representacéo das caixas utilizadas para o experimento de atenuacao natural. (Fonte:
Telhado, 2009).
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As caixas foram preenchidas com uma camada de 3 cm de brita,
correspondendo a 5,75 L, uma camada de areia de 2 cm (3,83 L) e uma 1 camada
de brita (5,75 L) de 3 cm. Preencheu-se o volume restante aproximadamente 15,33
L, com solo contaminado a 0,5%, 2,5% e 5% (m/m) em duplicata, ou nao
contaminado (controle), como mostra a figura 1V.13 (TELHADO, 2009).

Solo
» Sergipano

Bnta

\ 4

» Arela

Brita

v

Figura IV.13 As caixas foram preenchidas com camadas de brita, areia e solo (Fonte: Telhado, 2009).

IV.3.3 Disposicéao e coleta das amostras

O sistema foi colocado em um espaco aberto nas dependéncias da usina
piloto do CETEM, onde foi submetido a intempéries. Montado no inicio de Junho de

2008, o sistema experimental de atenuacao natural foi monitorado por 15 meses.

Amostras representativas do solo foram coletadas conforme cronograma pré -
estabelecido na Tabela IV.5 e armazenadas em congelador a -5°C para posterior

andlise.
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Tabela IV.5 Cronograma das coletas

Amostra Més da coleta
T =5 meses Novembro/2008
T = 6 meses Dezembro/2008
T = 8 meses Fevereiro/2009
T = 10 meses Abril/2009
T =12 meses Junho/2009
T = 15 meses Setembro/2009

IV.3.4 Monitoramento da degradacdo do naftaleno em amostras de solo

contaminados com 6leo cru

IV.3.4.1 Amostras do Sistema de Atenuacao Natural Monitorada

Utilizando as condi¢Bes 6timas determinadas para o biossensor proposto, foi
analisado o teor de naftaleno existente em amostras de solos do sistema de
atenuacao natural, contaminados com o0leo cru (p/p) a 0%, 0,5%, 2,5% e 5,0%,

cedidas pelo CENPES/Petrobras, CETEM/MCT.

As amostras expostas ao biossensor Pseudomonas fluorescens HK44 para o
monitoramento do decaimento do HPA naftaleno sdo referentes aos tempos de

cinco, seis, oito, dez, doze e quinze meses apds a contaminacao por oleo cru.

O instrumento sensor microbiano foi aplicado na deteccdo do naftaleno de
maneira qualitativa, demonstrando a diferenca do perfil de emissdo luminescente de
amostras com distintas concentracfes de 0leo, assim como uma ferramenta
guantitativa. Em cada experimento, as concentracdes de naftaleno foram obtidas por
meio de correlagéo (regresséo linear simples) com uma curva de calibragéo feita no

mesmo dia e com a mesma cultura celular.
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IV.3.4.2 Sistema de contaminagdo em escala de bancada

Visando a verificacdo do decaimento da concentracdo do analito naftaleno
nos primeiros meses apdés contaminacado do solo com 6leo cru, foi montado um
sistema em menor escala no qual se contaminaram 10 gramas de solo sergipano
obtidos do CETEM/MCT, nas propor¢des de 0,5%, 2,5%, 3,5% e 5,0% (p/p). Foi
também mantido um controle (0%), sem contamina¢do. O sistema foi mantido em

local abrigado, a temperatura ambiente.

Foram acompanhados os perfis de emissdo luminescente do biossensor P.
fluorescens frente a extratos deste sistema de monitoramento referentes aos tempos

0, 15, 30, 60 e 90 dias de contaminacao.

IV.4 OLEO CRU

No desenvolvimento experimental do presente estudo, foi utilizado o 6leo cru
proveniente da mesma regido de origem do solo, de forma a simular uma
contaminacdo que poderia acidentalmente ocorrer durante a exploragcdo dos pocos
da é&rea, ocasionando vazamento involuntario de petroleo. Os teores de
contaminacao adotados foram de 0,5, 2,5 e 5% (m/m), conforme estabelecido pelos
pesquisadores envolvidos no projeto Solo Integral. As fracbes de saturados,
aromaticos, resinas e asfaltenos do o6leo cru, determinado por Telhado (2009)

encontram-se na Tabela IV.6.

Tabela IV.6 Percentual de saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos — SARA (%) no 6leo
cru

SARA (%)
Saturados 55,00
Aromaticos 20,46
Resinas + Asfaltenos 2452

(Fonte: Telhado, 2009)
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CAPITULO V RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 Pseudomonas fluorescens HK44
V.1.1 Determinagé&o da curva de crescimento

O perfil de crescimento do microrganismo P. fluorescens HK44 é apresentado
abaixo, na figura V.1. A partir da curva de crescimento obtida, pode ser observado
gue as células entram em fase exponencial ap6s aproximadamente duas horas,

enquanto que para atingir a fase estacionaria foram necessarias em torno de oito

horas.
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Figura V.1 Curva de crescimento de P. fluorescens HK44

Os ensaios para determinacéo da curva de crescimento foram realizados em
triplicata com medicdo de pontos continuados até alcancar o estado estacionario.
Esta curva foi considerada para a obtencdo da densidade celular e determinacgéo do

estado fisiolégico das células utilizadas nos experimentos posteriores de

bioluminescéncia.
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V.1.2 Correlacao entre Absorbancia e Peso Seco

A curva de Peso Seco obtida, a partir da qual é possivel relacionar a

densidade 6tica com a concentracéo celular € apresentada na figura V.2.

Absorbancia [(546nm
W e e e e
I

:' T T T 1
1] 0,1 0,2 0,2 0,4

Concentragido celular [g/L)

Figura V.2 Correlacéo entre absorbancia e peso seco

Pelos dados obtidos, foi possivel gerar a seguinte equacdo da reta
correlacionando a leitura da absorbéancia a 546nm com a concentracédo (g/L) da

suspensao celular:

Concentracao celular [g/L] = (AbSs4enm — 0,0977)/ 1,608 R2=0,9981

A equacdo descrita acima foi utilizada em todos os experimentos para
determinacao da concentragéo celular nos testes de bioluminescéncia para deteccao

de naftaleno.
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V.2 TESTES PRELIMINARES DE CRESCIMENTO MICROBIANO

A figura V.3 apresenta o resultado obtido a partir de testes preliminares
realizados com o intuito de avaliar o crescimento do microrganismo P. fluorescens
HK44 frente & 4gua de lixiviagcdo de solos contaminados com 6leo cru em diferentes

concentragoes.
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Figura V.3 Avaliacdo do crescimento de P. fluorescens HK44 em diferentes condic¢des. (1) H,O
Lixiviagdo solo sem contaminacgéo; (2) H,O Lixiviagdo solo contaminado 0,5%; (3) H,O Lixivia¢éo solo
contaminado 2,5%; (4) H,O Lixiviag&o solo contaminado 5,0%. (5)H,0 Lixiviagdo 0,25% contaminada;

(6)H.0 Lixiviagdo 1,25% contaminada; (7) H,O Lixiviacdo 2,5% contaminada.

O crescimento microbiano foi avaliado a partir do aumento de absorbancia do
cultivo, indicando aumento de densidade celular, nas seis horas referentes a fase
exponencial do crescimento da cepa HK44. O teste buscava responder se a cepa,
ativa em meios contendo glicose como substrato, seria capaz de metabolizar HPA,

em especial naftaleno, em amostras complexas.

Em todas as condicbes apresentadas o indculo do microrganismo foi

realizado em 19 mL de meio YEP-Tc (sem glicose) com a adi¢do de 1 mL de agua
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de lixiviagdo de solo contaminados em distintas concentra¢ces de 6leo cru (0,5%,
2,5% 5,0%, p/p). Como poluentes organicos hidrofébicos ndo séo facilmente
solubilizados em agua, optou-se também por fazer a contaminacao diretamente na
agua de lixiviagao da condicao controle (solo sem contaminagdo). Desta maneira, as
trés ultimas condi¢cdes apresentadas sofreram adicdo de 6leo (p/p) diretamente na
agua de lixiviacdo nas concentracbes de 0,25%, 1,25%, 2,5%. Cada condi¢céo
experimentada foi realizada em duplicata, sendo apresentada a média obtida com

seus respectivos desvios padréo.

Como observado na figura V.3, o microrganismo P. fluorescens HK44 esta
ativo e consome nutrientes disponiveis na agua de lixiviacdo de solos contaminados,
0 que pode ser inferido do menor crescimento celular apresentado na condi¢cdo 1
(lixiviacdo do solo sem contaminacdo) em relacdo as demais condi¢cbes, mais

notadamente quando se analisa toda a duragéo do teste (0 a 6h).

Avaliando a variacdo da absorbancia nas seis horas de cultivo em relacdo ao
inicio do experimento (0 a 6h), pode ser observado que ndo houve diferenca no
crescimento celular nas condi¢des 2, 3, 4, referentes, respectivamente, a H,O de
lixiviacdo do solo contaminado com 0,5%, 2,5% e 5,0% de Oleo cru. A condicdo 5,
H,O Lixiviacdo 0,25% contaminada, apresentou crescimento ligeiramente maior do
gue as demais condi¢cbes. Considerando, entretanto, os desvios encontrados para
esta condicdo, a diferenca observada ndo pode ser considerada significativa. Nas
outras duas condi¢cdes onde concentracdes maiores de Oleo foram adicionadas
diretamente a agua de lixiviacdo (condicdes 6 e 7) possivelmente houve inibicdo do
microrganismo, uma vez que nestas condicfes, mesmo com um percentual maior de
Oleo disponivel como substrato, o crescimento celular observado foi menor do que

nas condi¢des anteriores.
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Este teste preliminar ndo confirma o uso especifico do naftaleno pela cepa
HK44, uma vez que ainda ndo estava sendo avaliada a resposta bioluminescente,

esta sim especifica ao HPA em questao.

V.3. PERFIL CINETICO DA RESPOSTA BIOLUMINESCENTE

Ensaios preliminares foram realizados a fim de se estabelecer os parédmetros
de monitoramento do equipamento de fotodeteccéo utilizado no presente estudo e
conhecer o perfil cinético da resposta bioluminescente do biossensor P. fluorescens
HK44 (0,4 g/L do microrganismo) ap0s exposi¢cdo ao naftaleno (0,5 mg/L) (Figura

V.4).
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Figura V.4 Perfil cinético da resposta bioluminescente da cepa HK44 apds exposicdo ao
naftaleno (0,5 mg/L) (™) e o controle sem naftaleno (=)

O perfil cinético da resposta bioluminescente foi continuamente monitorado
até alcancar a emissdo maxima de luz, cada condicdo experimentada foi avaliada
em triplicata, sendo apresentado na figura V.4 a média das triplicatas. Esta mesma
condicao foi utilizada em todos os testes de medida da emisséo da bioluminescéncia

apresentados nesta dissertacdo, ou seja, testes foram realizados normalmente em
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triplicata e as curvas cinéticas foram continuamente monitoradas até alcancarem a

emissdao maxima de luz.

Neste teste preliminar cada poc¢o foi monitorado por 10 s, sendo realizadas 70
leituras de todos os pocgos da placa até o fim do experimento, completando 100

minutos de teste.

O tempo de resposta do biossensor ap0s exposi¢cao ao naftaleno (0,5 mg/L)
foi em torno de 30 min (Figura V.4). Heitzer e colaboradores (1994) reportaram um
tempo de resposta de 8 min para a mesma cepa imobilizada em alginato de
estroncio também na presenca de naftaleno (15,5 mg/L). Segundo os autores,
maiores tempos de resposta sdo verificados para menores concentracdes de
naftaleno; assim, o tempo de resposta obtido no presente trabalho com 0,5 mg
naftaleno/L esta de acordo com essa observacao. Apos cerca de 60 min, o sinal de

saida comecou a decrescer.

Foi observado um ligeiro aumento da atividade bioluminescente do
experimento controle (sem naftaleno) no momento de maxima emissao das células
expostas ao naftaleno, indicando a possibilidade de cross-talking, uma vez que as
placas de leitura utilizadas até entdo eram translicidas. Para evitar a influéncia da
bioluminescéncia de pocos vizinhos na leitura de emissdo do luminédmetro,

passaram a ser utilizadas placas opacas brancas em todos os testes.

A partir de entdo, o sinal de intensidade de luz registrado durante os
experimentos de bioluminescéncia foi subtraido do sinal de referéncia obtido com

suspensao celular sem naftaleno.
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V.4 PARAMETROS DE INFLUENCIA NA RESPOSTA BIOLUMINESCENTE

Alguns parametros que poderiam influenciar a bioluminescéncia foram
selecionados para serem avaliados: a concentracdo celular, a pré-ativacdo como
forma de agilizar o processo, a idade do cultivo celular e da solugdo estoque de

naftaleno.

V.4.1 Efeito da pré-ativacao e da concentracao celular

Com o objetivo de avaliar a influéncia da concentragdo celular e o efeito da
pré-ativacdo na resposta bioluminescente da bactéria P. fluorescens HK44 a adicéo
de 0,5 mg/L de naftaleno, foi realizado primeiramente um experimento avaliando as
concentragbes celulares de 0,2, 0,4 e 0,6 g/L expostas previamente ou ndo ao

naftaleno.

O efeito da pré-ativacéo foi avaliado concomitantemente com a concentracao
celular a fim de se observar se uma combinacdo destes parametros forneceria a
melhor condicdo de resposta para este biossensor. As curvas cinéticas obtidas estao

apresentadas a seguir (Figura V.5).
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Figura V.5 Perfil cinético da resposta bioluminescente apés exposicdo ao naftaleno (0,5 mg/L) nas
suspensodes celulares: 0,2 g/L, 0,4 g/L, 0,6 g/L e efeito da pré-ativacao

Como observado na figura V.5, em todas as concentracdes celulares as
curvas cinéticas obtidas tem uma forma em S, de acordo com o encontrado por
Valdman (2004). No entanto, o sistema biossensor bioluminescente proposto pela
referida autora, empregando o mesmo microrganismo da presente dissertacao,
utiliza um sistema de fotodeteccdo em fluxo, comparavel ao dispositivo FIA (flow
injection analysis), permitindo analise on-line de amostras liquidas. Para Valdman,
as curvas cinéticas da cepa HK44 pré-expostas ao naftaleno (0,5 mg/L) se tornam
mais acentuadas e alcancam um maior sinal com o aumento da densidade celular.
Além disso, para autora supra citada, a pré-ativacdo celular com naftaleno ndo tem
efeito significativo nem no tempo de inicio de resposta, nem na inclinacdo da parte
linear da curva, oferecendo, no entanto, um grande aumento de intensidade no sinal

bioluminescente.
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No presente estudo, onde a resposta bioluminescente é obtida a partir do
monitoramento da suspensao celular contida em um volume de 300 uL por poco da
placa de leitura, foram encontrados resultados diferentes para o efeito da pré-

ativacao e da concentracgéo celular.

A pré-ativacdo, que é a inducdo enzimatica das atividades biolégicas da
célula, afetou a reposta bioluminescente da cepa HK44 como mostrado na figura
V.6. Para todas as concentracdes celulares testadas a magnitude de resposta
diminui drasticamente nas suspensdes celulares pré-ativadas, nas condicbes do

presente trabalho.

Pode ser observado ainda, que densidade celulares maiores (0,6 g/L)
alcancam um sinal maximo de resposta menor do que 0s apresentados nas
concentracdes celulares de 0,2 g/L e 0,4 g/L. Uma possivel explicacdo poderia ser a
limitacdo de oxigénio para densidades celulares maiores. Applegate e colaboradores
(1998) também verificaram esse comportamento de limitacdo ao oxigénio em
experimentos de bioluminescéncia com tolueno, sugerindo um estado estacionario

da luciferase na célula.

O tempo de resposta do biossensor apds exposicdo ao naftaleno (0,5 mg/L)
foi ligeiramente menor para as concentracdes celulares menores, sendo este tempo

limitado pela transferéncia de massa do naftaleno através da membrana celular.

O mesmo teste foi realizado entdo para concentracbes celulares ainda
menores, a saber: 0,05 g/L, 0,1 g/L, 0,2 g/L e 0,4 g/L. Sendo avaliado mais uma vez
o efeito da pré-ativacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura V.6
como a integral da curva cinética gerada, o somatério das emissfes de cada

condicao ao longo de todo teste.
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Figura V.6. Somat6rio da emissdo bioluminescente apds exposi¢cdo ao naftaleno (0,5 mg/L) nas
suspensodes celulares: 0,05 g/L, 0,1 g/L, 0,2 g/L, 0,4 g/L, e efeito da pré-ativacao

Quando avaliadas densidades celulares menores, a pré-ativacao teve efeito
significativo na reducdo do tempo de inicio de resposta para aproximadamente 20
minutos, principalmente para as concentracdes celulares menores de 0,05 e 0,1 g/L.
No entanto, mais uma vez, a magnitude de resposta diminui drasticamente nas

suspensdes celulares pré-ativadas, como pode ser observado na figura V.6.

Para as condicdes celulares onde ndo houve a exposicao prévia ao naftaleno,
o sinal de resposta € mais intenso com o aumento da densidade celular, atingindo a
maior sinal de saida na concentracao celular de 0,4 g/L (figura V.6). No entanto, o
coeficiente de variacdo desta condicdo foi bastante alto, como pode ser observado
pela amplitude do desvio encontrado. O tempo de resposta do biossensor apos

exposicao ao naftaleno foi em torno de 50 minutos

Valdman (2004) no desenvolvimento de um biossensor luminescente para a

deteccdo de naftaleno, utilizando como componente biolégico a mesma bactéria P.
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fluorescens HKA44, utilizou um modelo matemético proposto por Uesugi e
colaboradores (2001) para auxiliar na escolha da concentracdo celular 6tima. Na
presenga continua do indutor da bioluminescéncia foi assumido que os produtos do
gen lux acumulam dentro da célula e que a atividade bioluminescente aumenta com
o tempo até limitacdo do oxigénio (Uesucl et al., 2001). No referido trabalho
utilizando a cepa HK44, o modelo citado permitiu a definicdo da densidade celular de
0,2 g/L como a melhor para detectar baixas concentracdes de naftaleno, resultando
no maior aumento da taxa de emissao de luz produzida pelo microrganismo na

presenca do indutor naftaleno.

De acordo com o referenciado na literatura, corroborado pelos resultados
obtidos nas condi¢cdes experimentadas na presente dissertacdo para 0 proposto
biossensor, foi estabelecida a concentracéo celular de 0,2 g/L como a ideal para os
ensaios bioluminescentes de monitoramento do naftaleno presente nas amostra de

solo contaminado com 6leo cru.

V.4.2 Idade do cultivo celular e do estoque de naftaleno

Com o intuito de avaliar a influéncia do estoque de naftaleno, e do tempo de
estocagem do cultivo em meio sélido, foi realizado um experimento monitorando a
resposta bioluminescente da bactéria P. fluorescens HK44 mantida a 4°C por 30 dias
ou recém-plaqueada, nas concentracdes celulares de 0,05, 0,1, 0,2 e 0,4 g/L
expostas ao naftaleno (0,5 mg/L) proveniente de estoque em etanol utilizado desde
0os primeiros testes (50 dias), ou do estoque preparado no mesmo dia do

experimento.
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O delineamento experimental proposto permitiria avaliar qual parametro em
guestdo influencia mais significativamente a resposta bioluminescente da cepa

HK44.

Os resultados obtidos estédo apresentados na tabela V.1 como o somatério da
emissao luminescente (3 URL) ao longo de todo o teste. Cada condicao foi realizada

em triplicata, sendo apresentada na tabela a média obtida.

Tabela V.1 Efeito da manutencdo celular e do estoque de naftaleno na resposta
bioluminescente de P. fluorescens HK44

Cultivo celular

Recém-crescido Antigo

5,74 15,68 005

1"}

@ S 4,10 6,39 01 3

g2 = 6,14 5,67 02 g
29 4,70 4,78 04 RS
o & ’ ’ © o
s & 17,04 6,97 005 5 =

[q] [ e

2 w 5,67 7.65 01 @

3 € e

b < 6,51 6,47 0,2 S

5,39 3,89 0,4

Nenhuma das variaveis em questdo apresentou-se como determinante na
resposta bioluminescente da cepa HK44. Tanto células obtidas do estoque recém-
plagueado, como células armazenadas em meio sdlido por periodos maiores
responderam de forma semelhante a exposicéo a 0,5 mg/L de naftaleno. Da mesma
maneira, o armazenamento do naftaleno ndo alterou significativamente a emisséo
luminescente do microrganismo biossensor, como pode ser observado na tabela

V.1.
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Apenas para a concentragao celular de 0,05 g/L respostas muito discrepantes
foram encontradas. Na combinacdo do cultivo celular recém-crescido com a solugéo
estoque de naftaleno antiga foi observada uma emisséo luminescente mais intensa
gue as demais concentracdes celulares testadas. Da mesma forma, uma resposta
mais proeminente foi obtida para a concentracdo celular de 0,05 g/L provenientes do
cultivo antigo quando expostas a solucdo de naftaleno mais nova. No entanto, foram
estas as condi¢des cujas triplicatas apresentaram 0s maiores desvios. Sendo
impossivel destacar qualquer dos parametros avaliados como o de maior

contribuicdo para o aumento da resposta para esta concentracao celular.

Portanto, descartou-se tanto o0 estoque de naftaleno, quanto o
armazenamento do cultivo celular como parametros de influéncia na variabilidade da

resposta bioluminescente da cepa HK44.

V.5 METODOLOGIAS DE EXTRACAO DO NAFTALENO DE AMOSTRAS DE

SOLO CONTAMINADO COM OLEO CRU

A determinacdo da fracdo biodisponivel de contaminantes organicos € de
suma importancia para os processos de remediacdo de solos impactados, uma vez
gue auxilia no entendimento das limitacGes relacionadas a degradacao do poluente

ao longo do tempo (HAws et al.,2006).

As metodologias analiticas associadas a quantificacdo de valores referéncia
da qualidade do solo envolvem normalmente alguma etapa de extracdo quimica
intensiva para que o composto passe para uma fase liqguida e nessa seja
guantificado. Esse processo de extracdo pelo qual a amostra solida € submetida,

comumente ndo representa a real condicdo de extracdo (lixiviagdo e/ou
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solubilizagdo) na qual esta amostra seria exposta no ambiente, podendo muitas
vezes superestimar a concentracdo de determinado contaminante por revelar
também sua fracado néo disponivel ao ataque microbiano (ALEXANDER, 2000; SEMPLE

et al., 2006).

No presente estudo, procurou-se adotar a metodologia de extracdo, etapa
necessaria a exposicao ao sensor microbiano, que refletisse a fracdo biodisponivel

do HPA naftaleno em solos contaminados com 6leo crul.

V.5.1 Comparacéao entre a lixiviacdo e a metodologia de extracdo ndo exaustiva

(NEET)

Em um primeiro momento, foi comparada metodologia de lixiviagdo estatica
empregada nos testes preliminares de crescimento do microrganismo P. fluorescens
HK44, onde se procurou obter de forma passiva um extrato que simularia o processo
natural de lixiviagdo, com a metodologia de extracdo ndo exaustiva (NEET),

utilizando também como solvente apenas agua destilada.

Foi avaliada a resposta bioluminescente da cepa HK44 nas concentracdes
celulares de 0,05 g/L e 0,2 g/L frente aos extratos, obtidos por ambas estratégias, de
solos 0,5%, 2,5% e 5,0% contaminados com 6leo cru (p/p), assim como do controle

sem contaminacao.

A figura V.7a apresenta o perfil cinético do biossensor (concentracdo celular
de 0,05 g/L) quando exposto a extratos obtidos por lixiviagdo estatica, enquanto a
figura V.7b apresenta o perfil cinético da exposicdo a extratos obtidos pela
metodologia n&o exaustiva de extragcdo, com 0O microrganismo na mesma

concentragéao celular (0,05 g/L).
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Figura V.7a Perfil cinético da exposicdo do biossensor a extratos de solo contaminados com d4leo cru
em diferentes concentracdes, obtidos por lixiviacdo simples (concentracdo celular = 0,05 g/L)
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Figura V.7b Perfil cinético da exposi¢éo do biossensor a extratos de solo contaminados com 6leo cru
em diferentes concentracdes, obtidos por extracdo ndo exaustiva com H,O (conc. celular = 0,05 g/L)
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Pode ser observado que os extratos dos solos contaminados com 6éleo cru
nas propor¢des 0,5%, 2,5% e 5,0% obtidos pelo método de lixiviagdo estatica ndo
apresentaram diferenca de intensidade na resposta luminescente do biossensor,
caracterizando este como um método de extracdo ineficiente (figura V.7a). Este
resultado esta de acordo com o encontrado nos testes preliminares de crescimento
microbiano, onde n&do foram observadas grandes diferencas no metabolismo do
microrganismo P. fluorescens HK44 frente a extratos obtidos a partir de solos com

concentracdes crescentes de 6leo (figura V.3).

O perfil cinético do biossensor frente aos extratos obtidos pela técnica de
extragcdo ndo exaustiva, utilizando como solvente também agua destilada, apresenta
diferencas relacionadas ao percentual de contaminagdo da amostra (figura V.7b).
Desta forma, a condi¢cdo avaliada na qual esta presente o maior percentual de 6leo
(p/p) apresenta também a resposta luminescente mais intensa. Os extratos obtidos a
partir de solos contaminados na proporcdo 0,5% e 2,5% apresentaram perfis
cinéticos de emissdo luminescente semelhantes, sendo observada uma emisséo

ligeiramente superior na concentracéo de 2,5%.

Por se tratar de um contaminante organico hidrofébico, metodologias de
extracdo de naftaleno utilizando como solvente a agua muitas vezes subestimam o
percentual deste poluente em solos impactados por 6leo. Portanto, a eficiéncia de
extracdo do HPA naftaleno pela técnica de extracdo ndo exaustiva foi também

avaliada comparando diferentes tipos de extratantes.
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V.5.2 Técnica de extracdo ndo exaustiva (NEET) utilizando como o solvente

H,O e B-HPCD

Biossensores bacterianos tem sido descritos como instrumentos importantes
em estudos de biodisponibilidade (VAN DER MEER et al., 2004), no entanto uma de
suas maiores restricdes esta na impossibilidade de interacdo direta com matrizes
ambientais complexas (HARMS et al., 2006). E evidente que, com o auxilio das
tecnologias moleculares modernas, diversos biossensores com aplicacdes na area
ambiental foram desenvolvidos, entretanto extragdes comumente usadas aplicando
apenas agua como solvente falham em remover adequada ou significativamente os

componentes alvo de amostras ambientais complexas.

Para ser compativel com o instrumento biossensor a metodologia de extracao
empregada em matrizes complexas como o0 solo deve ser predominantemente
aquosa. Desta maneira, solucdes de ciclodextrina se colocam como uma alternativa
atraente de extratante, pois sdo moléculas que apresentam alta solubilidade em
agua, mas contem uma cavidade hidrofébica, possibilitando a separacdo dos

contaminantes hidrofébicos da fase sélida do solo (STOKES et al., 2005).

Tendo isso em vista, foi avaliada a resposta bioluminescente da cepa HK44,
nas concentracfes celulares de 0,05¢/L e de 0,20g/L, com relacdo a técnica de
extracdo nao exaustiva (NEET) utilizando agua destilada ou solugéo de hidroxipropil-

beta-ciclodextrina (B-HPCD) a 50mM como solvente.

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura V.8 como a média do
somatério de emissdo luminescente obtido durante todo o teste, com seus

respectivos desvios padréo.
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Figura V.8 Somat6rio da emissdo bioluminescente ap6s exposicdo a extratos obtidos pela
metodologia NEET com H,O ou HPCD de amostras de solo contaminadas a 0%, 0,5%, 2,5%, 3,5% e
5,0% (p/p) (concentracao celular = 0,2 g/L).

Como mostra a figura V.8, a técnica de extracdo ndo exaustiva utilizando a
ciclodextrina como solvente se mostrou significativamente mais eficiente, sendo
possivel perceber nitidas diferencas na resposta bioluminescente do biossensor
guando exposto a extratos obtidos a partir de amostras de solo com percentuais

crescente de contaminacéo por 6leo (0,5%, 2,5%, 3,5%, 5,0%).

Para a condicdo de extracdo a partir de amostras 5,0% contaminadas foi
obtida a emissao luminescente mais intensa, evidenciando esta como a condicdo de
maior concentracdo do analito naftaleno disponivel para a cepa HK44. Nos solos
contaminados com 0Oleo na proporcao 2,5% e 3,5% pouca diferenca na intensidade
de resposta foi observada. Mesmo no extrato de solo 0,5% contaminado foi possivel

observar diferenca em relacdo ao controle sem contaminacéo (0%).
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Uma vez que as condi¢cbes de extracdo devem ser especificas para o tipo de
solo e 6leo aplicados no presente estudo, foi avaliada a resposta bioluminescente do
sensor microbiano P. fluorescens HK44 frente a extratos obtidos com diferentes

concentracdes de B-HPCD variando também o tempo de extragéo.

V.5.3 Otimizacéo da Técnica de Extracdo Nao Exaustiva (NEET) B-HPCD

Ainda no sentido de otimizar o desempenho do biossensor, foi realizado um
delineamento experimental, que visava verificar a influéncia de parametros como a
concentragdo da solucdo de ciclodextrina utilizada como solvente assim como do
tempo de extracdo na metodologia aplicada. Utilizou-se a técnica de extracdo néo
exaustiva (NEET) combinando as concentracdes de B-HPCD de 30mM, 60mM e
90mM com os tempos de 12h, 18h e 24h de extracdo. Essas condi¢cdes foram
testadas em solo contaminado com Oleo na propor¢do maxima de 5,0% (p/p),

utilizando a suspensao celular na densidade de 0,2 g/L.

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura V.9, como o somatorio de
emissao obtida ao longo de todo teste, para cada condicdo. A condicao de extracao
nao exaustiva com solucdo de B-HPCD a 90mM por 24 horas obteve a melhor

resposta bioluminescente.
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Figura V.9 Somat6rio da emissdo bioluminescente ap6s exposicdo a extratos obtidos pela
metodologia NEET com HPCD nas concentracfes de 30, 60 e 90 mM com os tempos de extracdo de
12, 18 e 24h de amostra de solo contaminada com 6éleo na proporc¢éo de 5,0% (p/p) (concentracao
celular = 0,2 g/L).

Recentemente, Telhado (2009) empregou a metodologia de extracdo néao
exaustiva utilizando como solvente a B-HPCD para prever a biodisponibilidade dos
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) no mesmo sistema de atenuac&o natural
monitorada (ANM). No referido estudo, foi verificado que nas concentracdes da
solucdo de B-HPCD superiores a 90mM, a fracdo de Oleo extraida se mantinha
constante, sendo esta também a concentracédo da solucdo de B-HPCD determinada

para os estudos de biodisponibilidade de HTP em solos impactados por 6leo.

Pretende-se que a extracdo com a B-HPCD seja feita com excesso desta, de
maneira a garantir que todas as moléculas do contaminante dessorvidas sejam
encapsuladas no interior da molécula de ciclodextrina. No entanto, no trabalho
supracitado a metodologia de extracdo com B-HPCD falhou em prever a fracdo
biodisponivel dos hidrocarbonetos totais de petréleo no solo contaminado. Esta

subestimacao da fracdo de HTP biodisponivel observada se deve segundo Telhado
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(2009), ao fato da cavidade formada por estes complexos de ciclodextrina
suportarem um determinado tamanho de moléculas hospedeiras, impossibilitando
gue hidrocarbonetos maiores, presentes no petrdleo, sejam incluidos nas cavidades
da ciclodextrina, permanecendo, consequentemente, retidos no solo apds a extracéao
(SABATE et al., 2006).

Na presente dissertacdo, 0 microrganismo empregado no biossensor
responde especificamente ao HPA naftaleno, um hidrocarboneto de apenas dois
anéis e peso molecular de 128,17 g/mol, que provavelmente ndo sofre a limitacdo de
incluséo nas cavidades da ciclodextrina discutida acima.

Além disso, recentemente, Paton e colaboradores (2009) acoplaram a
extragcdo com B-HPCD com o uso do biossensor bacteriano empregando o mesmo
componente bioloégico, o microrganismo Pseudomonas fluorescens HK44, na
deteccdo de naftaleno pela investigacdo da ligacdo entre a fragcdo quimicamente
extraivel do naftaleno e da inducdo do catabolismo com o biossensor. O estudo
progrediu de sistemas de solos experimentalmente contaminados com naftaleno
contemplando também a avaliacdo da biodisponibilidade do naftaleno em amostras
de solos provenientes de plantas de gas manufaturados (MPG) historicamente
contaminados. Os autores obtiveram excelentes correlagdes entre a quantificacao
pelo biossensor com o0s experimentos de biodegradacao, sendo possivel relacionar

com a fracdo de naftaleno disponivel no solo.
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V.6 CURVA DE CALIBRA(}AO DO SISTEMA BIOSSENSOR
V.6.1 Curva de calibracao do naftaleno em solugfes aquosas

Inicialmente, tentou-se estabelecer uma curva padrdo de calibracdo a partir
da exposicdo do microrganismo P. fluorescens HK44 a solu¢des aquosas contendo
naftaleno nas seguintes concentracoes finais: 0,5mg/L, 1,0mg/L, 4,0mg/L, 8,0mg/L,

12,0mg/L, 15,0mg/L, 18,0mg/L e 21,0mg/L.
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Figura V.10 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 expostas a solugfes aquosas de
naftaleno (0-21,0 mg/L), em triplicata, com concentragéo celular de 0,2 g/L

A emissdo de luz pela cepa HK44 mostrou uma saturacdo dependente da
concentracdo de naftaleno (Figura V.10) e os dados foram ajustados a uma equacgao
de terceira ordem com boa correlagédo (R? > 0,98). A inibicdo da bioluminescéncia
nesta cepa em concentracées maiores de naftaleno provavelmente indica um efeito

toxico provocado pelo aumento da concentracédo intracelular do hidrocarboneto.
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Uma correlagéo linear entre resposta bioluminescente do microrganismo P.
fluorescens HK44 frente a concentragdes de naftaleno entre 0 e 15 mg/L foi descrito
por Paton e colaboradores (2009). A dependéncia sigmoidal dos niveis de
contaminantes também foi verificada em varios estudos de luminescénciaa descritos
na literatura (APPLEGATE et al., 1998; WILLARDSON et al., 1998; BECHOR et al., 2002;

VALDMAN, 2004)

Problemas com a repetibilidade do padrdao de emissdo encontrado frente a
amostras aquosas de naftaleno, aliado ao fato da proposta de aplicacdo do presente
biossensor se referir a amostras de solo, levaram a iniciativa de se estabelecer a
curva de calibracdo a partir da contaminacdo direta do solo de trabalho com

naftaleno.

V.6.2 Curva de calibracéo a partir do solo contaminado com naftaleno

A presente dissertacao objetiva a aplicacdo do biossensor bioluminescente na
deteccdo do HPA naftaleno em solo contaminado com 6leo. Portanto, para a
construcdo da curva de calibracdo, foi realizada a contaminacdo de amostras do
solo cedidas pelo CETEM/MCT, diretamente com naftaleno, em concentracdes
conhecidas, a saber: 100mg/kg, 200mg/kg, 400mg/kg, 600mg/kg e 800mg/kg. Em
seguida, as amostras passaram pela extracdo ndo exaustiva com —HPCD (50 mM),
para sé entdo serem expostas ao biossensor microbiano, com o intuito de obter uma
curva de calibragdo melhor comparavel ao sistema de atenuacdo natural a ser

monitorado.
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A emissdo luminescente da cepa HK44 (0,2 g/L) foi monitorada até ser
atingido o estado estacionario. Para cada condi¢do, cinco réplicas foram
construidas, estando a resposta bioluminescente obtida apresentada na figura V.11

como o somatorio de emissao ao longo de todo o teste.
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Figura V.11 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 frente a extratos de solo contendo
naftaleno (0-800 mg/kg) com concentracdo celular de 0,2 g/L (quintuplicata de cada condicado)

Como pode ser observado na figura V.11, os resultados mostraram
linearidade até a faixa de 200mg/kg, a partir da qual se observou um platé no perfil
da curva (concentracdo de naftaleno) x (bioluminescéncia) obtida, indicando a
saturacdo do sistema biossensor. As réplicas de cada condicdo apresentaram
médias de emissdo luminescente bastante proximas para todas as condicdes

testadas.

A fim de se conhecer o padrdo luminescente da cepa HK44 na faixa linear
apresentada na figura V.11, o teste foi realizado com solos contaminados por
naftaleno nas seguintes proporcdes: 0mg/kg, 20mg/kg, 40mg/kg, 60mg/kg, 80mg/kg,

100mg/kg, 120mg/kg, 140mg/kg, 160mg/kg, 180mg/kg e 200mg/kg.
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Figura V.12 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 frente a extratos de solo contendo
naftaleno (0-200 mg/kg), em triplicata, com concentracdo celular de 0,2 g/L

De acordo com o perfil encontrado na figura V.12, pode ser constatado uma
dependéncia linear (R? > 0,96) da resposta do biossensor nesta faixa de deteccdo
(0-200 mg/kg). Os valores de intervencédo previstos pela Legislacdo CONAMA,
resolucdo 420/2009 para o naftaleno é de 30 mg kg™ em solos agricolas, de 60 mg
kg™ em solos residenciais e de 90 mg kg™ em solos industriais, compreendidos na

faixa de deteccéo do instrumento biossensor proposto.

Os perfis das curvas obtidas nos repetidos testes foram bastante
semelhantes, e todas apresentaram faixas lineares quando expostas a extratos de
amostras de solo contaminadas com naftaleno. Houve discrepancia, entretanto, na
escala das emissfes de bioluminescéncia de um dia para outro; concluindo-se,
assim, como sendo necessaria a calibracdo concomitante, realizando a exposicao

dos extratos armazenados ao biossensor, a cada experimento quantitativo realizado.
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V.7 DETECCAO DO NAFTALENO EM AMOSTRAS DO SISTEMA DE

ATENUACAO NATURAL MONITORADA

Utilizando as condi¢Bes O6timas pré-determinadas para o biossensor P.
fluorescens HK44, o mesmo foi aplicado na deteccéo do teor de naftaleno existente
nas amostras de solos contaminadas, oriundas do sistema experimental de
Atenuacao Natural Monitorada (ANM), cedidas pelo CETEM/MCT. As amostras
obtidas referem-se aos tempos de cinco, seis, oito, dez, doze e quinze meses apds a
contaminacdo por 6leo cru. Em cada experimento, as concentragfes de naftaleno
foram inferidas por meio de correlagdo com a curva de calibracédo feita no mesmo

dia e com a mesma cultura celular.

Estédo apresentados abaixo os perfis de emissdo encontrados nos testes para
as amostras de solo referentes ao quinto e sexto més de contaminagcdo, dos

sistemas A e B (réplicas), nas proporc¢des 0leo-solo de 0%, 0,5%, 2,5% e 5,0%.
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Figura V.13 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 a amostra de solo do sistema de
atenuacao natural referente ao quinto més de contaminacao
(concentragéo celular = 0,2 g/L)
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Figura V.14 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 a amostra de solo do sistema de
atenuacao natural referente ao sexto més de contaminacao
(concentragé&o celular = 0,2 g/L)

As amostras referentes ao més cinco e seis de contaminacdo do sistema de
atenuacdo natural montado foram testadas no mesmo dia, 0 que permite a

comparacao direta da intensidade de emisséo obtida em cada teste.

Para o quinto més de contaminacao, os sistemas A e B apresentaram perfis
de emissdo semelhantes, as concentracdes de naftaleno encontradas nas amostras
0,5% e 2,5% contaminadas mostram-se proximas do solo sem contaminacéo (0%),
sendo detectado a presenca de naftaleno apenas no solo 5,0% contaminado,
havendo um méaximo de 5,8 mg/kg de naftaleno, de acordo com a correlagcédo obtida

pela curva de calibracao (Figura V.12).

No més seis, foi observado o decaimento da concentracdo do analito. Para a
condicdo 5,0% contaminada do sistema A, foi encontrado uma concentracao
residual de naftaleno de 0,95 mg/kg, enquanto para o sistema B, foi a condi¢céo de

contaminacao a 2,5% que apresentou a maior concentracao de naftaleno, de 1,02
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mg/kg. Para ambos o0s sistemas a concentragdo de contaminagdo 0,5% n&o

apresentou diferenca em relagéo ao solo controle sem contaminagéao (figura V.14).

As amostras do sistema experimental de atenuac&o natural referentes aos
meses oito, dez, doze e quinze de monitoramento foram expostas ao biossensor,
ndo sendo possivel detectar diferencas significativas em relacdo ao perfil de

emissao obtido a partir do solo controle sem contaminacéo (Figura V.15).
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Figura V.15 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 a amostra de solo do sistema de
atenuacao natural referente ao oitavo més de contaminagéo
(concentragéo celular = 0,2 g/L)

Desse modo, se € assumido que no solo sem contaminacdo ndo ha nenhum
naftaleno, ndo podemos mais detectar presenca do analito no solo a partir do oitavo

més do experimento, em qualquer das concentracdes experimentadas.

Este mesmo sistema experimental foi objeto de estudo de Telhado (2009),
gue, entre outros, avaliou a remocdo dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP)
durante os primeiros 180 dias de contaminacdo. De acordo com a referida autora, no

periodo monitorado, houve uma alta biodegradacdo dos HTP, com remocdo de
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49,3% para o solo contaminado a 0,5%, 42,5% no solo a 2,5% e 52,2% no solo a
5%, demonstrando que oS microrganismos nativos sdo capazes de biodegradar de
forma satisfatéria o contaminante, indicando que os mesmos utilizaram parte dos

hidrocarbonetos do petrdleo como fonte de energia.

Ainda segundo Telhado (2009), as perdas abioticas no sistema de ANM foram
elevadas, em torno de 27,05% no solo contaminado a 0,5%; 43,04% no solo
contaminado a 2,5% e 29,02% no solo contaminado a 5%. Para a autora, esses
valores obtidos parecem estar associados, principalmente, a percolagao e lixiviacdo

do contaminante.

Desta forma, os resultados obtidos por Telhado (2009), evidenciando uma alta
remocao do contaminante no periodo dos seis primeiros meses de monitoramento
do sistema experimental de atenuacdo natural, estédo de acordo com o observado na
presente dissertacdo, que encontrou baixas concentracdes do analito naftaleno, a

partir do sexto més de contaminacao.

V.8 DETECCAO DO NAFTALENO EM AMOSTRAS DO SISTEMA DE

CONTAMINACAO EM ESCALA DE BANCADA

Visando a verificacdo do decaimento da concentracdo do analito naftaleno
nos primeiros meses apos contaminacao do solo com 6leo, foi montado um sistema
em escala de bancada, no qual se contaminaram com o 6leo cru, amostras de solo
provenientes do CETEM/MCT, nas propor¢cdes de 0,5%, 2,5%, 3,5% e 5,0% (p/p).
Foi também mantido um controle (0%), sem contaminacdo. O sistema armazenado

em local abrigado, a temperatura ambiente, foi monitorado por 90 dias.
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A figura V.16 apresenta os perfis de emisséo luminescente do biossensor nos
testes referentes aos tempos: 0, 15, 30, 60 e 90 dias de contaminacdo. Cada
condicao foi avaliada em triplicata, estando apresentados como a média do
somatorio obtido. A resposta bioluminescente foi acompanhada até ser atingido o

estado estacionario de emissao.
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Figura V.16 Resposta bioluminescente P. fluorescens HK44 extratos obtidos de solo com 0, 15, 30,
60 e 90 dias de contaminac¢do (concentracdo celular = 0,2 g/L)

A anadlise do tempo zero dessa contaminacéo apontou valores crescentes de
naftaleno com relacdo as proporcdes de contaminacdo dos solos. Como pode ser
observado na figura V.16, a resposta da condicdo 5,0% foi 11,21 vezes mais intensa
gue o controle sem contaminacdo, as condicbes de contaminacdo 3,5%, 2,5% e
0,5% apresentaram, respectivamente, respostas luminescentes 8,67, 5,88 e 2,39
vezes mais intensa que o controle sem contaminacéo. A correlacdo com a curva de
calibracdo obtida no mesmo dia do experimento assinalou um maximo de 17,2

mg/kg de naftaleno na condi¢céo do solo 5,0% contaminado.
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ApoOs quinze dias de contaminacdo, as andlises com o biossensor indicaram
um decaimento da concentracdo de naftaleno em todas as condi¢cbes avaliadas,

sendo observada a maior redug&o na condicdo 3,5%, seguida pela condi¢éo 5,0%.

Com 30 dias de experimento observou-se um significativo decaimento na
intensidade de resposta da cepa HK44 para todas as amostras, sendo observada
uma menor diferenca na concentragcdo de naftaleno entre as porcentagens de
contaminacdo 5,0%, 3,5% e 2,5%, obtendo-se, respectivamente para estas
condicdes, respostas luminescente 3,02, 2,85 e 2,37 vezes mais intensas do que as
obtidas para o controle sem contaminacdo. O valor maximo obtido para a
concentracdo de naftaleno a partir da curva de calibracdo, nesse caso, foi de 3,1

mg/kg, para a condig&o de solo 5,0% contaminado.

A partir do segundo més de experimento, as concentracdes de naftaleno
obtidas foram bastante baixas e com valores proximos para cada condi¢do, mesmo
para diferentes porcentagens de contaminacdo. Com 90 dias de monitoramento, ja
nao € possivel perceber diferencas significativas na intensidade de resposta
luminescente do biossensor em relacdo ao controle sem contaminacéo, repetindo a
tendéncia dos resultados observados nas amostras do sistema de atenuacao natural

monitorada do CETEM/MCT.

O ruido de emisséo obtido na condi¢cdo controle, solo sem contaminacao, foi
investigado como uma possivel resposta da cepa HK44 ao solvente 3-HPCD. Desta
maneira, testes expondo o biossensor somente a solucdo de ciclodextrina 90mM
foram realizados. No entanto, o somatério de emissdo obtido nesta condicdo é
significativamente menor do que o observado para o extrato do solo controle. Com

isso ndo se pode identificar a solu¢do de ciclodextrina como a indutora do ruido de
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resposta luminescente do microrganismo P. fluorescens HK44, nas condi¢cbes do

presente trabalho.

Os valores de concentracdo de naftaleno obtidos nas andlises de amostras de
solo contaminado com 6leo, avaliados na presente dissertacdo nao puderam ser
confrontados com quantificagbes obtidas a partir de metodologias convencionais,
como, por exemplo, através do equipamento Infracal, medidor portatil de 6leos e
graxas totais (OGT), cuja técnica empregada €é a espectrofotometria de
infravermelho, utilizada por Telhado (2009) no monitoramento da concentracao de
O0leo deste mesmo sistema de ANM, por ndo permitir a analise direta da solugao
aquosa de ciclodextrina, exigindo a extracdo do 6leo do solo com solvente organico

n-hexano.

Uma vez que o monitoramento de amostras ambientais complexas como o
solo, utilizando biossensores na deteccao de poluentes, exige uma etapa prévia de
extracdo, a comparacao dos valores quantificados pelo instrumento sensor, para ser
coerente, deve ser feita diretamente com a concentracdo do analito alvo presente no
extrato exposto a célula, ndo com a concentracdo do poluente encontrada no solo

contaminado obtida por outras metodologias de extracao.

Desta maneira, mesmo ndo sendo possivel creditar ao instrumento
biossensor aplicado na presente dissertacdo total confiabilidade como metodologia
de quantificacdo do analito naftaleno, pode-se certamente aplica-lo como ferramenta
biologica sensivel de deteccdo do HPA naftaleno, fornecendo uma excelente
resposta qualitativa da presenca deste hidrocarboneto em solos contaminados com

6leo cru.
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CAPITULO VI CONCLUSOES E SUGESTOES

VI.1 CONCLUSOES

A bioluminescéncia produzida por Pseudomonas fluorescens HK44 tem sido

descrita como uma técnica analitica sensivel com potencial de aplicacdo na

deteccdo da contaminacdo ambiental por HPAs. Com base nos resultados obtidos

nesse trabalho podemos concluir que:

A concentracdo celular influenciou na resposta bioluminescente da cepa
HK44 ao naftaleno (0,5 mg/L), estabelecendo a concentracdo 0,2 g/L como a
ideal para detectar baixas concentragdes de naftaleno;

Parametros como a idade do cultivo celular e do estoque da solucédo de
naftaleno n&o influenciaram significativamente a resposta luminescente do
biossensor. A pré-ativacdo com naftaleno apresentou efeitos negativos na
intensidade de resposta do microrganismo P. fluorescens HK44, nas
condicBes experimentadas no presente estudo;

A melhor curva de calibragdo para o instrumento biossensor, aplicado a
deteccédo de naftaleno em matrizes sélidas, foi definida como sendo a obtida a
partir de amostras de solo diretamente contaminadas com o analito em
guestdo. A curva de calibracdo do naftaleno assim alcancada com 0,2 g
células /L mostrou ser linear até a concentracdo de 200mg/kg;

A extracdo do contaminante organico naftaleno com B-HPCD foi determinada
como a que melhor representa a fracdo biodisponivel deste hidrocarboneto
em um sistema experimental de ANM.

Dentre as condi¢cdes estudadas para obtencdo da fracdo de naftaleno

teoricamente biodisponivel no solo, através da técnica de extracdo nao-
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exaustiva (NEET) com a B-HPCD, as melhores condicbes para a reposta
bioluminescente sdo a concentragdo da solu¢édo do extratante quimico igual a
90 mM, e o tempo de extracéo de 24h;

O monitoramento das amostras de solo contaminado provenientes do sistema
experimental de Atenuacdo Natural (CETEM/MCT), utilizando o instrumento
biossensor proposto, revelou uma concentragéo residual de naftaleno apenas
na amostra com maior teor de contaminacdo (solo 5%), no quinto més de
experimento. No sexto més de contaminacdo a diferenca da emissao
bioluminescente obtida entre o solo controle (0%) e as outras condi¢cdes
(0,5%, 2,5% e 5,0%) se tornam mais discretas.

As analises realizadas aplicando a cepa HK44 como sensor luminescente
apontam nao ser possivel detectar a presenca do analito naftaleno, a partir do
oitavo més do experimento de ANM, em qualquer das concentracdes
experimentadas.

O sistema biossensor aplicado no monitoramento de um sistema experimental
de atenuacdo monitorada se mostrou como uma ferramenta bioldgica sensivel
de deteccao do naftaleno em solos impactados por petroleo, fornecendo uma
excelente resposta qualitativa da presenca deste HPA em solos contaminados

com 6leo cru.
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VI.2 SUGESTOES

X2 Creditar a confiabilidade do sistema biossensor como método também de
guantificacdo do naftaleno em amostras ambientais complexas, através do
confronto dos valores obtidos por este instrumento sensor com metodologias
tradicionais de andlise, como HPLC ou andlises deste HPA no Infracal. A
fracdo de naftaleno exposta ao biossensor pela metodologia de extragcao
aplicada poderia ser calculada pela diferenga entre a concentracao inicial do
naftaleno e a remanescente apdés a extragdo com B-HPCD para cada més
analisado durante o experimento de ANM.

% Uma vez que os biossensores ndo devem ser encarados como uma
substituicdo das técnicas analiticas classicas, mas sim como um
complemento a estas, emprega-lo na avaliacdo da qualidade ambiental de
solos impactados por atividades de petroleo de maneira integrada com
aspectos quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos neste experimento de
Atenuacdo Natural Monitorada.

% Observar o0 comportamento do sistema biossensor baseado na

*,

bioluminescéncia com amostras ambientais reais provenientes de sitios

contaminados por petréleo e confirmar a confiabilidade do biossensor.
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