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RESUMO

MARTINS, Paula Salles de Oliveira. Avaliacio da presenca de EPS (substancia
polimérica extracelular) na biorremediacio de sistemas co-contaminados com
gasolina e metais pesados. Orientadora: Selma Gomes Ferreira Leite. Rio de Janeiro:
UFRIJ/EQ; CNPq, 2008. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos).

A poluicdo combinada é um problema de grande interesse atualmente. Canais,
rios e, por fim, mares, sdo contaminados com despejos orginicos contendo altas
concentracdes de metais pesados, o que é de preocupagdo geral uma vez que eles sdo
persistentes e capazes de se acumular no ecossistema, sendo um perigo sério para o
ambiente e a saude. Ainda, a presenca de metais pode inibir a microbiota natural
envolvida na degradacdo de compostos organicos, afetando as taxas de degradacdo. O
nivel de inibicdo depende da concentracdo e disponibilidade dos metais pesados, e é
dependente da acdo de processos complexos controlados por vérios fatores, incluindo a
natureza dos metais, do meio e das espécies microbianas. Os metais pesados podem
inibir os microrganismos bloqueando grupos funcionais essenciais ou interferindo na
incorporagdo de fons metdlicos essenciais para as moléculas bioldgicas. Em alguns
casos, 0s microrganismos sio resistentes aos metais pesados por meio de diferentes
mecanismos. Estratégias efetivas para melhorar a biodegradacdo organica na presenca
de metais pesados téxicos incluem a reducdo da concentracdo biodisponivel dessas
espécies, e a reducdo das interagdes entre o metal e a célula.

As substancias poliméricas extracelulares (EPS) desempenham um importante
papel na agregacdo das células bacterianas em flocos, na estabilizacdo da estrutura de
biofilme, retencdo de dgua e formagdo de uma barreira protetora que diminui efeitos
danosos, mas também sao bastante importantes na biossor¢ao de metais pesados, € sao
produzidos pela maioria das bactérias. As EPS sdo constituidas por uma mistura de
polissacarideos, mucopolissacarideos e proteinas, que dependem da cepa e das
condic¢des de cultivo. Elas contém grupos funcionais ionizdveis como carboxila, fosfato,
amina e hidroxila, que as capacitam a seqiiestrar metais pesados.

Neste trabalho, foi produzida uma EPS pela bactéria Paenibacillus polymyxa,
numa concentra¢cado maxima de 0,35 g/L, e inicialmente foi avaliada sua capacidade de
captacdo e remocdo de ions de Cd*, Zn** e Cu** de solucdes aquosas, com o uso de
planejamento experimental, que resultaram em valores de eficiéncia de remocdo de
64,6 % de Cd**; 63,0 % de Zn**; e 68,4 % de Cu**, quando a concentracio de EPS na
solucdo foi de 0,01 g/L.. Com uma concentracio de 0,25 g/L da substancia, os valores de
eficiéncia de remocao obtidos foram: 67,3 % de Cd2+; 68,7 % de Zn2+; e 70,1 % de
Cu?®*. Também foram propagados dois consércios microbianos a partir de uma amostra
de solo, sendo o primeiro (consércio 1) propagado a partir de glicose e o segundo
(consorcio 2) a partir de gasolina. O consércio 1 ndo mostrou habilidade em consumir
os hidrocarbonetos da gasolina, se mostrou sensivel a presenca de metais pesados num
meio de cultivo, e a presen¢a de uma solucdo da EPS no meio diminuiu o possivel efeito
inibitério dos metais sobre os microrganismos. Por outro lado, o consércio 2 exibiu
crescimento em meio contendo gasolina como fonte de carbono; entretanto, a presenca
de metais pesados no meio ndo interferiu muito no crescimento celular, embora a
presenca de EPS tenha favorecido o consumo de um dos hidrocarbonetos da gasolina.
Por fim, os resultados mostraram que a EPS apresenta potencial para melhorar a
biorremediacdo de hidrocarbonetos em um sistema co-contaminado, minimizando a
toxidez dos metais presentes ou melhorando as condi¢des da biodegradacdo da gasolina.



ABSTRACT

MARTINS, Paula Salles de Oliveira. Avaliacio da presenca de EPS (substancia
polimérica extracelular) na biorremediacio de sistemas co-contaminados com
gasolina e metais pesados. Orientadora: Selma Gomes Ferreira Leite. Rio de Janeiro:
UFRIJ/EQ; CNPq, 2008. Tese (Doutorado em Tecnologia de Processos Quimicos e
Bioquimicos).

Combined pollution is a problem of current interest. Waterways, rivers and
ultimately the seas are contaminated with organic waste containing high concentrations
of heavy metals, which are of general concern as they are persistent and able to
accumulate in the ecosystem posing serious environmental and health hazard. Still, the
presence of heavy metals can inhibit the natural microbiota involved in the degradation
of organic compounds and affect biodegradation rates. The level of inhibition will
depend on the concentration and availability of the heavy metals and is dependent on
the action of complex processes controlled by multiple factors including the nature of
the metals, media and microbial species. Heavy metals inhibit microorganisms by
blocking essential functional groups or interfering in the incorporation of essential metal
ions for biological molecules. In some cases, microorganisms are resistant to some
heavy metals through different possible mechanisms. Effective strategies to enhance
organic biodegradation in the presence of toxic metals include reducing the bioavailable
concentration of the toxic metal and the interactions of the toxic metal with the cell.

Extracellular polymeric substances (EPS) play an important role in aggregation
of bacterial cells in flocks, stabilization of the biofilm structure, retention of water and
formation of a protective barrier that buffers harmful effects, but also play a very
important role in biosorption of heavy metals, and are produced by most bacteria. EPS
comprise a mixture of polysaccharides, mucopolysaccharides and proteins, which
depends on the strain and the culture conditions. They contain ionizable functional
groups such as carboxyl, phosphoric, amine, and hydroxyl groups, which enable EPS to
sequester heavy metals.

In this work, an EPS was produced by the bacterium Paenibacillus polymyxa, in
a maximum concentration of 0.35 g/L, and initially its ability of uptake and removal of
Cd**, Zn** and Cu** from aqueous solutions was evaluated with a experimental design,
that resulted in removal efficiency values of 64.6 % of Cd2+; 63.0 % of Zn2+; and
68,4 % of Cu2+, when EPS concentration used was 0.01 g/L. With 0.25 g/L of the
substance, removal efficiency values were: 67.2 % of Cd2+; 68.7 % of Zn** and 70.1 %
of Cu**. Two microbial consortia were obtained from a soil sample, and the first one
(consortium 1) was obtained using glucose as carbon source, and the second one
(consortium 2) with gasoline as carbon source. Consortium 1 did not show ability to
consume gasoline hydrocarbons and seemed to be sensitive to heavy metals in culture
medium, and the presence of an EPS solution decreased the possible inhibitory effect
caused by metals on microorganisms. In the other hand, consortium 2 exhibited cellular
growth in a medium containing gasoline as carbon source; nevertheless, the presence of
heavy metals in medium did not interfere in cellular growth, although EPS presence has
favored the consumption of one of gasoline hydrocarbons. Finally, results showed that
EPS presents potential of ameliorating hydrocarbons bioremediation in a co-
contaminated system, minimizing the toxicity of heavy metals or improving the
conditions of gasoline biodegradation.
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Capitulo 1 - Introducdo 2

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Derrames acidentais e propositais de petroleo e seus derivados, como a gasolina,
tém sido uma fonte significativa de poluicdo ambiental por hidrocarbonetos. A fracio
BTEX da gasolina é considerada a de maior importancia, uma vez que esses compostos
sdo soluveis em 4dgua e trazem diversos maleficios a saide, podendo causar até leucemia
em exposicdes cronicas. O benzeno é classificado como carcinogénico, enquanto
tolueno e xileno sdo classificados como téxicos sistémicos, € esses compostos sao
indicadores para caracterizar uma contaminagdo por gasolina (da Cunha, 2004; Corseuil
et al., 1997). Paralelamente, processos industriais como operacdes de exploracdo e
descarga de efluentes resultam na liberacdo e acimulo de metais pesados em
ecossistemas aqudticos (Salehizadeh e Shojaosadati, 2003; Yilmaz, 2003). Virios
metais sdo micro-nutrientes para quase toda maioria dos organismos vivos; porém,
quando a concentracdo dos metais é altamente excessiva nos ambientes contaminados,
eles podem se tornar téxicos tanto para esses organismos como para os seres humanos
(Chen et al., 2005). Esse tipo de contaminagdo causa ameacas sérias para a saude
humana e dos animais, uma vez que os metais pesados tendem a persistir no ambiente

indefinidamente (Jézéquel et al., 2005).

A Biorremediacao utiliza o potencial metabdlico de microrganismos para limpar
ambientes contaminados, e pode ser descrita como a conversdo de compostos quimicos
por organismos vidveis, especialmente microrganismos com novas fungdes catabdlicas
derivadas de selecOes genéticas ou metabdlicas, em produtos ndo-téxicos, como didéxido
de carbono (via degradacgdo aerdbia), 4gua e sais inorganicos simples ou, algumas vezes,
metano (via degradacdo anaerdbia). As técnicas de biorremediacdo aceleram a
degradacdao natural pela otimizacdo de condi¢des como suprimento de oxigénio para
manutencdo das condi¢des aerdbicas, temperatura, pH, atividade da 4gua, mistura,
presenca ou adi¢do de uma populagdo microbiana adequada (bioaumento), e/ou adi¢ao

de nutrientes (bioestimulo), na forma de fertilizantes organicos e/ou inorganicos,
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aumentando a populacdo de microrganismos endégenos (Chaineau et al., 2005; Sarkar
et al., 2005; Trindade et al., 2005; Rahman et al., 2002; Watanabe, 2001; Bernoth et al.,
2000; Gutnick e Bach, 2000).

Por outro lado, os processos de acimulo de metais pesados por células
bioldgicas sdo chamados pelo termo geral “biossor¢do”, que pode ser considerada uma
técnica alternativa para a remocdo/recuperacdo de metais, devido a seus aspectos
econdmicos favoraveis (Volesky, 2003; Yilmaz, 2003). Esse tipo de sorcdo é baseado
em uma fase solida (sorvente ou biossorvente) que varia com o tipo de biomassa ou
biomaterial (algas, bactérias, leveduras, fungos filamentosos, residuos de operagdes
industriais), e em uma fase liquida (solvente, normalmente 4gua) contendo a (s) espécie

(s) metdlica (s) a ser (em) sorvida (s) (sorvato) (Volesky, 2003).

Sitios contaminados com misturas de metais e compostos organicos (sistemas
co-contaminados) sdo um desafio em termos de remediagcdo, por causa da natureza
mista dos contaminantes (Mulligan et al., 2001). Canais, rios e mares contaminados
com despejos organicos contendo altas concentracoes de metais pesados sdo de
preocupacdo geral por serem persistentes € capazes de se acumular no ecossistema,
causando vdrios prejuizos para o ambiente e a saide (Al-Saleh and Obuekwe, 2005;
Sannasi et al., 2006; Shen et al., 2006). A presenca de metais pesados pode inibir a
microbiota envolvida na degradacdo de compostos organicos e afetar as taxas de
biodegradacdo. O nivel de inibicdo dependerd da concentracdo e disponibilidade dos
metais pesados, e € dependente da acdo de processos complexos controlados por
multiplos fatores, incluindo natureza dos metais, meio e espécies microbianas. Os
metais pesados inibem o crescimento dos microrganismos por bloquearem seus grupos
funcionais essenciais ou por interferirem na incorporagdo de ions metdlicos essenciais
as moléculas bioldgicas. Em alguns casos, 0os microrganismos sio resistentes a alguns

metais pesados por meio de diferentes mecanismos possiveis (Amor et al., 2001).

As substancias poliméricas extracelulares (EPS) tém aplicacao na biodegradacao
de contaminantes organicos, além de poderem ser usadas para remover metais de

N

sistemas, devido a sua capacidade de complexacdo. Sua composi¢cdo complexa
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apresenta sitios de ligacdo potenciais para o seqiiestro de fons metalicos (Mulligan et
al., 2001). Troca idnica, complexagao com grupos funcionais negativamente carregados,
adsor¢do e precipitagdo sao mecanismos envolvidos na biossorcdo pela EPS (Zhang et
al., 2006). Sendo assim, o uso de EPS para reduzir a biodisponibilidade dos metais para
as células parece ser uma alternativa eficiente no tratamento de ambientes onde a
contaminacdo por metais acaba por prejudicar a biodegradacdo dos compostos

organicos (Sandrin et al., 2000).

Este trabalho tem como objetivo principal a aplicacio de uma substancia
polimérica extracelular em um sistema sintético co-contaminado com gasolina e metais
pesados — Cd**, Zn** e Cu®*, a fim de avaliar seu efeito no processo de biodegradacio

dos hidrocarbonetos por um consércio microbiano. Os objetivos especificos sdo:
¢ Producio e extracdo de uma EPS pela bactéria Paenibacillus polymyxa;

e Avaliacdo da capacidade de captagdo dos metais citados pela EPS com o uso de

planejamento experimental;

e Obten¢do de dois consdrcios microbianos a partir de amostras de solo, com o

uso de dois métodos de propagacao diferentes;

e Avaliacdo do crescimento desses consdrcios em meios de cultivo contendo
glicose, gasolina, metais pesados e a EPS previamente produzida em diferentes

combinacdes;

¢ Investigacdo do efeito causado no perfil de crescimento de indculos do
consoércio obtidos a partir de pré-indculos cultivados em diferentes fontes de

carbono;
® Localizacdo dos metais pesados durante o cultivo em sistemas co-contaminados;

e Determina¢do da melhor concentracdo de EPS para favorecer o crescimento

microbiano em um sistema co-contaminado.
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O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Industrial
da Escola de Quimica da UFRJ, e os resultados obtidos foram apresentados em
Congressos Nacionais (XVI SINAFERM - Simpésio Nacional de Bioprocessos, 2007;
X ENAMA - Encontro Nacional de Microbiologia Industrial, 2006; XV SINAFERM -
Simpé6sio Nacional de Bioprocessos, 2005) e Internacional (ENPROMER - 2™
Mercosur Congress in Chemical Engineering — 4™ Mercosur Congress on Process
Systems Engineering, 2005), além de um artigo publicado na revista indexada The
Open Biotechnology Journal (vol. 2, p. 176-182, 2008) sob o titulo “Evaluation of EPS
application in microbial consortia growing in aqueous co-contaminated systems: the
trend of natural attenuation”, e um segundo artigo sob avaliacdo na revista indexada
Brazilian Journal of Microbiology, sob o titulo “Application of a bacterial extracellular

polymeric substance in heavy metal adsorption in a co-contaminated aqueous system”.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Petrdleo e derivados - origem de hidrocarbonetos no

ambiente

O petréleo, do latim petroleum (petrus, pedra, e oleum, 6leo), no sentido de oleo
bruto, ¢ uma substancia oleosa, inflamavel, geralmente menos densa que a dgua, com
cheiro caracteristico e coloracdo que pode variar desde o incolor ou castanho claro até o
preto, passando por verde e marrom (castanho). E uma combinagio complexa de
hidrocarbonetos alifaticos, aliciclicos e aromdticos, podendo conter pequenas
quantidades de nitrogénio, oxigénio, compostos de enxofre e metais

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3leo0).

z

O petréleo € um recurso natural abundante, porém sua pesquisa envolve
elevados custos e complexidade de estudos. E também, atualmente, uma das principais
fontes de energia, servindo de base para fabricacdo dos mais variados produtos, dentre
os quais destacam-se o 6leo diesel, a gasolina, o alcatrdo, polimeros plésticos e até

mesmo medicamentos (http://pt.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3leo).

Os hidrocarbonetos presentes no petrdleo que fazem parte da fracdo saturada
incluem os n-alcanos, alcanos ramificados e cicloalcanos (naftenos). Os hidrocarbonetos
arométicos sdo amplamente téxicos e carcinogénicos, podendo causar varios danos ao
ambiente, principalmente os hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA), que possuem dois
ou mais anéis benzénicos condensados e apresentam baixa solubilidade em 4gua. Os
componentes aromdticos com maior aplicacdo na industria sdo: benzeno, tolueno,

etilbenzeno, estireno e xilenos (Pereira, 2000).

Uma vez que grandes quantidades de hidrocarbonetos sdo extraidos, produzidos,
refinados e manuseados todos os anos, e apesar das melhorias para manuseio, transporte

e retengcdo adequados, ainda ha a possibilidade de que haja a contaminagdo de solos e,
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conseqiientemente, de dguas subterraneas (Chaineau et al., 2005; Sarkar et al., 2005).
Com a grande quantidade de combustivel necessdria para o uso em automoéveis e
aquecimento de casas, e o nimero de vezes que cada galdo de petréleo € estocado,
transportado ou transferido, acidentes e vazamentos sdo inevitdveis. A contaminacao
com petréleo resulta de vazamentos de tanques de estocagem superficiais ou
subterraneos, derramamentos durante o transporte de produtos do petrdleo, sitios

abandonados de manufatura de gasolina, entre outros (Sarkar et al., 2005).

Essa liberacdo acidental de Oleo causa sérios prejuizos para os ecossistemas
naturais quando nao administrados corretamente. No solo, apesar dos processos fisicos e
bioldgicos, os hidrocarbonetos podem persistir por bastante tempo (Chalneau et al.,
2005). Entre os hidrocarbonetos poluentes, o 6leo diesel, por exemplo, € uma mistura
complexa de alcanos e compostos arométicos que freqiientemente sdo relatados como
contaminantes do solo, por escoamento de tanques de estocagem e oleodutos, ou

liberados em derramamentos acidentais (Bento et al., 2005).

Os hidrocarbonetos poliarométicos tém uma grande afinidade pela matéria
organica e particulas, e sdo acumulados em solo organico e sedimentos marinhos. A
Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos identificou 16 HPA como
poluentes prioritarios, oito dos quais sdo possiveis carcinogénicos humanos
(Abbondanzi et al., 2005). Esses compostos sdo contaminantes sem igual no ambiente,
porque sdo gerados continuamente tanto por processos naturais como antropogénicos,
como a combustdo incompleta de matéria organica (incéndios florestais, aquecimento
caseiro e incineracdo de despejos). Os sitios contaminados com HPA sdo, em sua
maioria, encontrados nas cidades ou préximos a elas, representando um perigo
considerdvel a satde publica (Johnsen et al., 2005). Sua persisténcia no ambiente se
deve principalmente a baixa solubilidade em dgua. Por serem prontamente adsorvidos
na matéria particulada, os sedimentos costais € marinhos tornam-se os ultimos sitios de
depdsito para os HPA. Uma vez em ambiente marinho, podem ser bioacumulados em
organismos aqudticos, podendo ser transferidos ao homem via frutos do mar. Os

mangues, existentes ao longo das costas das regides tropicais e subtropicais, estdo
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relacionados a atividade humana e sdo objetos desse tipo de contaminacdo. Essa classe
de compostos é de interesse crescente devido a suas propriedades toxicas, mutagénicas
e, como dito anteriormente, carcinogénicas (Abbondanzi et al., 2005; Yu et al., 2005;

Potin et al., 2004).

2.1.1. Gasolina

A gasolina € uma mistura complexa de vdarias centenas de compostos liquidos,
voléteis e inflamdveis derivados do petréleo, contendo de 4 a 12 dtomos de carbono e
pontos de ebulicdo variando entre 30 a 225 °C. No Brasil, a gasolina pode ser de tipos
“A” e “C”. A gasolina “A” é derivada diretamente da refinaria, e a gasolina “C” € a
gasolina “A” com adi¢ao de aproximadamente 24% =+ 1 de etanol (% v/v) (Wiedemann

et al., 2005).

Os compostos aromadticos (incluindo os compostos de baixo peso molecular
conhecidos como BTEX — benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos) compdem de 10 a
59 % (p/p) de gasolina, enquanto os hidrocarbonetos alifaticos compdem de 41 a

62 % (p/p) (Vieira et al., 2007).

A gasolina pode conter também antioxidantes que t€ém como objetivo evitar a
formagao da chamada goma, proveniente da oxidagcdo da fracdo que fica fortemente
aderida as paredes do carburador e valvulas, impedindo um melhor desempenho. Os
detergentes e dispersantes utilizados diminuem, consideravelmente, a formagdo de
depdsitos no sistema de alimentacido, melhorando a “performance” do motor (da Cunha,

2004).

A fracdo BTEX da gasolina € considerada de maior importancia no contexto
ambiental uma vez que estes compostos, soliveis em &4gua, s@o considerados
substancias perigosas por serem depressantes do sistema nervoso central, podendo
causar leucemia em exposi¢oes cronicas. O benzeno € classificado como carcinogénico,

enquanto tolueno e xileno sdo classificados como téxicos sistémicos. Desta forma, estes
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compostos sdo indicadores especificos usados para caracterizar uma contaminacdo por

gasolina (da Cunha, 2004; Corseuil et al., 1997).

Em um derramamento de gasolina, uma das principais preocupagdes € a
contaminacdo de aqiiiferos que sejam usados como fonte de abastecimento de dgua para
consumo humano. Por ser, de forma geral, pouco solivel em &4gua, a gasolina
derramada, contendo mais de uma centena de componentes, inicialmente estard presente
no subsolo como liquido de fase ndo aquosa (NAPL). Em contato com a dgua
subterranea a gasolina se dissolvera parcialmente. A fracio BTEX € a que primeiro vai

atingir o lencol fredtico (Corseuil et al., 1997).

De acordo com a CETESB (Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental), de 1984 até setembro de 2007, 70,2 % dos acidentes que aconteceram no
Estado de Sao Paulo envolveram liberacdo de gasolina, sendo que 30,8 % dessa
liberacdo aconteceu a partir de tanques, e 15,9 % a partir de tubulacdes

(www.cetesb.sp.gov.br/emergencia/estatisticas/revenda.asp).

Uma grande variedade de processos fisico-quimicos tem sido utilizada na
remog¢ao de hidrocarbonetos de petréleo puros e dissolvidos na dgua subterranea.
Processos como extracdo de vapores do solo (SVE), recuperacdo de produto livre,
extracdo com solventes, incineracdo, torres de aeracdo, adsor¢do em carvao ativado,
entre outros, tém sido usados para remover contaminantes organicos de &4guas
subterraneas e sistemas de solo subsuperficial. Esses processos podem ser
implementados para controlar o movimento de plumas (contaminantes), tratar dguas
subterraneas, e/ou descontaminar solos. No entanto, longos periodos de tempo e altos
custos estdo normalmente associados com a grande maioria dos processos utilizados

para remediacdo de dreas contaminadas (Corseuil et al., 1997).
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2.2. A Biotecnologia no tratamento de ambientes

contaminados com hidrocarbonetos

Um dos maiores impactos dos processos metabdlicos microbianos na
biotecnologia ambiental tem sido a exploragdo de caminhos para a biodegradacdo e
conseqiiente biorremediacdo de poluentes organicos no ambiente (Gutnick e Bach,
2000). O elevado potencial do uso de microrganismos na degradacdo de diversos tipos
de substincias, aliado ao cada vez mais freqiiente uso da Biotecnologia, indicam o
tratamento biologico como o mais eficiente meio de reduzir os efeitos adversos dos
hidrocarbonetos no meio ambiente (Alexander, 1999). Biorremediacdo € uma tecnologia
que utiliza o potencial metabdlico de microrganismos para limpar ambientes
contaminados, € pode ser descrita como a conversdo de compostos quimicos por
organismos vidveis, especialmente microrganismos com novas fungdes catabodlicas
derivadas de selecdes, em produtos nao-téxicos, como didéxido de carbono (via
degradacdo aerdbia), dgua e sais inorganicos simples ou, algumas vezes, metano (via
degradacdo anaerébia). Uma importante caracteristica da biorremediacdo é que ela é
realizada em ambientes ndo estéreis que cont€ém uma variedade de organismos. As
tecnologias de biorremediacdo aceleram a degradacdao natural pela otimizacdo de
condi¢des como suprimento de oxigénio para manutencdo das condi¢cdes aerdbicas,
temperatura, pH, atividade da dgua, mistura, presenca ou adi¢cdo de uma populacio
microbiana adequada (bioaumento), uma vez que nenhum microrganismo sozinho é
capaz de degradar todos os componentes do 6leo cru, e/ou adicdo de nutrientes
(bioestimulo), na forma de fertilizantes organicos e/ou inorganicos, aumentando a
populacdo de microrganismos endégenos (Chaineau et al., 2005; Sarkar et al., 2005;
Trindade et al., 2005; Rahman et al., 2002; Watanabe, 2001; Bernoth et al., 2000;
Gutnick e Bach, 2000).

As técnicas de biorremediacdo podem ser classificadas como processos de
tratamento in-situ ou ex-situ. Os processos de tratamento in-situ sdo baseados no
estimulo a biodegradacdo natural de contaminantes na subsuperficie e da dgua, sem a

escavacdo da camada superficial do solo, por meio do uso de bioaumento e bioestimulo,
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definidos anteriormente (Ross, 1991). Por outro lado, os processos de tratamento ex-situ
sao aqueles que envolvem a remocgao fisica do material contaminado do local original e
o encaminhamento do mesmo para o processo de tratamento em Si, que ocorre um outro
local (Boopathy, 2000). Esses ultimos sdo mais rapidos, faceis de controlar e mais tteis

para tratar uma larga gama de contaminantes e tipos de solos (Collina et al., 2005).

Desta forma, a biorremediacdo € uma tecnologia simples de manter, aplicavel
em grandes dreas, barata, devido ao baixo valor agregado associado com sua aplicagcdo
comercial, e pode levar a completa destruicdo do contaminante, com sua mineraliza¢ao
a CO; e H,O (Bento et al., 2005; Trindade et al., 2005). A manuten¢ao dos fatores
como pH, temperatura, aerobiose e suplemento de nutrientes € critica para o sucesso da
implementacdo de sistemas de biorremediacdo. Para assegurar uma aplicacdo pratica,
qualquer processo de biorremediacdo deve levar a remogao completa dos contaminantes
como efeito primdrio da biodegradacgao, e a taxa de degradacdo deve ser maior do que a

taxa de descontaminagdo natural (Bento et al., 2005).

2.2.1. Microrganismos envolvidos na biodegradacao

de hidrocarbonetos

Diferentes tipos de microrganismos estdo envolvidos no processo de
biodegradacdo, variando desde os que requerem oxigé€nio para realizar as reagdes
catabdlicas até aqueles que necessitam de um ambiente anaerdbio (Riser-Roberts,
1998). Dentre os organismos utilizados, as bactérias, que sdo capazes de degradar
poluentes, geralmente possuem papéis principais na biorremedia¢do, enquanto outros
organismos, como fungos e protozodrios, também afetam o processo. Um entendimento
mais profundo da ecologia microbiana dos sitios contaminados €, portanto, necessario
para uma posterior melhora dos processos de biorremediacdo (Rahman et al., 2002;

Watanabe, 2001; Gutnick e Bach, 2000).

Alguns microrganismos e comunidades microbianas possuem a capacidade de

processar compostos recalcitrantes, freqiientemente compostos xenobidticos que nao
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fazem parte do seu metabolismo central, transformando-os em compostos que sdo mais
facilmente metabolizados (co-metabolismo). Devido a complexidade do 6leo e seus
derivados, a biodegradacdo por meio de culturas mistas é mais efetiva do que a
biodegradacdo realizada por culturas puras, uma vez que uma ampla capacidade
enzimatica pode ser ativada e a possibilidade de formacao de metabdlitos intermedidrios
téxicos pode ser neutralizada pela selecio de degradadores desses produtos finais,

formados principalmente pelo processo de co-metabolismo (Pereira, 2006).

A Tabela 2.1, a seguir, apresenta alguns microrganismos ou consércios de

microrganismos capazes de degradar alguns poluentes.
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Tabela 2.1. Exemplos de algumas espécies de microrganismos ou
consorcios de microrganismos com habilidade para degradrar poluentes
organicos (Liu et al., 2004; Watanabe, 2001; Riser-Roberts, 1998).

Microrganismo ou consorcio Alvo da degradacao

S . Acidos organicos, com a
yntrophus spp. . .
producio de acetato e hidrogénio

Duas espécies de archae: Methanosaeta e

Methanospirillum e duas espécies de bactérias:

X Tolueno
uma do género Desultotomaculum e outra de
género desconhecido.
Grupo Azoarcus/Thauera. Alquil-benzenos e n-alcanos
Brevibacterium erythogenes, Corynebacterium
sp., Mycobacterium fortuitum, M. smegmatis, Alcanos ramificados
Nocardia sp. e Pseudomonas aeruginosa.
o, B e vy-Proteobacteria, principalmente os
representativos do género Pseudomonas e HPA
Sphingomonas.
Geobacter spp. Oxidagdo anaerdbica de benzeno

Nicholson e Fathepure (2005) verificaram a capacidade de bactérias endogenas
da regido de Great Salt Plains, um ambiente naturalmente hipersalino, em degradar
compostos BTEX, e buscaram determinar o impacto da concentracdo de sal na taxa de
degradacdo e na estrutura da comunidade bacteriana. Seus resultados mostraram que,
em ambientes extremos, com nenhum histdrico de fonte de contaminagao, foi detectado
o potencial de degradacdo rdpida de poluentes téxicos. A habilidade de melhorar a
degradacdo de benzeno em uma larga faixa de concentracdes de sal e as

correspondentes mudangas na estrutura da comunidade microbiana, com proliferacdo de
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diferentes espécies de acordo com a concentragdo salina, refletem um potencial natural
de atenuacgao da cultura e sua habilidade de se adaptar a concentragdes flutuantes de sal,

freqlientemente encontradas na regido.

2.2.2. Biodegradacao de hidrocarbonetos

No processo de biorremediacio de solos, as bactérias sdo os principais
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, pois com o aumento da profundidade
do solo, o nimero relativo de bactérias tende a aumentar, enquanto o nimero de fungos
e actinomicetos diminuem. Este aumento da populacdo bacteriana € atribuido a
habilidade de as bactérias utilizarem outros aceptores de elétrons que ndo sejam o

oxigénio (Pereira, 2006).

Os n-alcanos sdo considerados os compostos mais rapidamente degradados
dentro da mistura de petréleo, tendo sido demonstrada a biodegradacao de n-alcanos
com cadeias acima de 44 atomos de carbono (n-Ciy) (Atlas, 1981). Os alcanos
ramificados sdo mais dificeis de serem biodegradados quando comparados aos

n-alcanos. A recalcitrancia desses compostos cresce com o aumento das ramificagdes.

Os cicloalcanos s@o particularmente resistentes ao ataque microbiano.
Compostos complexos aliciclicos, como os hopanos (tripentaciclicos), estdo entre os
componentes mais persistentes em ambientes contaminados por petréleo. Porém, alguns
trabalhos demonstram que os cicloalcanos substituidos e ndo substituidos podem sofrer

degradacao oxidativa e co-oxidativa (Atlas, 1981).

Os hidrocarbonetos aromiticos, inclusive os HPA, podem ser degradados por
uma ampla variedade de bactérias, fungos filamentosos, leveduras e algas. Entretanto, a
taxa de biodegradacdo desses hidrocarbonetos é inversamente proporcional ao nimero
de anéis da molécula (os HPA de baixo peso molecular sdo degradados mais
rapidamente do que os compostos de maior peso molecular). A taxa de biodegradacdo

decresce com o aumento do nimero de anéis devido a redugdo da solubilidade desses
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compostos em dgua e ao aumento da energia de ressonancia dos anéis. Sendo assim, os
hidrocarbonetos de baixo peso molecular, tais como naftaleno e fenantreno, sio
rapidamente degradados. Ja os HPA de alto peso molecular como o benzo(a)antraceno,

criseno ou benzo(a)pireno, sdo praticamente resistentes a acdo dos microrganismos

presentes no solo (Pereira, 2000).

De acordo com Aichberger e colaboradores (2005), em certas condi¢des
ambientais, o grau de biodegradacdo dos hidrocarbonetos € afetado principalmente pelo
tipo de hidrocarboneto na matriz contaminada. Das varias fracdes do petréleo, n-alcanos
e alcanos ramificados de comprimento intermedidrio (C;p-Cy9) sdo os substratos
preferidos dos microrganismos € tendem a ser mais rapidamente degradados. Alcanos
de cadeia longa (> C,p) sdo hidrofébicos sélidos e sao dificeis de degradar devido a suas
caracteristicas recalcitrantes e baixa solubilidade em dgua. Os cicloalcanos sao
degradados mais lentamente do que os n-alcanos e alcanos ramificados. Uma seqiiéncia
generalizada dos componentes do petréleo em ordem decrescente de biodegradabilidade
€ representada a seguir: n-alcanos > alcanos ramificados > n-alquil arométicos de baixo
peso molecular > monoaromadticos > alcanos ciclicos > aromaticos polinucleares > >

asfaltenos (Pereira, 20006).

2.3. Fatores que afetam a biorremediacao de

hidrocarbonetos

A persisténcia dos contaminantes de petréleo depende da quantidade e da
qualidade da mistura de hidrocarbonetos e das propriedades do ecossistema afetado. Em
um ambiente contaminado, os hidrocarbonetos do petréleo podem persistir
indefinidamente, entretanto, sob outras condi¢des, os mesmos hidrocarbonetos podem

ser completamente biodegradados em poucas horas ou dias (Atlas, 1981).

Segundo Pereira (2006), as condicdes dos sitios contaminados irdo ditar a

composi¢do das comunidades microbianas endogenas, afetando diretamente a
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degradacao dos contaminantes presentes. Sendo assim, fatores que influenciam as taxas
de crescimento microbiano e as atividades enzimaticas afetam a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos. Tais fatores incluem: composi¢cdo quimica do contaminante, estado
fisico (liquido, lama, borra), relacdo C:N:P, umidade e solubilidade, reatividade
quimica, volatilidade, pH, temperatura, demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e a

demanda quimica de oxigénio (DQO) (Atlas, 1981).

Assumindo a presenca de microrganismos, a disponibilidade de nutrientes —
especialmente nitrogénio e fosforo — parece ser o fator limitante mais comum. De
acordo com Pereira (2006), experimentos laboratoriais e de campo utilizando nitrogénio
inorganico e fertilizantes de fosfato, incluindo ossos de peixe, carne de animais ou

peixe, biosurfactantes e outros agentes, tém sido bem sucedidos.

A biodegradacdo de hidrocarbonetos pode ocorrer sob uma ampla escala de
temperatura, € microrganismos psicrofilos, mesoéfilos e termofilos t€m sido isolados.
Baixas temperaturas podem resultar em baixa atividade microbiana e em uma baixa
disponibilidade de contaminantes para os microrganismos (Salminen et al, 2004).
Entretanto, Atlas (1981) relata a degradacdo de hidrocarbonetos em temperaturas abaixo

de 0 °C, assim como a 70 °C.

O oxigénio € utilizado pelos microrganismos tanto como aceptor final de
elétrons nos processos aerébios, quanto como substrato para as reagdes de
biodegradacdo catalisadas pelas enzimas oxigenases (reagdes de clivagem do anel,
hidroxilagdo de compostos ciclicos e aromdticos e oxidacdo de compostos aliféticos).
Entretanto, em ambientes onde existe caréncia de oxigénio, outros aceptores de elétrons
podem ser utilizados pelos microrganismos, tais como NOjz, SO,**, Mn** e Fe*,

permitindo a degradagdo de hidrocarbonetos sob condicdes anaerdbicas (Pereira, 2006).

Ainda, fatores como pH, presenca de contaminantes téxicos, concentragdo ou
auséncia de co-substratos-chave podem inibir a biodegradacdo dos compostos

organicos. Solos que possuem pH muito 4cido ou muito basico, por exemplo, possuem
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uma influéncia negativa sobre a populacdo degradadora de hidrocarbonetos (Pereira,

2006).

2.4. A atenuacao natural no tratamento de ambientes

contaminados

A limpeza de 4gua contaminada por petrdleo (dgua de zonas abaixo da
superficie) € um desafio. Uma grande mudanga ocorreu nos dltimos cinco anos, com o
reconhecimento comprovado de que processos de atenuacdo natural podem contribuir,
de forma significativa, para controle e redu¢do das plumas de contaminagdo no solo e
aguas subterraneas (Nobre e Nobre, 2007; Van Stermpvoort et al., 2007). Com diversas
denominacdes — atenuacdo natural, bioatenuacdo, biorremediacdo intrinseca,
remediacdo natural e atenuacdo natural monitorada (ANM) — essa tecnologia de
remediacdo vem ganhando popularidade e se solidificando no mercado como uma
alternativa vidvel para os casos em que sdo confirmadas as condi¢des biogeoquimicas

favordveis a ocorréncia das reagcdes naturais (Nobre e Nobre, 2007).

A atenuacdo natural ¢ uma estratégia de gerenciamento de solos e sedimentos
contaminados, onde a no¢do de que alguns processos de transformacido de compostos-
alvo envolvendo metabolismo microbiano in-situ é auto-sustentdvel, apropriado para o
tipo de contaminagdo e suficiente em magnitude para controlar o risco associado aos
poluentes locais (Serrano et al., 2008). Tais processos sao diluicdo, volatilizacdo,

biodegradagdo, adsor¢do e reacdes quimicas com materiais presentes em subsuperficie

(http://www.tecnohidro.com.br/tecnologia_03.htm). Mecanismos biotecnoldgicos para a
reducdo de metais pesados e poluentes organicos consistem em usar € aumentar oS

processos naturais para tratar despejos especificos (Srinath et al., 2002).

A atenuacdo natural ndo € uma “ndo acdo”, embora seja freqlientemente
encarada como se fosse. Ela € largamente usada em outros paises; deve ser utilizada

para se determinar concentracdes e tempos de remediacdo, sendo necessdria uma
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extensa caracterizacdo da drea (http://www.tecnohidro.com.br/tecnologia 03.htm). A

atenuagdo natural monitorada pode ser um procedimento efetivo de remedi¢ao de solos
e 4guas subterraneas quando utilizada em conjunto a outras tecnologias ou
simplesmente como uma Unica alternativa desde que comprovada ao longo de um tempo

de monitoramento (Nobre e Nobre, 2007).

Um trabalho de diagndstico correto e a implantagdo de um programa de ANM
podem reduzir consideravelmente o valor das remediacOes e evitar uma nova
intervengdo humana no local contaminado. Nos Estados Unidos, onde o mercado
ambiental se encontra bem desenvolvido, a maior parte dos programas para remediacao
de contaminagdes provocadas por tanques subterraneos € feita por atenuagdo natural
(Figura 2.1). L4 h4 quase 16 mil programas de ANM para contaminacdes de tanques,

contra apenas 3 mil biorremediacdes in-situ com a mesma finalidade (Furtado, 2007).

Alenuagio natural

monitorada | 13776

Bombeamento
¢ tralamento

Air sparging

Biomremediagio
In-gitu

Biosparging 1.941
numero de sites

1 L L ]
] 5000 | Q0G0 150040 RELLE

Fomlie: EPA

Figura 2.1. Uso da atenuagao natural monitorada nos EUA em

contaminacdo de tanques subterraneos (Furtado, 2007).

A seguir sdo apresentados alguns fatores que podem limitar a aplicabilidade e

eficiéncia do processo de ANM (http://www.tecnohidro.com.br/tecnologia_03.htm):
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¢ Dificuldade para obter dados para se determinar os parametros do modelo;

¢ Exigéncia de modeladores com alta experiéncia técnica;

® As degradacgdes intermedidrias podem ser mais moéveis e seus produtos mais
téxicos do que o contaminante original;

e Deve ser utilizada em dreas onde ndo ocorram impactos para receptores;

e Os contaminantes podem migrar antes de serem degradados.

2.5. Legislacao

De acordo com da Cunha (2004), até aquela data ainda nao havia no Brasil uma
legislagdo em nivel federal para prote¢ao ou remediacdo de solos e dguas subterraneas,
existindo somente algumas leis em niveis locais, como no Estado de Sdo Paulo. A
Resolucdo n° 357 do CONAMA dispde sobre a classificagcdo dos corpos de 4gua e
diretrizes ambientais para seu enquadramento, além de estabelecer as condicdes e
padrées de lancamento de efluentes. No que diz respeito a alguns contaminantes

organicos, a Tabela 2.2. apresenta tais padroes.
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Tabela 2.2. Valores maximos permitidos para lancamento de

efluentes de alguns hidrocarbonetos (Fonte: Resolugao CONAMA

no 357).
Valor maximo (ug/L)
Parametro
Aguas doces — classe 1° Aguas salinas — classe 1°
Benzeno 5L 700
Etilbenzeno 90 25
Tolueno 2,0 215
Xileno 300 n.d.*

a, b — Classificagdo da qualidade das dguas de acordo com a presenga ou ndo de efeitos toxicos a
organismos, materiais flutuantes, dleos e graxas, substidncias que produzem odor e turbidez, corantes,
residuos sélidos objetdveis e coliformes termotolerantes, e valores de carbono organico total, oxigé€nio
dissolvido e pH, entre outros.

n.d. — Valores ndo disponiveis.

O valor de interven¢ao adotado pela CETESB indica “o limite de contaminagao
do solo e dgua subterranea acima do qual ha risco potencial a saide humana. Ele sera
usado em cardter corretivo no gerenciamento de areas contaminadas e quando for
excedido ird requerer alguma forma de intervencdo na drea avaliada, de forma a
interceptar as vias de exposicdo, devendo ser efetuada uma avaliagdo de risco caso a

caso” (da Cunha, 2004).

2.6. Contaminacao por metais pesados

Alguns processos industriais, como operagdes de exploracdo e descarga de
efluentes, resultam na liberacdo e acimulo de metais pesados em ecossistemas
aqudticos, o que tém aumentado a preocupacdo com os efeitos dos metais pesados
téxicos como poluentes ambientais (Salehizadeh e Shojaosadati, 2003; Yilmaz, 2003).

) - 2 2 3 P 2 2 2
Exemplos de alguns fons metdlicos como Ca™*, Co™", Cr’*, Cu™, Zn™*, Fe”", K*, Mg,
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Mn4+, Na* e Ni?* sdo micro-nutrientes para a maioria dos organismos vivos; porém,
quando a concentracdo dos metais é altamente excessiva nos ambientes contaminados,
eles podem se tornar téxicos tanto para esses organismos como para os seres humanos
(Chen et al., 2005). Assim, o uso de depdsitos por longos periodos na agricultura leva a
acumulagdo de metais pesados no solo. As plantas podem acumular esses metais e ser,
conseqiientemente, uma possivel contaminagc@o na cadeia alimentar, levando a efeitos
deletérios em todas as formas de vida. Esse tipo de contaminacao causa ameagas sérias
para a saude humana e a dos animais, uma vez que os metais pesados tendem a persistir

no ambiente indefinidamente (Jézéquel et al., 2005).

De acordo com Cordeiro (2006), nos udltimos anos, o0 avanco no conhecimento
sobre a toxicidade dos metais pesados e seus efeitos nocivos levou a implementacdo de
restri¢des legais mais rigidas em relagdo a prevencdo da contaminagdo de ecossistemas
naturais. Entretanto, em vista dos beneficios que os metais pesados tém produzido para
a sociedade, contribuindo para o desenvolvimento de bens que podem representar uma
melhoria na qualidade de vida das populacdes, a ameaga que representam ao meio
ambiente deve ser enfrentada por meio da busca de métodos eficientes e de custos

adequados para a remocao desses poluentes dos ambientes contaminados.

Os metais pesados mais comumente associados com atividades antropogénicas
incluem chumbo (Pb**), cddmio (Cd*"), cobre (Cu®*), cromo (Cr’*), niquel (Ni*"), ferro
(Fe**), mercirio (Hg”*) e zinco (Zn**) (Mulligan, 2005). Dentre eles, serdo brevemente

discutidos aspectos sobre o cddmio, zinco e cobre, objetos deste trabalho.

e Cadmio

Devido a sua alta toxicidade, o cddmio se juntou ao chumbo e ao mercurio
formando o chamado “big three” de metais pesados com grande potencial de perigo
para humanos e para o ambiente. Os usos industriais de caddmio estdo difundidos e
aumentam com o uso de eletrorrefino, pigmentos de tintas, pldsticos e baterias de prata-

caddmio (Volesky, 1990). Na agricultura, o cddmio estd presente em fertilizantes
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minerais e organicos, e devido a agricultura intensiva, é possivel encontrar esse metal

em niveis significativos em algumas superficies (Jézéquel et al., 2005).

O descarte de cddmio em 4guas naturais €, em parte, derivada da industria de
eletrorrefino, que contava, em 1990, com cerca de 50 % do consumo anual de cidmio
nos Estados Unidos. Outras fontes de contamina¢do da 4gua sdo a industria de baterias
de niquel-cidmio e as operacdes de fundi¢do, que sdo pequenas em ndmero, mas de
grande significancia como poluidoras, freqiientemente afetando o ambiente a distancias

da ordem de 100 km de magnitude (Volesky, 1990).

Uma doenca conhecida como “Itai-Itai”, no Japdo, € especificamente associada
ao envenenamento por cddmio, resultando em multiplas fraturas devido a osteomalacia.
Esse metal tende a se acumular no corpo humano, com 33 % nos rins e 14 % no figado.
Envenenamentos cronicos por cddmio produzem proteinuria e causam a formacdo de
pedras nos rins. H4 evidéncias de relagdo entre cddmio e hipertensdao. O principal
problema com cddmio em humanos parece ser o fato de que o corpo raramente excreta a
quantidade de cddmio que absorve. Nos Estados Unidos, o nivel seguro de cadmio

adotado para a dgua potdvel € de 10 ppb (Volesky, 1990).

e Cobre e zinco

Cobre ¢ um dos metais mais comuns na indudstria. Zinco também é bastante
usado na industria, principalmente em processos de galvanizagao e na manufaturagcao de
bronze e outras ligas. H4 muitas atividades industriais envolvendo esses dois metais;
conseqiientemente, ha numerosas fontes de efluentes industriais que descartam zinco e

cobre no ambiente (Volesky, 1990).

A absorcdo de excesso de cobre no homem causa a chamada “doenca de
Wilson”, na qual esse excesso de cobre € depositado no cérebro, na pele, no figado, no

pancreas e no miocdrdio. Zinco € um dos metais pesados menos toxicos, e na verdade é
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um elemento essencial para as células vivas. Entretanto, todos os elementos sio
eventualmente toxicos se presentes e absorvidos em excesso, € zinco nao é uma excegao

(Volesky, 1990).

2.6.1. Tratamento dos ambientes contaminados por

metais pesados

Métodos de tratamento dos efluentes contaminados com metais consistem em
precipitacao quimica e filtracdo, oxidacdo ou reducdo quimica, extracdo com solvente,
dialise, extracdo eletrolitica, cementagdo, osmose reversa, métodos evaporativos, resinas
de troca i0nica, adsor¢ao em carvao, utilizacdo de 4cidos organicos e inorganicos e
agentes complexantes como EDTA, e dilui¢do. Significantes esforcos tém sido feitos na
busca de novos mecanismos para a remo¢ao de metais pesados de sitios contaminados
(Akar e Tunali, 2005; Kachlany et al., 2001; Mulligan et al., 2001). Tipo de solo e pH,
capacidade de troca catidnica (CEC), tamanho da particula, permeabilidade e

contaminantes afetam a eficiéncia da remocao (Mulligan et al., 2001).

2.6.1.1. Biorremediacao de metais pesados

Os processos fisicos e quimicos para remog¢do de metais sao caros e complexos,
e a busca por métodos econdmicos, efetivos e seguros leva as técnicas biologicas para
remover metais. Os processos de acimulo de metais pesados por células biologicas sdo
chamados pelo termo geral “biossorcdo”, que pode ser considerada uma técnica
alternativa para a remocao/recuperacdo de metais, devido a seus aspectos econdomicos
favoraveis (Volesky, 2003; Yilmaz, 2003). Esse tipo de sor¢dao é baseado em uma fase
solida (sorvente ou biossorvente) que varia com o tipo de biomassa ou biomaterial
(algas, bactérias, leveduras, fungos filamentosos, residuos de operagdes industriais), e
em uma fase liquida (solvente, normalmente 4gua) contendo a (s) espécie (s)

metdlica (s) a ser (em) sorvida (s) (sorvato). A habilidade que o biossorvente tem de
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sorver diferentes espécies metalicas i0nicas de solu¢des aquosas é importante, uma vez
que elimina a necessidade de pré-tratamentos quimicos caros dos ambientes
contaminados, que acabam resultando na produgdo de lamas téxicas que eventualmente
causam mais problemas, uma vez que a recuperagdo de metais dessas lamas € mais

dificil e muitas vezes economicamente invidvel (Volesky, 2003).

Horsfall Jr.e colaboradores (2006) descreveram a cinética de adsorcdo de cd™,
Zn** e Cu** em solucdo aquosa usando biomassa proveniente de residuos vegetais do
plantio da mandioca tratada com &cido tioglicélico, salientando a importancia do uso de
rejeitos agricolas nos processos de biorremediacao de metais, por serem biodegradaveis,

baratos e prontamente disponiveis.

Segundo Cordeiro (2006), a captacdo de metais também pode se dar por meio de
um processo ativo onde hd a chamada bioacumulagdo, que consiste em um processo de
remog¢ao de metais que depende da atividade metabdlica de um organismo vivo que
envolve o transporte do metal pela membrana da célula, podendo ocorrer em seguida a
transformacgdo do metal. Sugere-se que os sistemas de transporte do metal pela célula
ocorram por gradiente eletroquimico de préton ou por difusdo passiva alternando com
mecanismo de sorcdo e dessorcdo. O crescimento de biomassa viva na presenga de
substratos como glicose (ligacdes carbono-carbono) e cisteina (ligagcdes S e N) pode
contribuir para o seqiiestro de grandes quantidades de metais no processo de

bioacumulagdo.

As caracteristicas bioldgicas e quimicas dos processos de captacdo sdo
importantes, ndo apenas para ajudar na compreensdo do papel dos fons metalicos em
fungdes celulares bdsicas, mas também como um auxilio para a desintoxica¢do de
efluentes industriais devido ao uso de biomassa para proteger o ambiente (Yilmaz,

2003).

Alguns mecanismos de ligacdo de metais a biossorventes ja foram sugeridos,
como: quimiossor¢ao por troca idnica, complexacdo, coordenacdo, quelagdo, adsor¢cdao

fisica e microprecipitacdo. H4 ainda possiveis reacdes de oxidacao/reducio que ocorrem
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no biossorvente. Dependendo do tipo de biossorvente e da solu¢do de metais, € possivel
que alguns desses mecanismos atuem simultaneamente em vérios niveis. E necessdrio
ter em mente que a ligacdo dos fons metdlicos a biomassa sélida pode ser fisica ou
quimica. Assim, enquanto o termo sor¢ao € nao-especifico, o termo adsor¢do implica
em atracdo fisica e deposi¢cdo na superficie, ao contrario da quimiossorcdo, que &
baseada nos mecanismos quimicos de atragdo através do material permedvel as espécies
ionicas (Volesky, 2003). Desta forma, o mecanismo de captacdo por microrganismos &
um processo complexo que depende da quimica dos fons metélicos; do tipo e
caracteristicas da biomassa; da fisiologia das células; do processo fisico-quimico
envolvido; e da influéncia fisico-quimica dos micro-ambientes em contato com o0s

microrganismos (pH inicial da solugdo, temperatura, interacdo com outros ions e

concentracdo do metal) (Chen et al., 2005; Volesky, 2003).

¢ Troca ionica (Volesky, 2003)

A troca idnica € o intercambio de fons formados por espécies moleculares ou
atoOmicas pelo ganho ou perda de elétrons. As propriedades de troca idnica de certos
polissacarideos naturais vém sendo estudadas em detalhes, e sabe-se, por exemplo, que
ions metdlicos bivalentes trocam com fons de grupos ativos de polissacarideos como o

acido alginico (ALG):

2NaALG + Me™ < Me(ALG), +2Na*

e Adsorcao (Volesky, 2003)

A adsorcdo € um processo pelo qual moléculas aderem a superficies s6lidas. A
atracdo pode ser baseada nas cargas eletrostaticas. A adsor¢ao negativa € a adsor¢ao de
espécies positivas por sitios de adsorcao negativos e vice-versa para a adsorcao positiva.

Enquanto o termo adsor¢do implica em um fendmeno superficial, o termo seqiiestro
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pode ser usado baseado tanto em fendmenos fisicos (adsorcdo fisica) como em uma

variedade de meios de ligacdo quimica (quimiossor¢ao).

A adsor¢ao fisica é ndo-especifica, e as forcas de atracdo entre as moléculas e a
superficie sélida sdo relativamente fracas, o que leva a um declinio rdpido da quantidade
de espécies adsorvidas quando a temperatura € aumentada. A quimiossorcdo ¢é
especifica e envolve forcas muito mais fortes. As moléculas adsorvidas sdo envolvidas
na superficie por for¢as de valéncia do mesmo tipo das que ocorrem entre 4tomos nas

moléculas. Exemplos de quimiossor¢ao sdo a complexacao de metais e a quelagdo.

Algumas condi¢des que influenciam o processo de biossor¢do estdo listadas a

seguir.

o Efeito da temperatura (Volesky, 2003)

Considerando que a entalpia global das interagdes metal-biossorvente € diferente
de zero, uma dependéncia da temperatura ird ocorrer na biossor¢do de metais. As
mudancas na temperatura irdo afetar varios fatores de importancia na biossorcao do fon

metalico, tais como:
v A estabilidade da espécie idnica presente inicialmente na solugio;
v' A presenca de ligantes competidores;
v A constante de ionizac¢do da dgua, com efeito direto no pH da solugéo;

v' A estabilidade do complexo biossorvente-metal (dependendo dos sitios

de biossor¢do).

De acordo com Volesky (2003), a ligacdo de ions cobalto (Co™) a alga
Ascophyllum nodosum aumentou em 50-70 % quando a temperatura foi aumentada de

4 °C para 23 °C. O aumento da temperatura para 40 °C causou apenas um pequeno
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aumento na captagdo, enquanto a 60 °C comeca a haver perda da capacidade de sor¢ao
devido a deterioracdo do material. Assim, para aplicagdes praticas de biossor¢do, deve

ser usada uma faixa estreita de temperatura.

¢ Influéncia do pH

O valor do pH da solugdo é de grande importancia tanto na biossor¢ao catidnica
quanto na anidnica. Entretanto, o pH 6timo da biossor¢cao anidnica € oposto ao da
biossorcao catidnica. Enquanto esta é favorecida em valores de pH maiores que 4,5, a

adsor¢do anidnica se dd em valores de pH na faixa de 1,5 — 4,0 (Volesky, 2003).

Existem trés formas nas quais o pH influencia a biossor¢ao do metal (Volesky,

2003):

1) O estado dos sitios quimicamente ativos pode ser alterado pelo pH da
solucdo. Quando os grupos ligantes do metal sdo fracamente dcidos ou

basicos, a disponibilidade dos sitios livres depende do pH;

2) Valores extremos de pH, como os empregados para a regeneracio

(dessor¢do) do sorvente, podem danificar a estrutura do biossorvente;

3) A espécie do metal na solucdo é dependente do pH, uma vez que os
metais em solucdes aquosas ocorrem como ions hidrolisados quando o
pH € baixo, especialmente anions metdlicos altamente carregados e com

tamanho pequeno.

Segundo Volesky (1990), no caso da captacao, por células de Chlorella vulgaris,

L P o o . c s e n . 173 9
de ions metdlicos classificados como intermedidrios entre cations de metais “soft” e
“hard”, incluindo Cu®*, Ni**, Zn**, Co**, Pb**, Cr’*, Cd**, U**e Co**, o comportamento
do biossorvente se assemelha a ligacdo desses ions as resinas de troca catidnica que

contém primariamente grupos amino ou carboxila. Quando os sitios ativos também
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podem ligar prétons, geralmente ocorre uma dependéncia do pH, o que sugere que os
ions metdlicos e os prdotons competem pelos mesmos sitios de ligacdo. Assim, as
ligacdes cation-biossorvente ocorrem mais fortemente quando o pH aumenta de 2 para

5, por diminuir a concentracio de fons H" presentes.

e Competicdo entre os ions

Metais como Cu®*, Cd**, Ni**, Pb**, Zn**, Co** e Cr’*, por apresentarem
caracteristicas quimicas de coordenacdo semelhantes, acabam competindo
substancialmente entre si por sitios de ligacdo do biossorvente, devido as propriedades

quimicas semelhantes, como por exemplo o raio i6nico (Volesky, 2003).

2.7. Efeito da co-contaminacao sobre os microrganismos

Derrames acidentais e propositais de 6leo cru tém sido uma fonte significante de
poluicdo ambiental, assim como as industrias de polimento de metais. A determinagdo e
a caracterizacao da natureza da poluicao combinada € um problema de interesse. Canais,
rios e mares contaminados com despejos organicos contendo altas concentracdes de
metais pesados, sdo de preocupacdo geral por serem persistentes e capazes de se
acumular no ecossistema, causando varios prejuizos para o ambiente e a saide (Sannasi
et al., 2006; Shen et al., 2006; Al-Saleh and Obuekwe, 2005). O trabalho desenvolvido
por Adeniyi e Afolabi (2002) visou examinar os niveis de contaminacdo por
hidrocarbonetos poliarométicos e metais pesados em solos da metrépole de Lagos, na
Nigéria, causada pela presenca de refinarias de petréleo, sem regulamentacdo e

diretrizes préprias.

De acordo com Srinath e colaboradores (2002), a acumulacdo de metais pesados
por microrgansimos freqiientemente se dd em duas fases: uma fase inicial rdpida

envolvendo adsorcdo fisica ou troca idnica na superficie celular, e uma fase lenta
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subseqiiente, envolvendo transporte ativo do metal para o interior das células,
dependente do metabolismo. Durante a bioacumulagdo, muitas caracteristicas da célula
viva, como seqiiestro intracelular seguido de localizacdio dentro de organelas
especificas, ligacdo pela metalotioneina, acumula¢do de metal particulado, precipitacao

extracelular e formacg@o de complexos podem ocorrer (Srinath et al, 2002).

Desta forma, a presenca de metais pesados pode inibir a microbiota envolvida na
degradacdo de compostos organicos e afetar as taxas de biodegradacdo. O nivel de
inibicdo dependerd da concentracdo e disponibilidade dos metais pesados, e ¢é
dependente da acdo de processos complexos controlados por mudltiplos fatores,
incluindo a natureza dos metais, meio e espécies microbianas. Os metais pesados
inibem os microrganismos por bloquearem seus grupos funcionais essenciais ou por
interferir na incorporacdo de ions metdlicos essenciais de moléculas bioldgicas. Em
alguns casos, 0s microrganismos sao resistentes a alguns metais pesados por meio de

diferentes mecanismos possiveis (Amor et al., 2001).

2.8. EPS (substancias poliméricas extracelulares)

Substancias poliméricas extracelulares (EPS) sdao produtos metabdlicos de
microrganismos e que acumulam na superficie celular, formando uma barreira protetora
para as células contra o ambiente externo, e também servindo como reserva de carbono
e energia durante a falta de substrato. As EPS também t€m a funcdo de sor¢do de ions
inorganicos que constituem elementos metabdlicos para bactérias. Sua composicao €
complexa, e constituida principalmente de polissacarideos, proteinas, substancias
himicas, 4cido urdnico, 4cido nucleico e lipideos, que dependem da linhagem
microbiana e das condi¢des de cultivo. (Comte et al., 2008, Zhang et al., 2006; Liu e
Fang, 2002). Importantes tipos de EPS usados para aumentar a solubilidade de

hidrocarbonetos sao os biossurfactantes, discutidos mais profundamente no item 2.8.1.
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2.8.1. Biossurfactantes

Surfactantes sao compostos anfifilicos (contendo por¢des hidrofébicas e
hidrofilicas), que reduzem a energia livre de um sistema por reporem a maior parte das
moléculas de mais energia em uma interface. Sua por¢ao hidrofébica apresenta pequena
afinidade pelo meio, e seu grupo hidrofilico € atraido pelo meio. Os mondmeros do
surfactante formam esferdides ou estruturas lamelares com interiores de pseudo-fases
organicas, o que diminui as tensdes superficial e interfacial. A concentragdo minima na
qual isso acontece € chamada de concentracdo micelar critica (CMC). Salinidade,
comprimento da cadeia carbdnica e tipo de surfactante influenciam essa concentragao
(Mulligan et al., 2001). O uso de surfactantes sintéticos no tratamento de sistemas
contaminados com hidrocarbonetos melhora a restauragdo dessas dreas aumentando a
area superficial para o ataque microbiano; entretanto, pode promover o acimulo no

ecossistema causando sérios problemas no ambiente (Cunha et al., 2004).

Virias substancias com as propriedades anteriormente descritas podem ser
sintetizadas por organismos vivos, como plantas e microrganismos, € por isso sao
considerados surfactantes naturais. Os compostos de origem microbiana que exibem
propriedades surfactantes, diminuindo a tensdo superficial e com alta capacidade
emulsificante, sdo denominados biossurfactantes, e sdo subprodutos metabdlicos de
bactérias, leveduras e fungos (Nitschke e Pastore, 2002). Embora a maioria dos
microrganismos produtores de biossurfactantes seja aerdbica, existem alguns exemplos

de produtores anaerdbicos, como Bacillus licheniformis JF-2 (Mulligan et al., 2001).

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipideos, lipopeptideos e
lipoproteinas, lipideos neutros, fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e
surfactantes particulados. A maioria desses compostos € anidnica ou neutra, € apenas
alguns poucos sdo catidnicos, como os que contém grupos amino. Todos possuem uma
estrutura comum: uma por¢ao lipofilica, geralmente composta por cadeia carbonica de
um ou mais dcidos graxos, que podem ser saturados, insaturados, hidroxilados (hidréxi-

acidos graxos) ou ramificados, ligados a uma por¢ao hidrofilica, que pode ser um éster,
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um grupo hidréxi, fosfato, aminodcido, peptideo ciclico, dlcool, carboxilato ou
carboidrato (Nitschke e Pastore, 2002; Mulligan er al., 2001). Suas concentracdes
micelares criticas geralmente alcancam entre 1 e 200 mg/L, e seus pesos moleculares

vao de 500 a 1500 unidades de massa atomica (Mulligan et al., 2001).

Os biossurfactantes sdo sintetizados como co-produtos metabodlicos de alguns
microrganismos. A composi¢do e o rendimento dependem do desenho do fermentador,
pH, composi¢do nutricional, substrato, temperatura e tempo de cultivo. Eles apresentam
vantagens como alta especificidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade (Mulligan
et al., 2001). Apesar da variedade de biossurfactantes, a grande maioria possui

caracteristicas comuns (Nitschke e Pastore, 2002):

e Atividade superficial e interfacial: sdo mais efetivos que os surfactantes
convencionais, pois produzem menor tensdo superficial em menores

concentracdes de biossurfactante;

e Tolerancia a temperatura, pH e forca idnica: podem ser usados em ambientes em

condi¢des mais drasticas;

¢ Biodegradabilidade: sdo facilmente degraddveis na dgua e no solo, o que os

torna adequados para aplicagdes como biorremediacao e tratamento de residuos;

e Baixa toxidez: podem ser usados em alimentos, cosméticos e produtos

farmacéuticos.

Uma das importantes aplicagdes industriais dos biossurfactantes € a
biorremediacdo, visto que esses compostos sdo uma alternativa vidvel ao uso de
surfactantes. Por aumentarem a interagdo superficial dgua/dleo, eles aceleram a
degradacdo de varios 6leos por microrganismos, promovendo a biorremediacdo de

dguas e solos. Sua capacidade de emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua
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aumenta a degradacdo desses compostos no ambiente (Cunha et al., 2004; Nitshcke e

Pastore, 2002).

Os biossurfactantes podem ser usados diretamente para emulsificar e aumentar a
solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo, e na biorremediacdo de locais
contaminados com metais pesados. Também podem ser usados microrganismos
produtores ou a adicdo de fatores de crescimento de microrganismos selvagens capazes

de produzir esses compostos (Nitschke e Pastore, 2002).

Em seu trabalho, Mulligan e colaboradores (2001) citaram que os ramnolipideos
produzidos por Pseudomonas aeruginosa UG2 sdo capazes de remover uma mistura de
hidrocarbonetos de um solo arenoso, e o grau de remoc¢do depende do tipo de
hidrocarboneto removido e da concentracdo de surfactante usada. Pesquisas com
Pseudomonas marginalis indicaram que o biossurfactante produzido por esse
microrganismo solubilizou HPA como fenantreno e aumentou a biodegradacao.
Segundo Cunha e colaboradores (2004), Serratia sp. SVGG16 mostrou habilidade para
produzir biossurfactantes, além de degradar hidrocarbonetos presentes na gasolina e
produzir dioxigenases, que sdo enzimas-chave no processo de biodegradagdo (Cunha et

al., 2004).

2.8.2. As EPS e sua aplicacao na biorremediacao de

ambientes co-contaminados

De acordo com Mulligan (2005), além de os biossurfactantes terem aplica¢do na
biodegradacdo de contaminantes organicos, também podem ser usados para remover
metais de sistemas, devido a sua capacidade de complexagdo. Sua composicao
complexa apresenta sitios de ligacdo potenciais para o seqiiestro de ifons metalicos.
Virios autores descrevem a utilizacdo dessas substancias na biossorcdo de metais

pesados (Zhang et al., 2006; Maslin e Maier, 2000; Nitschke e Pastore, 2000). Troca
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i6nica, complexacdo com grupos funcionais negativamente carregados, adsor¢do e

precipitacdo sdo mecanismos envolvidos na biossor¢do pela EPS (Zhang et al., 2006).

A EPS pode ser parcialmente dissolvida, e apenas uma pequena parte é removida
da solucdo por centrifugacdo ou filtracdo. A EPS de baixo peso molecular (EPS
dissolvida) que permanece em solucdo € capaz de se ligar a uma quantidade significante
de metal, levando assim a uma subestimacdo da capacidade ligante da EPS (Guibaud et

al., 2005a; Guibaud et al. | 2005b).

Desta forma, os biopolimeros desempenham um importante papel na remog¢ao de
metais de solugdes. Segundo Guibaud e colaboradores (2003), a quantidade de metal
ligado as células é proporcional a quantidade de polimeros em cada uma. No tratamento
secundério de plantas de tratamento de efluentes, os metais toxicos descartados no
ambiente pelas industrias sdo adsorvidos por biomassa e removidos do efluente
juntamente com o lodo formado, e tal adsorcdo € atribuida as EPS (Guibaud et al.,

2005a; Guibaud et al., 2005b).

A inibi¢do, induzida por metais, da atividade microbiana heterotr6fica normal
tem sido bastante documentada. Assim, em sitios co-contaminados, pode ser necessario
o uso de tratamentos seqiienciais ou combinados que se dirijam aos dois tipos de
contaminantes separadamente para atingir os objetivos da remediacdo (Maslin e Maier,
2000). Estratégias efetivas para melhorar a biodegradacio de compostos orginicos na
presenca de metais pesados incluem a reducdo da concentracdo biodisponivel de metais
téxicos e a redugdo das interagdes entre tais metais e a célula. Em seu trabalho, Sandrin
e colaboradores (2000) realizaram um sistema experimental para determinar o efeito de
um ramnolipideo, que é uma EPS produzida por Pseudomonas aeruginosa 9027, na
capacidade de degradac¢do de um contaminante organico por um microrganismo sensivel
a metais. Seus resultados sugerem que o ramnolipideo reduz a inibi¢do causada por
cadmio na degradacdo de naftaleno por meio da combina¢do da complexagdo de cidmio
e liberacdo de lipopolissacarideos pela célula. Desta forma, o uso de EPS para reduzir a

biodisponibilidade dos metais para as células parece ser uma alternativa eficiente no
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tratamento de ambientes onde a contaminagcdo por metais acaba por prejudicar a

biodegradac¢do dos compostos organicos.

Marcano (2004) realizou experimentos envolvendo crescimento de
Pseudomonas putida e Serratia sp. em meios contendo naftaleno, acrescidos ou ndo de
cadmio. Seus resultados mostraram que ambas culturas eram capazes de metabolizar o
hidrocarboneto, e a adicao do metal, em altas concentracdes, causou uma inibi¢ao no
crescimento desses microrganismos. A adi¢do de biossurfactantes minimizou os efeitos
negativos causados pelo cddmio na degradacdo do naftaleno, uma vez que, além de
aumentarem a solubilidade e disponibilidade do hidrocarboneto, possivelmente também
funcionaram como agentes quelantes do metal, diminuindo seu efeito téxico sobre o

metabolismo das bactérias.

De forma contraria as referéncias encontradas na literatura, nesta tese
trabalhamos com baixas concentracdes de metais pesados e contaminantes organicos, o
que se assemelha mais as condi¢des de co-contaminacdo encontrada em sistemas
aqudticos, além de usarmos consorcios microbianos ao invés de culturas puras para os

experimentos de biodegradacao.
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CAPITULO 3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo usado para a producao de EPS e

condicdes de manutencao

Para a producdo da substancia polimérica extracelular (EPS) foi utilizada a
bactéria Gram-positiva formadora de esporos Paenibacillus polymyxa, isolada de

lingiii¢as fermentadas, de acordo com Piuri e colaboradores (1998).

A cultura era mantida em tubos de ensaio contendo gelose cuja composicao €
descrita na Tabela 3.1. O pH foi ajustado para 7,0 com o uso de HCI ou NaOH, ambos
1 mol/L, e o meio foi esterilizado com o uso de autoclave, a 0,5 atm por 15 minutos.
Apos o repique, os tubos eram mantidos entre 25 — 30 °C, por dois dias, e depois desse
periodo eram estocados em geladeira. A cultura era renovada a cada dois meses, a partir

de novos repiques.

Tabela 3.1. Composicao do meio de manutengao de Paenibacillus

polymyxa.
Componentes Concentracao (g/L)
Glicose 1,5
Extrato de 1évedo 10,0
Peptona 10,0
K,;HPO, 5,0
Agar-agar 30,0
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3.2. Meios de crescimento e producao de EPS

Para a producdo da EPS, trés meios de cultivo foram testados e avaliados quanto
a composicao, turvacdo apds indculo (indicativo de crescimento) e tratamento pos-
producdo, que consistia na extragdo da EPS do meio de cultivo. As composi¢des dos
meios sao apresentadas na Tabela 3.2. O pH de todos foi ajustado para 7,0 com HCI ou
NaOH, ambos 1 mol/L. Todos foram esterilizados com o uso de autoclave a 0,5 atm,

por 15 minutos.

Tabela 3.2. Composicdao dos meios de crescimento testados para

Paenibacillus polymyxa.

Concentracao (g/L)
Componente Meio 1 (Piuriet  Meio 2 (Fonseca et Meio 3 (Sharma et
al., 1998) al., 2007) al., 2001)
Glicose 1,5 - —
Sacarose -— 10,0 5,0
Peptona 10,0 - -
Extrato de 1évedo 10,0 - 0,15
K,HPO, 5,0 --- ---
KH,PO, --- 3,0 0,5
(NH4)2SO4 --- 6,6 1,0
MgS04.7H,0 --- 0,2 0,41
Na,HPO4 --- 6,0 ---
CaCl,.2H,0 --- 0,001 ---

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 3 - Material e Métodos 39

Os meios contendo os microrganismos foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm

e 30 °C, em agitador New Brunswick Scientific. O crescimento foi avaliado apds 2 dias.

3.3. Construcao da curva de peso seco

Ap6s a selecdo do melhor meio para cultivo, foi construida uma curva de peso
seco para Paenibacillus polymyxa: o microrganismo foi cultivado por 24 horas em
200 mL do meio pré-selecionado. Em seguida, foram centrifugados 100 mL do meio em
centrifuga Fanem Excelsa Baby II, modelo 206-R, a 3000 rpm por 30 minutos. As
células foram lavadas duas vezes com 4gua destilada e ressuspensas em baldo
volumétrico de 10 mL, dos quais 5 mL foram filtrados em duas membranas de 0,22 wm
(2,5 mL em cada) previamente taradas. As células foram secas e pesadas, e com esses
resultados foi possivel obter a concentracdo celular (massa de células presente em
2,5 mL de meio). Dos 5 mL restantes foram feitas varias diluicdes para determinacao da
densidade 6tica, a 440 nm, com o uso de espectrofotometro CamSpec, modelo M302.

Um esquema simplificado desse procedimento é apresentado na Figura 3.1.

100 mI. Centrifugar 30 min celulas Lavadas duas vezes
ST e & :
000 rpam cot dgua destilada
200 il de theio l

I
:sm:/ \ﬂ_

Diligides para Filtrag8o de 2.5 mL
leitura da densidade et duas membratias
dptica (440 (0,220

l

Secageth ¢ pesagem

Constragio da curva de peso seco
Cabsorvincia 2 concentragio celalat)

Figura 3.1. Procedimento para construgao da curva de peso seco.
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3.4. Construcao das curvas de crescimento celular e

consumo de substrato para Paenibacillus polymyxa

Com o objetivo de se conhecer melhor o comportamento de Paenibacillus
polymyxa, foram construidas as curvas de crescimento celular e consumo de substrato,
seguindo os seguintes passos: foram retirados 4 mL do meio de cultivo pré-selecionado,
a cada duas horas, e centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos em centrifuga Fanem
Excelsa Baby II, modelo 206-R. O sobrenadante foi recolhido para dosagem de
substrato, e as células foram ressuspensas em 4 mL e homegeneizadas para
determina¢do da densidade 6tica, a 440 nm, com o uso de espectrofotdmetro CamSpec,

modelo M302.

3.5. Extracao e purificacao da EPS produzida por

Paenibacillus polymyxa

Ap6s 15, 20, 24, 30 e 48 horas de processo, o meio de cultivo foi submetido a
aquecimento em banho-maria, por 15 minutos, e em seguida foi concentrado com o uso
de um Rota-vapor marca Fisatom, modelo 802. A partir dai foi realizada uma
centrifugacdo a 3000 rpm por 30 minutos, em centrifuga Fanem Excelsa Baby II,
modelo 206-R. O volume do centrifugado foi medido para adicao de 2 volumes de
etanol gelado. Essa mistura foi mantida em freezer por 2 dias, para precipitacao da EPS,
e apos esse periodo foi centrifugada para obten¢do da EPS impura. Esta, por sua vez, foi
submetida a diélise por 16 horas, em dgua destilada e sob refrigeracdo, e posteriormente
seca em estufa a 50 °C até peso constante. A Figura 3.2 apresenta um esquema

simplificado desse processo.
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2 volumes de

i i i 1 1 gelado
Banho-matia  Cloncentraglio em Centrifagal 30 min Centrifizgado etaniol g
. rota-vapar 3000 rpm
15 mitntos

DMeio fermentado

cotitendo a EP3 J Freezer(2 dias)

Centrifizgal 30 muin
3000 rpm

l Precipitado

Didlize sob refrigeracio
(16 horas)

l EF3 tnuda

Estufa (30 %)

Figura 3.2. Esquema simplificado do processo de extracao e purificagao

parcial da EPS produzida por Paenibacillus polymyxa.

Com as massas obtidas nos tempos mencionados, foi possivel construir uma
curva de concentracido de EPS versus tempo, a fim de se conhecer o momento ideal no

qual deve ser interrompido o processo para se obter a maior massa de EPS produzida.

3.6. Captacao de metais pesados pela EPS produzida por

Paenibacillus polymyxa

A avaliacdo da capacidade de captacao pela EPS produzida por Paenibacillus

polymyxa foi feita empregando-se planejamento experimental.

Para o preparo das solucdes de metais foram usados os sais 3CdS0O4.8HO,
ZnS04.7H,0 e CuSO04.5H;0. Os experimentos foram realizados sob as seguintes
condic¢des: concentragdo varidvel de EPS, concentracdo de cada metal igual a 50 ppm

em um volume final de 20 mL, em frascos com 50 mL de capacidade, e agitacao
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moderada de 125 rpm. As concentragdes finais de EPS e os tempos de adsor¢do sio

apresentados na Tabela 3.3. As amostras de controle foram feitas sem a adi¢ao de EPS.

Tabela 3.3. Niveis maximos e minimos dos fatores.

Nivel
Fator
-1 0 +1
Tempo de adsorc¢do (h) 8 16 24
Concentragdo de EPS (g/L) 0,01 0,13 0,25
Metal cd* Zn** Cu®

A biossor¢do de Cd**, Zn** e Cu** de solucdes aquosas foi avaliada por
experimentos fatoriais de trés niveis (Tabela 3.3). O planejamento experimental foi um
experimento 3", onde 3 denota o numero de niveis e k denota o numero de fatores:
concentracdo de EPS — Cgps; tempo de adsorcdo — ¢; e tipo de metal — M1, M2, M3
(cddmio, zinco e cobre, respectivamente). Foram realizados trinta e nove experimentos,
mais dois brancos para cada metal, onde nao houve adi¢do de EPS, para avaliacdo da
capacidade de captacdo (g, em mg/g, de acordo com a Equacdo 3.1) e eficiéncia de

remocao (77, em %, de acordo com a Equacdo 3.2).

g=Su"Cur 3.1)
CEPS
CM

onde Cys e Cyr sdo, respectivamente, as concentracdes inicial e final dos fons metalicos

(mg/L), e Cgps € a concentragao de EPS (g/L).

O procedimento de amostragem e quantificagdo dos metais encontra-se descrito

no item 3.12.3 deste capitulo.
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Os resultados foram analisados com o uso do software DESIGN EXPERT 6.0.4,
e os efeitos principais e as interagdes entre os fatores foram determinados. O efeito de
um fator € definido como a mudancga na resposta produzida por uma mudanga no nivel

do fator (Carmona et al., 2005).

3.7. Obtencao dos consodrcios para os testes de

biodegradacao de gasolina

Os consorcios utilizados nos experimentos de biodegradacdo de gasolina foram
obtidos a partir de uma amostra de solo coletada da Escola de Quimica — UFRJ. A
propagacdo foi feita de duas formas diferentes: na primeira, segundo Thompson e
colaboradores (2005), 5 gramas do solo foram misturados a 100 mL de meio mineral,
cuja composicdo se encontra na Tabela 3.4, ao qual foram acrescidos 5 g/L de glicose
para estimular a populacdo microbiana total que, de acordo com os autores, poderia
aumentar as chances de serem obtidos isolados que também utilizassem gasolina
posteriormente. A mistura foi mantida sob agitacdo de 150 rpm a 30 °C, em agitador
New Brunswick Scientific, por 48 horas. Depois desse periodo, uma aliquota de 10 mL
foi retirada desse meio e transferida para 100 mL de meio mineral, também contendo
5 gdosoloe 5 g/L de glicose. Essa nova mistura ficou sob agita¢io de 150 rpm a 30 °C
por 24 horas. Em seguida, uma aliquota de 10 mL foi retirada e transferida para um
novo frasco, contendo 100 mL de meio mineral, 1 g/L de glicose e 1,0 %(v/v) de
gasolina tipo “A”, obtida na Reduc (RJ), a fim de selecionar a populacdo capaz de
consumir gasolina. A mistura foi mantida também a 150 rpm e 30 °C, por 4 dias. Este
ultimo procedimento foi repetido mais uma vez, e a manutencio do consorcio foi feita
em meio mineral liquido, contendo 0,5 g/L de glicose e 0,1 % (v/v) de gasolina, sob
refrigeracdo. O consorcio microbiano obtido por meio dessa técnica foi chamado de

“consoércio 17.

Na segunda técnica de propagacdo do consorcio, a metodologia utilizada foi

similar a descrita anteriormente, sendo que ndo foi usada glicose para a propagacdo
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inicial, e sim 1 % (v/v) de gasolina, e cada mistura foi mantida em agitacdo por 4 dias,
como tem sido conduzido de modo geral nos trabalhos da literatura e nos laboratérios.
O consoércio microbiano obtido por meio dessa técnica foi chamado de “consércio 2”.

Um esquema simplificado desses procedimentos € apresentado na Figura 3.3.

2 ou 4 dias, 30 °C,
Amostra do solo ——> Meio mineral contendo 120 pm Aliquota de 10 mL
5¢ gasolina (1%v/v) ou
glicose (5g/L) — 100 mL

. . 1 ou 4 dias, 30°Cc, Meio mineral contendo
Meio mineral contendo 150 rpm

glicose (1g/L) efou  €——— Aliquotade 10 mL g—e . ga‘solisna/ S%VS()) ?‘[lllL
gasolina (1%v/v)— 100 mL glicose (5g/L) — +

5 g de solo
4 dias, 30°C, 150
rpm

Meio mineral contendo Manutengdo em meio

Aliquota de 10 mL, ————> glicose (Ig/L) e/ou gasolim——>  mineral contendo
4 dias, 30 °C, 150 (1%v/v)— 100 mL glicose (0,1g/L) e/ou

pm gasolina (0,1%v/v)

Obtencio do consércio 1 Obtencao do consoércio 2

Figura 3.3. Procedimento realizado para obtengdo dos consoércios 1 e 2.

Uma vez que a turvagdo do meio contendo o consorcio 2 foi fraca, ndo
claramente indicando se realmente houve crescimento celular ou se era resultado de
particulas de solo em suspensdo, apds as sucessivas transferéncias na etapa de
propagacdo foram realizados plaqueamentos a partir da dltima etapa. Os meios
utilizados foram gelose TSA e gelose de mesma composi¢ao do meio mineral, ambas
contendo glicose (0,5 g/L para o meio mineral) ou gasolina (0,1 ou 1,0 % (v/v)). A

Tabela 3.4 também apresenta a composi¢ao do meio TSA.
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Tabela 3.4. Composicao dos meios mineral e TSA.

Concentracao (g/L)
Componentes
Meio mineral Meio TSA

KNO;3 3,0 —
(NH4),SO4 1,0 ---
NH4H,PO, 1,0 ---
MgS04.7H,0 0,2 ---
NaCl 5,0 5,0
K>HPO4 1,0 2,5
Triptona --- 17,0
Glicose _— 2.5
Extrato de 1évedo _— 2.5

O pH dos meios foi ajustado a 7,0 com HCI ou NaOH, ambos 1 mol/L. No
preparo das geloses, foi utilizado agar-agar 20 g/L.. Os meios foram esterilizados com o

uso de autoclave a 0,5 atm e 15 minutos.

3.8. Experimentos de biodegradacao em sistemas

sintéticos co-contaminados

Os experimentos envolveram meios contendo glicose, gasolina, solucdo da
mistura dos metais (Cd**, Zn** e Cu®*) e EPS, em vérias combinacdes e usando o
consoércio propagado pela primeira técnica (consércio 1). O meio usado foi o meio

mineral descrito na Tabela 3.4. A Tabela 3.5. apresenta os experimentos realizados.

Para obtencdo do indculo, foi preparado previamente pré-indculo em frasco

Erlenmeyer de 1 L de capacidade, contendo 400 mL de meio mineral, adicionado de
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0,5 g/L. de glicose e 0,1 % (v/v) de gasolina. A partir desse crescimento foi entdo obtido
um volume de indculo para iniciar os experimentos com densidade Gtica inicial de 0,05,

medida com o uso de um espectrofotdmetro CamSpec modelo M302 a 440 nm.

Tabela 3.5. Condigbes dos experimentos envolvendo o consércio 1.

Meio mineral contendo

Experimento Glicose Gasolina Metais EPS
0,5 g/LL 0,1 % (v/v) 1 ppm 0,05 g/LL
G sim nao nao nao
Gas nao sim nao nao
GGas sim sim nao nao
GasEPS nao sim nao sim
GGasEPS sim sim nao sim
GM sim nao sim nao
GMEPS sim nao sim sim
GasM nao sim sim nao
GasMEPS nao sim sim sim
GMGas sim sim sim nao
GMGasEPS sim sim sim sim

G — meio mineral contendo somente glicose

Gas — meio mineral contendo somente gasolina

GGas — meio mineral contendo glicose e gasolina

GasEPS — meio mineral contendo gasolina e EPS
GGasEPS — meio mineral contedo glicose, gasolina e EPS
GM - meio mineral contendo glicose e metais

GMEPS — meio mineral contendo glicose, metais e EPS
GasM — meio mineral contendo gasolina e metais
GasMEPS — meio mineral contendo gasolina, metais e EPS
GMGas — meio mineral conendo glicose, metais e gasolina
GMGasEPS — meio mineral contendo glicose, metais, gasolina e EPS
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A concentrac@o de metais (1 ppm) usada foi escolhida por ser relativamente mais
alta do que a mdxima encontrada em ambientes co-contaminados com gasolina e metais
e permitida pela legislacao vigente (Resolucdo n° 357 — CONAMA), e a concentragao
de EPS usada foi cinco vezes maior do que a obtida no planejamento experimental (esse
dado serd apresentado no capitulo 4: Resultados e Discussdo), para evitar erros

decorrentes da amostragem, uma vez que a concentragdo de EPS seria muito baixa.

Quatro mililitros de amostra foram retirados a cada 6 horas, durante cerca de 3 a
4 dias. Essas amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 30 minutos, em centrifuga
Fanem Excelsa Baby II, modelo 206-R, e o sobrenadante, quando fosse o caso, era
reservado para dosagem de substrato (glicose). O crescimento celular foi determinado

como descrito no item 3.12.1.

3.9. Experimentos para avaliacao de
crescimento/degradacao empregando-se pré-indculo

cultivado a partir de diferentes fontes de carbono

De acordo com Lee e colaboradores (2003), a adicdo de uma fonte de carbono
mais acessivel pode aumentar a biorremediacdo in situ por estimular o crescimento dos
microrganismos capazes de degradar contaminantes. Desta forma, foi avaliado o
crescimento do consoércio 2 (propagado de gasolina) em meio contendo glicose e/ou
gasolina, a partir de dois pré-indculos com fontes de carbono diferentes: também glicose
e gasolina. A Tabela 3.6, a seguir, apresenta os experimentos realizados. Neles, a
concentracdo de glicose utilizada foi 0,5 g/L, a de gasolina foi 0,1 % (v/v), e a de cada
metal (Cd**, Zn** e Cu®) foi 1 ppm. Os pré-inéculos foram obtidos em frascos
Erlenmeyer de 1 L de capacidade, contendo 400 mL de meio mineral, adicionado da
fonte de carbono correspondente. Os experimentos foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo 200 mL de meio mineral, adicionado

da (s) fonte (s) de carbono correspondente (s), com ou sem metais. Os experimentos
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foram iniciados com densidade 6tica igual a 0,05, medida com o uso de um

espectrofotometro CamSpec modelo M302 a 440 nm.

Tabela 3.6. Condigcdes dos experimentos com variacao da fonte de carbono

do pré-indculo.

Fonte de carbono do pré-

Experimento Condicoes de crescimento
inoculo

1 Glicose Glicose
2 Glicose Gasolina
3 Glicose Glicose + gasolina
4 Glicose Glicose + metais
5 Glicose Gasolina + metais
6 Gasolina Glicose
7 Gasolina Gasolina
8 Gasolina Glicose + gasolina
9 Gasolina Glicose + metais
10 Gasolina Gasolina + metais

3.10. Experimentos para localizacao dos metais durante

o cultivo em sistemas co-contaminados

Os experimentos para localizacdo dos metais foram realizados com o
consorcio 2, em frascos Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo 200 mL de
meio mineral, adicionado de 0,1 % (v/v) de gasolina e 1 ppm de cada metal pesado
(Cd**, Zn** e Cu"), além de um frasco contendo apenas EPS (0,05 g/L) para verificar a

possibilidade do consumo desta. Uma suspensdo de EPS foi adicionada a alguns
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frascos, em uma concentragdo final de 0,05 g/L. Apds 30 horas de incubagdo a 30 °C e
150 rpm em agitador New Brunswick Scientific, foi retirada uma amostra do meio para
quantificar a fragdio BTEX da gasolina, e outra amostra foi obtida para as medidas de
metais pesados. Um frasco de controle sem indculo foi usado para avaliar as perdas

abidticas da gasolina.

Conforme descrito no item 3.9, para obtencdo do indculo foi preparado
previamente um pré-indculo com o uso de meio mineral e gasolina (0,1 % (v/v)) como

fonte de carbono.

Nestes experimentos, os metais pesados foram quantificados em cinco fracdes

diferentes: Cy, Cy, C,, C3e Cy.

Antes da adi¢do do indculo, uma amostra do meio foi obtida para quantificar a
concentracdo inicial de metais (Cp). Ao final do experimento, outra amostra foi retirada
e centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos, em centrifuga Fanem Excelsa Baby II,
modelo 206-R, para separacdo das células, que por sua vez foram guardadas para
andlises posteriores. O sobrenadante foi dividido em duas partes: a primeira foi usada
para medida da concentracgao total de metais soliveis apds 30 horas (C;), e a segunda foi
usada para quantificar a concentracdo de metais adsorvidos na EPS (C;) apds
precipitacdo com etanol gelado. Esse sistema foi filtrado com uso de uma membrana de
0,22 um de diametro de poro para separar a EPS precipitada, e o filtrado foi usado para

determinar os metais soldveis (C,’). C; foi determinado pela diferenca entre C; e C;’.

As células obtidas anteriormente foram lavadas com 35 mL de uma solucio de
EDTA a 10 mM. O sistema foi centrifugado em uma centrifuga Fanem Excelsa Baby II,
modelo 206-R, nas mesmas condi¢des descritas acima, e o sobrenadante foi usado para
determinar a concentragdo de metais adsorvidos na superficie celular (Cs3). As células
foram ressuspensas em 35 mL de dgua destilada, e a suspensdo foi hidrolisada com
10 % (v/v) de NaOH 1 M, a 100 °C por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas
como ja descrito, e o sobrenadante foi usado para quantificar a concentracdo de metais

no interior da célula (Cy).
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A Figura 3.4 apresenta o esquema simplificado do procedimento adotado para a

obtencdo das diversas amostras usadas nas quantificacdes de metais.

Aosita Quattificacino de
tetais totais (C)

Retirada de
attosita pata
dosagem de
gasolitia

30 horas

» [nooulo " Amostragen ¢ Célhlas

centrifigacio FDTA

Sobtenadante

/ N\

Leitwa diretano ab.sorqﬁf Precipitario com etannl gelado
atormcalpara qusnhﬁcaqao ¢ filtracdo apde 24 hotas para
de metas que o fore  genarar 3 BPS insohivel
adorvidos pelas células

elon pela B3 (C1) Fitrado

Ledtuta 1o ahaotpio
abmica para quattficagio
e hetais que ndo foram
adsorvidas pela EPS (C2)

Bobtenadante

Lavagemeom — Centrifugacio —

Céllas

Hidrdlise alcalina e
certrifiigacio

Sobrenadante

Leituta 110 absorgdo atfmica
pata quantificacdo de metais
presentes no intetior da
celula(Cd)

Leituta nio absorgio abftmica
pata quantificacdo de metais
adsotvidos pela supeizie
cefular (C3)

Figura 3.4. Esquema simplificado do procedimento realizado para

amostragem e quantificagao de metais nos experimentos de localizagao dos

metais.

3.11. Avaliacdao da influéncia de EPS no crescimento do

consorcio 2 na presenca de metais e gasolina

A fim de se verificar a concentracdo ideal de EPS para favorecer o crescimento

. . . . 2
celular em um sistema aquoso co-contaminado com gasolina e metais pesados (Cd~,

Zn** e Cu™), foi realizado um planejamento experimental 2° (2 niveis e 3 fatores) com

ponto central nas condi¢des apresentadas na Tabela 3.7., de forma codificada.
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Tabela 3.7. Condigdes dos experimentos do planejamento experimental.

Concentracio de Concentracdo de cada  Concentracao de

Experimento gasolina metal EPS
1 1 -1 =
2 -1 -1 +1
3 1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0

A Tabela 3.8 apresenta os niveis dos fatores do planejamento experimental.

Tabela 3.8. Niveis maximos e minimos dos fatores.

Nivel
Fator
-1 0 +1
Concentracdo de gasolina (% (v/v)) 0,1 0,55 1,0
Concentracdo de cada metal (ppm) 1 3 5
Concentracdo de EPS (g/L) 0,01 0,03 0,05

O planejamento foi realizado com quintuplicata do ponto central (experimento

9).
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Todos os experimentos foram realizados em frascos de 50 mL de capacidade,
contendo 20 mL de meio mineral, com utiliza¢do do consércio 2. O indculo foi obtido
conforme descrito anteriormente no item 3.9. Para cada tomada de amostra foi usado
um frasco diferente, e as amostras foram submetidas ao procedimento descrito no item

3.12.1.

Com as curvas de crescimento obtidas, foi escolhido o tempo que correspondeu
ao maior crescimento, e esse tempo foi a varidvel de resposta. Os resultados foram

analisados com o uso do software DESIGN EXPERT 6.0.4.

3.12. Metodologia analitica

3.12.1. Quantificacdo da biomassa dos consorcios

microbianos - dosagem de proteinas

O crescimento microbiano foi determinado indiretamente pela dosagem de
proteinas. Quatro mililitros de amostra foram retirados do meio e centrifugados a
3500 rpm por 30 minutos, em centrifuga Fanem Excelsa Baby II, modelo 206-R. As
células foram ressuspensas em 2 mL e homogeneizadas com o uso de um vortex
Phoenix AP56. A seguir, a 1 mL dessa nova suspensdo foi adicionado 0,1 mL de
solucdo de NaOH 1 mol/L, em tubos eppendorf, para lise celular a 100 °C por
10 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, em
centrifuga Sigma, modelo D3752-0. Do sobrenadante foram retirados 400 puL para
quantificagdo de proteinas pelo Método de Lowry (Lowry et al., 1951). Apés a reagdo,
foi realizada a leitura da absorvancia das amostras em espectrofotdmetro CamSpec,

modelo M302, a 660 nm.

Para poder relacionar a absorvancia das amostras com a concentracdo de

proteinas, foi preciso construir uma curva padrdo de uma proteina (BSA — albumina
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bovina). Diferentes concentracdes de BSA foram submetidas as reacdes do Método de

Lowry, o que resultou em uma curva Absorvancia versus Concentracao protéica.

3.12.2. Quantificacao de carboidratos

Para quantificacdo de substrato, foi utilizado o kit Doles Glucol 500, que
emprega o método da glicose-oxidase, no qual a glicose é oxidada a 4cido gluconico por
acdo da enzima. O peréxido de hidrogénio produzido, na presenga de peroxidase, 4-
aminofenazona e fenol (presentes no reativo de trabalho), forma uma quinoneimina,
com um pico de absorcdo a 510 nm. A intensidade da cor formada apds a reacdo é

proporcional a concentracdo de glicose na amostra.

Assim, a 20 uLL da amostra contendo glicose foram adicionados 2 mL do reativo
de trabalho. A mistura foi incubada por 10 minutos a 37 °C, sendo em seguida feita a
leitura da absorvancia em espectrofotometro CamSpec, modelo M302, a 510 nm. A
concentracdo da amostra, em g/L, € feita pela relacdo entre a sua absorvancia e a do

padrao de glicose, de concentragdo 1 g/L.

Quando o substrato utilizado no meio de cultivo era sacarose, foi preciso realizar
uma hidrélise prévia desse aguicar, com a adicdo de 1 mL de HCI 2 N a 1 mL de
amostra. A mistura foi aquecida a 65 — 70 °C por 10 minutos, e apds esse tempo foi

realizado um tratamento com 3 mL de NaOH 1 N.

3.12.3. Quantificacao dos metais

Terminado o processo de captacdo, 4 mL de cada amostra foram levadas a tubos
de ensaio contendo 8 mL de etanol gelado, e mantidos sob refrigeracdo por 24 horas.
Apds esse tempo, a mistura presente em cada frasco foi filtrada para separagao da EPS
insoluvel, e os filtrados obtidos foram utilizados na quantificacio dos metais por

absor¢do atomica.
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A quantificacdo dos metais residuais em solucdo, apds os testes de captagdo, foi
realizada por meio de espectrometria de absorcdo atdmica, com o uso de um
espectrometro Perkin Elmer, modelo 3100. A chama usada foi ar/acetileno, e os
comprimentos de onda para cada metal foram: 228,8 nm (Cd), 213,9 nm (Zn) e

324,8 nm (Cu).

3.12.4. Quantificacdao dos hidrocarbonetos da

gasolina

A quantificacdo da fragdo BTEX da gasolina residual foi feita com o uso de um
cromatégrafo a gas Trace Thermofinnigan, acoplado a um auto-amostrador headspace
Tekmar Dohrmann 7000, cujas condi¢gdes estdo descritas na tabela abaixo (Tabela 3.9).
As dareas dos picos e os tempos de retencdo foram comparados com padroes de

referéncia, e as inje¢des foram feitas em triplicata.

Tabela 3.9. CondicOes para analise em cromatografia gasosa.

Parametro Condicoes

Coluna Megabore 30 m x 0,53 mm

45 °C por 1 min

Programacdo da temperatura da
Gradiente de 12 °C/min até 200 °C

coluna
200 °C por 3 min
Gas de arraste He (5 mL/min)
Injetor 230 °C
Detector FID 250 °C
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Curva de peso seco para Paenibacillus polymyxa

Para iniciar os experimentos de producdo de EPS por Paenibacillus polymyxa,
foi preciso antes conhecer o perfil de crescimento dessa bactéria, e para tanto
inicialmente foram testados trés meios de cultivo diferentes, conforme citado no item
3.2 do capitulo 3. O meio escolhido para a realizacdo de todos os experimentos
envolvendo Paenibacillus polymyxa foi o meio 3 (Sharma et al., 2001), por ter
apresentado visivelmente maior turvacdo, ter composicdo mais simples e,
conseqiientemente, ser mais barato, e envolver um tratamento pds-producdo menos
complexo. Uma vez escolhido o meio, foi construida uma curva de peso seco,

apresentada na Figura 4.1, conforme descrito no capitulo 3.

0,3 -
025~
=
=
g 0,2 1
T
= 0,15 -
&
Z 01 Abs = 4,0981.Conc
z " R? = 0,9956
< - B

0,05 -

O I I I I I I I 1

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

Concentracao celular (g/L)

Figura 4.1. Curva de peso seco para Paenibacillus polymyxa
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Com essa curva, foi possivel relacionar a turbidez de uma amostra retirada do

meio de crescimento e relaciond-la com a concentracio celular.

4.2. Crescimento de Paenibacillus polymyxa e producao
de EPS

A Figura 4.2, a seguir, apresenta as curvas de crescimento e consumo de

substrato por Paenibacillus polymyxa no meio previamente selecionado.
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Figura 4.2. Curvas de crescimento e consumo de substrato por

Paenibacillus polymyxa.

Observando os graficos obtidos, nota-se que a bactéria levou cerca de 5 horas
em sua adaptacdo ao meio (fase lag), e dai por diante deu inicio a seu crescimento,
atingindo a fase estaciondria por volta de 10 horas. Como era de se esperar, a

concentracdo de substrato diminuiu consideravelmente durante a fase exponencial do
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crescimento (entre 7 e 10 horas), tendo chegado a valores minimos quando o

microrganismo encontrava-se na fase estacionaria.

A Figura 4.3 apresenta a curva de producdao de EPS, com o objetivo de se
determinar o momento ideal para interrupcdo do crescimento e extracdo da maior

concentracao de EPS soldvel no meio.
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Figura 4.3. Curva de producgao de EPS por Paenibacillus polymyxa.

De acordo com a Figura 4.3, a producao mdxima de EPS foi obtida em 20 horas,
quando o microrganismo ja se encontrava ha algum tempo na fase de diminuicdo do
crescimento celular, o que provavelmente se deve ao estresse causado pela falta de
substrato (Ryu e Beuchat, 2004). Em seguida, parece haver um consumo da EPS,
verificado pela queda em sua concentragdo apds esse tempo. Um possivel efeito de
diauxia talvez pudesse ter sido observado na curva de crescimento; entretanto, esta foi
interrompida antes de 24 horas, que corresponde ao tempo aproximado no qual se

comecga a detectar a queda na concentracdo da EPS.

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 4 - Resultados e Discussdo 58

A concentracdo médxima de EPS obtida foi de aproximadamente 0,35 g/L, mais
que o dobro do encontrado por Tallon e colaboradores (2003) alcancaram 0,14 g/L. com
a bactéria Lactobacillus plantarum EP56. Duefias e colaboradores (2003) obtiveram
uma producdo de 0,115 g/L por Pediococcus damnosus 2.6 apés 29 dias de cultivo, ao
realizar um planejamento experimental variando a temperatura do sistema e as
concentracdes de glicose e nitrogénio. Shu e Lung (2004), por sua vez, alcancaram 0,15
g/L. de um exopolissacarideo produzido por Antrodia camphorata em uma batelada de

dois estdgios, variando o pH de 4,0 a 5,0 apds 8 dias de cultivo.

4.3. Captacao de metais pesados pela EPS produzida por

Paenibacillus polymyxa

Os resultados do planejamento experimental para a captacio de Cd**, Zn** e

Cu pela EPS sdo apresentados na Tabela 4.1, a seguir.
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Tabela 4.1. Resultados do planejamento experimental para captagao de
Cd**, Zn** e Cu**.

Fator Espécies
Ca 7 Cu
Eficiéncia Eficiéncia Eficiéncia
t Ckps q de q de q de
(mg/g) remocao (mg/g) remocao (mg/g) remocao
(%) (%) (%)
-1 -1 2630,6 64,6 2455,6 63,0 3033,3 68,4
-1 +1 109,7 67,3 107,1 68,7 124,3 70,1
-1 0 2024 64,6 180,3 60,1 233,3 68,4
+1 -1 2519,4 61,8 2455,6 63,0 31333 70,7
+1 +1 105,2 64,6 102,7 65,8 123,3 69,5
+1 0 2024 64,6 1974 65,8 237,2 69,5
0 -1 2741,7 67,3 2455,6 63,0 3058,3 69,0
0 +1 105,2 64,6 102,7 65,8 122,3 69,0
0 0 210,9 67,3 1974 65,8 237,2 69,5
0 0 2024 64,6 1974 65,8 2314 67,9
0 0 202,4 64,6 1974 65,8 231,44 67,9
0 0 193,8 61,8 1974 65,8 2333 68,4
0 0 2024 64,6 1974 65,8 241 70,7
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Figura 4.4b. Grafico Outlier T

Figura 4.4a. Grafico Outlier T
para a captagdo de metais.

para a eficiéncia de remocéo.

A Figura 4.4a apresenta o grafico Outlier T para a efici€ncia de remocao, que
avalia a resposta de cada experimento em relacdo ao intervalo de confianca. E possivel
observar a presenca de um outlier, relacionado ao experimento de adsor¢cdo de zinco,
onde a concentracdo de EPS (Cgps) € 0,13 g/L e o tempo (7) é 8 horas, provavelmente
devido a um erro experimental. A Figura 4.4b mostra o grafico Qultier T para a

captacao de metais. Nesse caso, os dados estdo inseridos no intervalo de confianga.

Uma vez que os valores de 77 e g foram calculados a partir dos mesmos valores
de Cy e Cyr, de acordo com as Equagdes 3.1 e 3.2 (capitulo 3), a presengca de um
outlier na avaliagao da eficiéncia de remogdo, e a auséncia de outliers na avaliacdao da
captacdo de metais pode ser justificada pelo termo inferior dessas equacdes. Sendo
Cips << Cy, hd uma diluicdo de erros relacionados a Equacao 3.2, o que explica o fato
de todos os dados estarem inseridos no intervalo de confianca, como mostrado na

Figura 4.4b.

As Tabelas 4.2 e 4.3 apresentam a andlise de variancia (ANOVA) para os

modelos mais adequados de eficiéncia de remocdo e captacdo de metais,

respectivamente, relacionados a concentragdo de EPS, tempo de adsor¢do e variedade

do metal.
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O modelo linear obtido para descrever a eficiéncia de remoc¢do (Tabela 4.2)

fornece um valor baixo de Prob > F (<0,0001), e o teste lack of fit apresenta um valor de

Prob > F igual a 0,1421. Nao houve outro modelo que se adequasse melhor a esta

resposta. Entretanto, o modelo linear apresenta um baixo valor de R? (0,6533),

indicando que aproximadamente 35 % dos valores de 77 ndo estdo bem descritos pelo

modelo. Esse fato confirma a existéncia de erros considerdveis relacionados a avaliagio

dessa resposta.

Tabela 4.2. Andlise de variancia - Modelo linear para eficiéncia de

remocao.
Estatisticas
Fator L1 . .
liberdade quadrada VAT deF ProbaE (G T rio
Modelo 4 42,84 16,02 <0,0001
Intersec¢do 1 66,29 0,26
Ceps 1 11,84 4,43 0,0428 0,81 0,39
t 1 5,556E-004 2,077E-004 00,9886  5,556E-003 0,39
Cu 1 79,76 29,82 <0,0001
Cwmi 1 -1,50 0,37
Cums 1 -1,36 0,37
Residuo 34 2,67
Lack of fit 22 3,18 1,82 0,1421
Erro puro 12 1,75
R* = 0,6533
M1 — Cddmio
M2 - Zinco
M3 — Cobre
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O coeficiente estimado do efeito tempo (f) no modelo linear de eficiéncia de
remog¢ao é menor que seu proprio erro, indicando que esse efeito nao € estatisticamente
significante. Para a construcdo do modelo, sao considerados apenas os niveis extremos.
Uma vez que o zinco ¢ um ponto central no planejamento, de acordo com a Tabela 4.1,
seu valor é multiplicado por zero e, conseqiientemente, ndo é mostrado nas equacdes

geradas pelo modelo. Assim, ele foi removido da equacdo do modelo (Equacao 4.1).
O modelo matemético codificado empregado para a eficiéncia de remogao foi:

7=66,29+0,81C,,; —1,50C,,, —1,36C,, (4.1)

As equacgdes finais em termos de fatores reais sao:

Moy = 63,91+6,76C, 4.2)
7, =64,06+6,76C, 4.3)
Mo, = 68,28+6,76C, (4.4)

As equagdes obtidas para os metais apresentam o mesmo coeficiente angular,
com diferentes coeficientes lineares, o que sugere que a eficiéncia de remog¢do estd mais
intensamente associada a concentracdo do biossorvente do que ao tipo de metal. Esse
fato pode ser observado analisando-se a Tabela 4.2, onde o coeficiente estimado para
Ceps € maior do que os outros. A diferenca nos coeficientes lineares dos modelos pode
estar associada as caracteristicas de cada fon; entretanto, considerando o baixo valor de
R? nesse modelo, seria necessario repetir alguns experimentos, com a intencdo de
reduzir os erros associados ao modelo. Sendo assim, ndo € possivel avangar nas

conclusdes sobre as equagdes obtidas.
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Tabela 4.3. Analise de variancia - Modelo quadratico para g.

Estatisticas
Fator idi s
liverdade quadrada  VOTdeF  Prob>E T o

Modelo 11 4,109E+006 699,40 < 0,0001
Intersecao 214,29 18,37
Ceps 1 3,063E+007 5213,84 < 0,0001 -1304,49 18,07
t 1 5,556E-004  9,456E-008 0,9998 -5,556E-03 18,07
Cu 1 99460,81 16,93 < 0,0001

Cwmi 1 -26,32 17,36

Cus 1 -71,28 17,36
Cios 1 1,213E+007 2064,26 < 0,0001 1209,81 26,63
7 1 1258,82 0,21 0,6471 -12,33 26,63
Ceps't 1 0,14 2,397E-005 0,9961 0,11 22,13
Ceps Cu 2 1,433E+005 24,38 <0,0001
CersCumi 1 42,56 25,55
CepsCuys 1 128,78 25,55
tCy 2 2011,35 0,34 0,7131
tCuy 1 -19,28 25,55
1Cus 1 2,12 25,55
Residuo 27 5874,88
Lack of fit 15 10560,40 587,34 <0,0001
Erro puro 12 17,98

R* = 0,9965

Para a capacidade de captacdo de metais (Tabela 4.3), o modelo mais adequado
para a resposta € o quadratico, que fornece um baixo valor de Prob > F (<0,0001) e um
alto valor de R? (0,9965), confirmando que o modelo se adequa a resposta. O valor do

teste lack of fit também apresentou um baixo valor de Prob > F (<0,0001).

O coeficiente estimado do efeito t no modelo quadrético de captacao de metais,

da mesma forma como descrito anteriormente, € menor que seu erro, indicando que esse
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-~ .. . . . . o 2
fator ndo € estatisticamente significante, assim como suas combinagdes (¢t°, Cgpst, tCyj,
tCy3). Desta forma, o modelo simplificado € recalculado com a exclusdo desses termos

da Equacao 4.5.

O modelo matemético codificado empregado para a captacdo de metais foi:

q=210,77-1304,49C,,, —26,32C,,, —71,28C,,, +1205,11C2,, +42,56C,,.C,,, +128,78C,,C,,

4.5)

As equacdes finais em termos de fatores reais sao:
Gey =2965,88—32275,08C,,, +83688,33C; (4.6)
4y, =2827,51-31556,60C,, +83688,33C;,, 4.7)
e, =3321,53-34057,58C,, +83688,33C; (4.8)

E possivel observar que os coeficientes das equacdes (4.6, 4.7 e 4.8) sdo muito
similares, o que leva a concluir que a captacdo de metais estd mais intensamente
associada a concentracdo da EPS do que ao tipo de ion, assim como foi observado para
a eficiéncia de remocao. Esse fato pode ser confirmado pelo alto valor de R? (0,9965), 0
que significa que apenas 0,35% das respostas obtidas para g ndo estdo bem descritas
pelo modelo. A Tabela 4.3 mostra os coeficientes estimados para os termos associados a

Ceps, que sdo mais altos do que os termos associados aos fons metalicos.

As Figuras 4.5 e 4.6 apresentam as superficies de resposta obtidas para
eficiéncia de remocdo de cddmio e captacdo de cddmio, respectivamente. As superficies
de resposta para zinco e cobre foram similares, com diferentes valores de 77 and gq.
Ambas superficies obtidas demonstram que o tempo de contato nao interfere na resposta
relacionada a adsor¢do dos metais. Desta forma, pode-se concluir que em 8 horas de

contato o equilibrio de adsor¢dao ja foi atingido para cada metal. Para avaliar a
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interferéncia do fator 7 nas respostas, seria necessdrio usar intervalos de tempo inferiores

a 8 horas.

A Figura 4.5 mostra um pequeno aumento na eficiéncia relacionada a um
aumento na concentragdo de EPS (Cgps), com pequenas variacdes nos valores de 77, e a
Figura 4.6 apresenta um aumento na captagdo do metal resultante de baixos valores de
Cgps, de acordo com a Equacdo 3.2. A variagdo de ¢ é considerdvel quando a
concentracdo do biossorvente ¢ reduzida. A andlise de ambas superficies de resposta
permite concluir que a otimizagdo da captacdo de metais envolve o uso de baixas
concentracoes de EPS, embora esse fato possa causar uma pequena reducdo na

eficiéncia de remocgao.

DESIGN-EXPERT Plot

Removal efficiency (%)
X = A: Conc. EPS (g/L)
Y = B: Time of adsorption (h)
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Figura 4.5. Superficie de resposta para eficiéncia de remog&o de Cd**.
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DESIGN-EXPERT Plot
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Figura 4.6. Superficie de resposta para captacdo de Cd**.

Loaéc e colaboradores (1997) estudaram a capacidade de captacdao de metais por
um exopolissacarideo produzido por Alteromonas macleodii subsp. Fijiensis. Para uma
concentracdo de exopolissacarideo igual a 1,0 g/LL e concentragdes iniciais de chumbo,
cadmio e zinco iguais a 50 ppm, eles obtiveram 100 % de eficiéncia de remogao.
Entretanto, uma vez que a concentracdo de biossorvente utilizada por eles foi maior do
que a méxima usada no planejamento experimental (0,25 g/L), as captacdes dos metais

foram menores: 316 mg Pb**/g EPS, 125 mg Cd**/g EPS e 75 mg Zn**/g EPS.

Em seu trabalho, Salehizadeh e Shojaosadati (2003) obtiveram valores de
captacdo em torno de 700 mg Pb**/g EPS, 400 mg Zn**/g EPS e 400 mg Cu’**/g EPS,
usando 0,25 g/LL de um polissacarideo produzido por Bacillus firmus, e eficiéncias de
remogdo de 98,3 %, 74,9 % e 61,8 % de chumbo, cobre e zinco, respectivamente. Como
mencionado anteriormente, um aumento nos valores de EPS leva a um aumento da

eficiéncia de remog¢ao. Um resumo desses resultados é apresentado na Tabela 4.4.

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 4 - Resultados e Discuss&o 67

Tabela 4.4. Comparagao entre os resultados obtidos no planejamento

experimental e os dados encontrados na literatura.

::::télico (C;’E) (Cl;"i’) m 4 (mg/g) n(%) Referéncia
1,0 50 125,0 100,0 Loaéc et al. (1997)
cd* 0,25 50 109,7 67,3 Planejamento experimental
0,01 50 2630,6 64,6 Planejamento experimental
1,0 50 75,0 90,0 Loaéc et al. (1997)
72t 0,25 n.d. 400,0 61,8 Salehizadeh e Shojaosadati (2003)
0,25 50 107,1 68,7 Planejamento experimental
0,01 50 2455,6 63,0 Planejamento experimental
0,25 n.d. 400,0 74,9 Salehizadeh e Shojaosadati (2003)
Cu* 0,25 50 1243 70,1 Planejamento experimental
0,01 50 3033,3 68,4 Planejamento experimental

n.d.: ndo disponivel

Acosta e colaboradores (2005) avaliaram a capacidade de captacdo de cobre pela
EPS produzida pela mesma espécie de Paenibacillus polymyxa usada neste trabalho, e
chegaram em resultados semelhantes aos encontrados aqui. Os autores também
caracterizaram a EPS com o uso de cromatografia de camada fina e a técnica de FACE
(fluorescence-assisted carbohydrate electrophoresis), e constataram que a substancia é

um polimero de manose, e ndo apresenta proteinas.
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4.4. Experimentos realizados com o consorcio 1

4.4.1. Curva padrao de BSA

Para a quantificacdo de proteinas intracelulares do consoércio, foi necessaria a
constru¢do de uma curva padrdo de BSA (albumina bovina), apresentada na Figura 4.7,

a seguir:

Abs =2,1667 . Conc

Absorvancia (660 nm)
o
[\®)
(9)]

0.1 7 R®=0,9971
0,05 -
O T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Concentracao protéica (g/L)

Figura 4.7. Curva padrao de BSA.

Para determinar a concentracdo protéica, os valores de absorvancias lidos no
espectrofotometro apds a realizagdo do Método de Lowry foram colocados nesse

gréfico, correspondendo diretamente a um valor de concentracio de proteinas.
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4.4.2. Comportamento do consoércio 1 na presenca

de diferentes fontes de carbono

A Figura 4.8, a seguir, apresenta as curvas de crescimento do consércio 1 na

presenca de diferentes fontes de carbono no meio de cultivo.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
£05 -

rotéica (g/L)

Concentrac

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

—— G - glicose —®— GQas - glicose e gasolina —4— Gas - gasolina

Figura 4.8. Curvas de crescimento do consércio 1 em meios contendo

glicose e/ou gasolina como fontes de carbono.

E possivel observar, como j4 seria esperado, que o crescimento do consércio na
presenca de glicose é bem mais acentuado do que no meio contendo apenas gasolina,
uma vez que a primeira molécula tem estrutura bem mais simples, sendo mais
facilmente metabolizada pelos microrganismos. Entretanto, no meio contendo glicose e
gasolina, o crescimento celular foi um pouco reduzido, quando comparado ao meio
contendo apenas glicose, provavelmente devido a algum efeito inibitério causado pelos

hidrocarbonetos da gasolina sobre o metabolismo microbiano.
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Uma vez que o consoércio 1 foi propagado inicialmente a partir de glicose, e
visto que essa fonte de carbono sempre esteve presente nos meios de propagacdo,
embora houvesse também gasolina, provavelmente o consércio consegue manter suas

fungdes metabodlicas na presenca desta, mas sem degrada-la totalmente.

De acordo com Thompson e colaboradores (2005), um consércio microbiano
deveria ser selecionado inicialmente com uma fonte de carbono de facil biodegradacao,
a fim de fornecer algumas culturas permanentes, para somente depois serem adaptadas a
uma fonte de carbono mais complexa. Segundo os autores, uma pré-selecdo com tal
fonte de carbono mais simples poderia selecionar algumas culturas intermitentes do
sistema, que possivelmente ndo seriam encontradas em todos os momentos ao longo do
processo de degradacdo do contaminante no sistema. Entretanto, o que foi possivel
observar, de acordo com a Figura 4.8, € que o consércio obtido inicialmente a partir de
glicose nao foi capaz de metabolizar gasolina e usd-la como fonte de energia para seu
crescimento. Sendo assim, provavelmente as linhagens com potencial para
biodegradacdo dos hidrocarbonetos da gasolina foram selecionados em menor nimero,
e a atividade metabdlica exercida por essa populacdo foi conduzida apenas para

manutencdo da viabilidade celular, sem ser detectado aumento na concentragao celular.

4.4.3. Efeito da presenca de metais e EPS nos
experimentos envolvendo somente glicose como fonte de

carbono

A andlise da Figura 4.9, a seguir, permite observar o efeito inibitério causado
pela presenca de metais pesados sobre o metabolismo microbiano, evidenciado pela
diminui¢do na taxa de crescimento no meio contendo glicose e metais (curva GM),

quando comparado ao meio contendo apenas glicose (curva G).
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Figura 4.9. Curvas de crescimento do consércio 1 em meios contendo
somente glicose como fonte de carbono, na presencga ou ndao de metais e
EPS.

Em seu trabalho, Giller e colaboradores (1998) reportam que estudos
ecotoxicoldgicos de laboratério sugerem que a adicdo de metais alguns dias apds a
adicao de substrato resulta em um decréscimo na resposta respiratéria para uma larga
faixa de substratos adicionados, que vao desde a glicose até a celulose. A quantidade de
carbono mineralizado em um periodo de 24 horas apds adi¢do de glicose, por exemplo,
mostrou-se bastante sensivel a adi¢cdo de pequenas quantidades de sais metédlicos em
laboratério, aumentando o tempo da fase lag. Mar¢ano (2004) observou um aumento da
fase lag do crescimento celular para Pseudomonas putida em meio contendo naftaleno,
quando foi adicionada determinada concentracdo de cddmio, confirmando o efeito

inibitério desse metal sobre o metabolismo da bactéria.

Ap6s um periodo relativamente longo correspondente a fase lag do crescimento

no experimento contendo glicose e metais (GM), é possivel observar um pequeno
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crescimento celular, indicando que os microrganismos do consércio encontram-se mais
adaptados a presenca dos metais pesados no meio. Diaz-Ravifia e Baath (1996)
realizaram experimentos com adicdo de zinco a solos, e observaram um aumento na
tolerancia a esse metal apos dois dias de exposi¢do, e a variacdo nas concentracoes de
zinco adicionadas ndo afetou significantemente essa tolerancia. O efeito imediato foi
atribuido a morte rapida de espécies microbioldgicas sensiveis e tal efeito, em longo
prazo, atribuido a diferencas na habilidade competitiva e de adaptacdo das bactérias

sobreviventes.

A presenca de EPS no meio contendo glicose e metais resultou em uma curva de
crescimento identificada como GMEPS na Figura 4.9. E possivel observar que o
crescimento ndo foi tdo acentuado como na curva G, onde s6 havia glicose no meio,
mas por outro lado ndo foi tdo baixo quanto na curva GM, onde encontravam-se os
metais no meio. Esse crescimento intermedidrio indica que a presenca da EPS de
alguma forma atenuou o efeito inibitério causado pelos metais no metabolismo
microbiano, provavelmente pela ador¢cdo ou complexagdo dos mesmos, diminuindo sua

biodisponibilidade a biomassa.

Sandrin e colaboradores (2000) obtiveram resultados semelhantes quando
adicionaram um ramnolipideo em meio contendo naftaleno e cddmio, tendo sido
observado um aumento no crescimento de Burkholderia sp. em relacdo a meios

contendo o hidrocarboneto e o metal.

Os resultados de consumo de glicose apresentados na Figura 4.10 confirmam o

que foi discutido acima.
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Figura 4.10. Consumo de glicose em meios contendo glicose, glicose e

metais, e glicose, metais e EPS.

E possivel observar que o consumo de glicose foi mais lento no meio contendo
metais (GM), caracterizando a inibicdo do metabolismo causada pela presenca dessas
espécies. Da mesma forma, o consumo de glicose no meio contendo metais e EPS
(GMEPS) foi mais rapido, indicando a atenuagao de tal efeito causado pela presenca da
substancia polimérica, com uma pequena diferenca quando comparado ao experimento

contendo apenas glicose (G).

4.4.4. Efeito de metais e EPS nos experimentos

envolvendo glicose e gasolina como fontes de carbono

A Figura 4.11, a seguir, apresenta o perfil de crescimento do consércio em meios

que continham glicose e gasolina como fontes de carbono, além de metais e/ou EPS.

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 4 - Resultados e Discuss&o 74

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (h)

Concentracio protéica (g/L)

—&— GQGas - glicose e gasolina —l— GMGas - glicose, metais e EPS
—&— GGasEPS - glicose, gasolina e EPS GMGasEPS - glicose, metais, gasolina e EPS

Figura 4.11. Curvas de crescimento do consdrcio 1 em meios contendo
glicose e gasolina como fontes de carbono, na presenca ou ndao de metais e
EPS.

O experimento envolvendo glicose, gasolina e EPS (GGasEPS) foi realizado
para comparar o crescimento celular onde sé havia glicose e gasolina (GGas) e verificar
se havia o consumo de EPS como fonte de carbono. E possivel constatar que as curvas
sdo bastante semelhantes e, a partir desse fato, concluimos que a EPS provavelmente

nao foi consumida durante o processo.

Da mesma forma que os experimentos envolvendo apenas glicose, o efeito
inibitério da presenca de metais em solugdo € visivel (GMGas), assim como a presenca

da EPS atenuou em parte tal efeito, verificado por uma taxa de crescimento maior

(GMGasEPS).

Por outro lado, a presenca de gasolina associada a glicose causou um menor

efeito da inibi¢do causada pelos metais (GMGas), quando comparado ao experimento
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sem gasolina (GM), apresentado na Figura 4.9, e os experimentos contendo metais e/ou
EPS (GMGas e GMGasEPS) apresentaram resultados similares ao crescimento maximo
obtido com o meio contendo glicose e gasolina (GGas) e contendo apenas glicose (G),
apresentado na Figura 4.9. De acordo com a hipétese de Sandrin e colaboradores
(2000), a presenca de metais pode acabar conferindo certa protecdo as bactérias,

retardando a perda da viabilidade celular na presenca de hidrocarbonetos.
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S
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Figura 4.12. Consumo de glicose em meios contendo glicose e gasolina,

além de metais e EPS.

Analogamente ao observado na Figura 4.10, a presenca de metais retarda o

consumo de glicose pelo consércio, da mesma forma que a presenca da EPS atenua esse

efeito.
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4.4.5. Efeito de metais e EPS nos experimentos

envolvendo gasolina como (nica fonte de carbono

Foram realizados experimentos contendo, como tunica fonte de carbono, a
gasolina, em meios contendo ou nio metais e/ou EPS. As curvas de crescimento sao

apresentadas na Figura 4.13.
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Figura 4.13. Curvas de crescimento do consércio 1 em meios contendo
glicose e gasolina como fontes de carbono, na presenca ou ndao de metais e
EPS.

Quando a tnica fonte de carbono utilizada foi a gasolina, o crescimento foi
muito mais baixo do que nos meios contendo glicose (Figuras 4.9 e 4.11). E possivel
observar que a fase lag em todos os experimentos foi mais extensa, indicando o maior
tempo que os microrganismos precisaram para se adaptar as condicdes de crescimento.
As concentragdes protéicas iniciais se devem a falta de homogeneidade das células do

pré indculo.
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O experimento envolvendo gasolina e EPS (GasEPS) foi realizado para verificar
se a presenca de EPS de alguma forma favoreceria o consumo de gasolina, quando
comparado ao experimento envolvendo apenas gasolina (Gas), uma vez que da Cunha
(2004) relata que as substancias poliméricas extracelulares, quando possuem
propriedades surfactantes, auxiliam a biodegrada¢do de hidrocarbonetos, por aumentar

sua disponibilidade para os microrganismos.

Novamente, a presenga da EPS minimizou o efeito inibitério causado pela
presenca dos metais no metabolismo microbiano, uma vez que a adicdo da substancia
favoreceu o crescimento (GasMEPS), quando comparado com o experimento onde ela

ndo se encontrava presente (GasM).

As flutuacdes que geraram picos de concentracdo de proteinas celulares em
todos os experimentos podem ter sido devidas a adaptacdo dos microrganismos para
utiliza¢do dos diversos hidrocarbonetos da gasolina como substrato (benzeno, tolueno,
xileno, hidrocarbonetos aromadticos policiclicos, etc.) ou, ainda, a erros experimentais de

quantificacdo em fungdo dos baixos valores observados.

De forma geral, a utilizagdo do consorcio 1 nos experimentos explicitou a
importancia da utilizacdo da EPS microbiana para diminuir os efeitos téxicos causados
pela presenca de metais pesados no sistema, uma vez que provavelmente o composto
atua indisponibilizando essas espécies para os microrganismos, devido a possiveis

fendmenos de adsor¢ao ou complexacdo (Margano, 2004; Sandrin et al., 2000).

4.5. Experimentos com variacdo do pré-inoculo

envolvendo o consoércio 2

Os plaqueamentos em meios mineral e TSA (Tabela 3.4) para caracterizacdo
macroscopica do consércio apresentaram pouca diversidade, com duas culturas

diferentes de bactérias (uma de coloragdo rosada e outra de coloragdo branca), e uma
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espécie de fungo filamentoso de esporulagdo em cor branca. Essas culturas pareceram

ser dominantes ao longo de todos os experimentos.

As Figuras 4.14, 4.15 e 4.16, a seguir, apresentam as curvas de crescimento do
consoércio 2 em meios contendo glicose e/ou gasolina, a partir de diferentes pré-indculos

(PI Gli — pré-indculo com glicose; PI Gas — pré-indculo com gasolina).
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Figura 4.14. Curvas de crescimento do consércio 2 em meio contendo

glicose com ou sem metais, a partir de diferentes pré-indculos.
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Figura 4.15. Curvas de crescimento do consércio 2 em meios contendo

gasolina com ou sem metais, a partir de diferentes pré-indculos.
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Figura 4.16. Curvas de crescimento do consdrcio 2 em meios contendo

glicose e gasolina, a partir de diferentes pré-indculos.
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Os resultados apresentados acima (Figuras 4.14, 4.15 e 4.16) mostram que o
crescimento microbiano € mais acentuado no meio contendo glicose do que no que
contém gasolina, o que € justificado facilmente pelo fato de a primeira ser uma
substancia bem menos complexa que a segunda, e conseqiientemente mais facilmente
assimildvel ao metabolismo dos microrganismos. Entretanto, independente da fonte de
carbono, o crescimento foi ligeiramente favorecido, nas primeiras horas de contato, nos
experimentos onde o inéculo foi obtido a partir de pré-inéculo contendo gasolina. Uma
vez que o consércio microbiano foi propagado a partir de uma amostra de solo em meio
mineral contendo apenas gasolina como fonte de carbono, € possivel que ele estivesse
adaptado ao crescimento com os hidrocarbonetos da gasolina, o que justificaria tal

comportamento na fase inicial da curva.

A presenca de Cd**, Zn** e Cu**, nas concentracdes usadas nesses experimentos,
causaram uma pequena mudanga na fase inicial do crescimento celular, provavelmente
devido a um periodo de adaptagdo dos microrganismos aos metais. Essa mudanca nao
parece afetar muito o crescimento apds 10 horas de cultivo, e as curvas alcancam quase
os mesmos valores finais de biomassa. Segundo Malik (2004), vérias bactérias isoladas
de efluentes exibiram resisténcia a condi¢des extremas, como picos de pH ou altas
concentracdoes de metais pesados. Hassen e colaboradores (1998) reportam que, a
concentracdes relativamente baixas, alguns metais como Co*, Cu®*, Zn** e Ni** sdo
essenciais ao metabolismo microbiano, uma vez que eles provéem co-fatores vitais para
metalo-proteinas e enzimas. Em ambientes poluidos, a resposta de comunidades
microbianas a metais pesados depende da concentracdo e disponibilidade desses metais,
e € dependente também de processos complexos, controlados por multiplos fatores,

como tipo de metal, natureza do meio e espécies microbianas.

Os experimentos realizados com glicose e gasolina como fontes de carbono
simultaneas, independentemente do pré-indculo, mostram que houve uma ligeira
inibicdo do crescimento, quando comparados aos obtidos onde a unica fonte de carbono
era glicose; entretanto, quando comparados aos resultados dos experimentos com

somente gasolina, o crescimento foi mais acentuado.
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E possivel observar, de forma contriria aos experimentos anilogos de Lee e
colaboradores (2003), que usaram piruvato como fonte de carbono adicional na
biodegradagdo de naftaleno por Pseudomonas putida G7, que os resultados nao indicam
que hd um consumo simultineo de glicose e gasolina pelo consércio, o que seria
demonstrado por uma curva de crescimento mais acentuada que a obtida somente com
glicose. Embora o consércio se mostre mais adaptado ao meio contendo gasolina, a

presenca desta, concomitantemente com a glicose, inibe o crescimento microbiano.

Em relacdo aos experimentos envolvendo metais pesados, nota-se que a presenca
de metais praticamente ndo alterou o crescimento nos meios onde havia glicose.
Entretanto, houve inibi¢do mais acentuada do crescimento onde gasolina encontrava-se
presente, refletido em um aumento da fase lag. Esse efeito ¢ menos visivel nos
experimentos provenientes do pré-indculo com gasolina, provavelmente devido a
adaptagdo sofrida pelo consércio durante o pré-cultivo. Riis e colaboradores (2002)

reportam, em seus experimentos, que esse aumento da fase lag deve-se a adaptacdo e

selecdo de processos pela comunidade microbiana.

A Figura 4.17, a seguir, apresenta as curvas de consumo de glicose nos

experimentos realizados a partir de pré-indculo com gasolina.
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Figura 4.17. Consumo de glicose nos experimentos a partir de pré-inéculo

contendo gasolina.

Como era de se esperar, o consumo de glicose foi ligeiramente mais rapido onde
ndo havia gasolina e/ou metais presentes no meio, que provavelmente causaram um
efeito inibitério nos microrganismos, como mostrado nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16.
Devido a problemas técnicos, as amostras contendo glicose, coletadas durante os

experimentos a partir de pré-inéculo com glicose, foram prejudicadas, inviabilizando

suas analises.

4.6. Experimentos para localizacao dos metais durante o

cultivo em sistemas co-contaminados

Visto que o consoércio 1 ndo apresentou crescimento em meio contendo somente
gasolina, de forma contraria ao consércio 2, decidimos utilizar apenas este nos

experimentos posteriores.
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4.6.1. Influéncia da presenca de EPS no crescimento

Os experimentos realizados com a mistura de metais na presenga ou auséncia de
EPS resultaram em valores finais de biomassa similares, como mostrado na Tabela 4.5,

a seguir.

Tabela 4.5. Efeito da presenca de EPS no crescimento do consércio 2 em
um meio contendo metais pesados e gasolina, apos 30 horas de cultivo.

Tempo Concentracao de Concentracao de Concentracao de

(h) proteina no meio 1 (g/L.) proteina no meio 2 (g/L.) proteina no meio 3 (g/L)

0 0.10 £0.013 0.11 £0.010 0.10+0.011
30 0.11 £0.009 0.19+£0.015 0.17 £0.020

1. Contendo apenas EPS 0,05 g/L
2. Contendo gasolina (0,1 % (v/v)) e metais pesados (1 ppm de cada)
3. Contendo gasolina (0,1 % (v/v)), metais pesados (1 ppm de cada) e EPS (0,05 g/L)

Os resultados apresentados na Tabela 4.5 confirmam que o consércio 2
realmente parece estar adaptado as concentracOes de metais pesados usadas nos
experimentos, e que a EPS, na concentragcao utilizada, ndo promoveu uma melhora no
crescimento, em concordancia com o descrito por Malik (2004). De acordo com o autor,
consorcios de multi-espécies sdo considerados mais eficientes que culturas puras,
devido a grande resisténcia contra flutuacdes ambientais e as relacdes metabdlicas entre

seus membros.

De acordo com Congeevaram e colaboradores (2007), populacdes microbianas
em ambientes poluidos com metais se adaptam as concentragdes toxicas destes, e se
tornam resistentes. Os autores reportam que diferentes espécies de Aspergillus,
Pseudomonas, Sporophyticus, Bacillus e Phanerochaete sao redutores eficientes de crt
e Ni**. Haq e colaboradores (1999) descreveram que trés espécies isoladas de efluentes
industriais (uma de Enterobacter cloacae e duas de Klebsiella spp.) mostraram

e A . ~ 2 2 3
resisténcia a altas concentracdes de Cd”™", Pb”™" e Cr’", e foram capazes de remover
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aproximadamente 85 % de cddmio do meio. Roane e Pepper (2000) reportaram que uma
reducdo significante de cddmio soluvel foi observado durante o crescimento de Bacillus
H9 e Pseudomonas HI1. Por outro lado, Riser-Roberts (1998) observou que
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas paucimobilis e Proteus mirabilis sdo espécies
comumente encontradas em sistemas contaminados com hidrocarbonetos. De acordo
com Saxena e colaboradores (2001), Pseudomonas putida S4, isolada de drenagens
minas de cobre, foram capazes de acumular metais de meios de crescimento
suplementados com metais, e também de remover Cu’" e Zn>" de efluentes de minas e

outros efluentes.

Em contrapartida, Sandrin e colaboradores (2000) observaram uma melhora no
crescimento de Bulkholderia sp. na presenga de meio saturado de cddmio, causada pela
adicao de um ramnolipideo produzido por Pseudomonas aeruginosa. Eles confirmaram
que a presenca do ramnolipideo reduziu significantemente o efeito téxico causado pelas

altas concentragdes de cddmio e naftaleno no meio de cultivo.

4.6.2. Biorremediacao de metais pesados

A Tabela 4.6 apresenta dados referentes a efici€éncia de remog¢do de metais (7))

pela superficie celular, pela interiorizacao pelas células, e pela EPS.
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Tabela 4.6. Eficiéncia de remocao dos metais.
Eficiéncia de remocao

Experimentos na auséncia de EPS cd* Zn* Cu*
Metais adsorvidos na superficie celular 4,33 % 39,05% 12,36 %
Metais interiorizados pelas células 1,77 % 15,78 % 9,36 %
Experimentos na presenca de EPS cd* Zn* Cu**
Metais adsorvidos na superficie celular 3,51 % 30,33 % 14,57 %
Metais interiorizados pelas células 1,84 % 17,02 % 10,36 %
Metais adsorvidos na EPS 87,12 % 19,82 % 37,64 %
Experimentos na presenca de EPS e sem inéculo cd* Zn** Cu**
Metais adsorvidos na EPS 98,00% 5325% 51,69%

E possivel notar, nos experimentos contendo ou nio EPS, que nas condicdes
experimentais de crescimento em gasolina e durante o tempo de cultivo, a maior parte
de Cd**, Zn** e Cu®* foi adsorvida pela superficie celular, e ndo interiorizada pelas
células. A quantidade de Ccd* que ¢ interiorizada pelas células e também adsorvida é
menor do que a de Zn** e Cu™, e pode ser explicada pela alta toxicidade do cddmio aos
microrganismos (Roane et al. 2001; Hughes e Poole, 1989). Uma vez que zinco ¢ um
metal essencial para as células, assim como o cobre, a quantidade de ambos metais que
foi interiorizada foi relativamente alta, e a quantidade de zinco foi maior provavelmente
porque estd envolvido em vdrias atividades enzimdticas das células (Hughes e Poole,

1989).

Hassen e colaboradores (1998) apresentaram resultados envolvendo uma ordem
decrescente de toxicidade de metais no crescimento de Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas paucimobilis e Proteus mirabilis: Hg**>Co**>Cd**>Cu**=Cr’*>Zn*".
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No que diz respeito a remog¢ao de metais pela EPS, é possivel verificar que a
eficiéncia de remo¢do de cddmio foi maior do que a de zinco e cobre, nos meios
contendo ou ndo inéculo. Esse fato pode ser justificado por uma maior afinidade a EPS
do que a superficie celular. As Figuras 4.18 e 4.19 mostram a capacidade de captacio de

metais (g) pela superficie celular e pela EPS.
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Figura 4.18. Capacidade de captagcao de metais pela EPS.
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Figura 4.19. Capacidade de captacdao de metais pela superficie celular.

A capacidade de captacdao de metais pela EPS soluvel foi afetada pela presenca
de células (Figura 4.18), provavelmente devido a formagdo de um biofilme protetor em
torno delas, reduzindo a quantidade de EPS livre disponivel para adsor¢do dos fons
metélicos. De acordo com Priester e colaboradores (2007) e Ramey e colaboradores
(2004), biofilmes bacterianos s@o estruturas tri-dimensionais que consistem em
substancias poliméricas extracelulares. Os estudos de crescimento (Tabela 4.5)
mostraram que o consorcio ndo usa a EPS como fonte de carbono. Desta forma, é
também possivel explicar porque a adsor¢do pela superficie celular foi um pouco maior
no meio contendo EPS (Figura 4.19). Uma vez que a superficie celular estd envolvida

pela EPS, a quantidade de metais pesados adsorvidos seria maior.

4.6.3. Consumo dos hidrocarbonetos da gasolina

Para avaliar o consumo de hidrocarbonetos da gasolina nos experimentos na

auséncia ou presenca de EPS, as fracdes de benzeno, tolueno, etilbenzeno, meta- e para-

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 4 - Resultados e Discussdo 88

xilenos, e orto-xileno foram quantificadas. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Consumo das fragdes de gasolina.

Consumo de fracoes de gasolina em meios

. Tolueno Etilbenzeno
contendo metais pesados
Experimento sem EPS 38.4 % 67,2%
Experimento com EPS 39,2% 91,0%

OBS.: Benzeno e xilenos ndo apresentaram variacio, € por isso ndo constam na tabela.

Esses resultados foram calculados deduzindo-se as perdas por evaporagdo em
relac@o ao controle realizado na auséncia de biomassa. No que diz respeito ao benzeno e
xilenos, nao foi observado nenhuma diminui¢do nos picos do cromatograma, sugerindo
que a presenca de EPS nao afetou o consumo desses hidrocarbonetos, e houve apenas
uma pequena diminui¢do no pico do tolueno no cromatograma, indicando que a
presenca de EPS causou um pequeno aumento no consumo dessa fracdo. Por outro lado,
€ possivel observar que, embora o crescimento celular tenha sido quase o mesmo nos
meios contendo ou ndo EPS, ao fim de 30 horas, a presenga de EPS levou a um alto
consumo de etilbenzeno e, conseqiientemente, a uma melhor resposta de biodegradacao,
que pode ser justificada pelo provdvel efeito protetor que a EPS causa nas células.
Merroun e colaboradores (2003) reportaram que os metais pesados téxicos acumulam
principalmente na EPS em experimentos realizados com Myxococcus xanthus, e esse
fato sugeriria que os polimeros extracelulares podem proteger essa mixobactéria em seu
habitat porque fixam metais pesados em torno das células, evitando sua interiorizacao.
De acordo com Tsuneda e colaboradores (2003), uma EPS cobrindo a superficie celular
altera suas caracteristicas fisico-quimicas, como propriedades poliméricas,

hidrofobicidade e carga, o que poderia favorecer a troca idnica. Uma vez que a
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concentracdo de EPS utilizada nos experimentos ndo foi otimizada, é possivel prever
que esses resultados poderiam ser melhorados pelo emprego de concentracdes
adequadas de EPS, de acordo com sua concentragao micelar critica (CMC). Em sua
revisdo, Mulligan (2005) relatou que concentracdes de ramnolipideos abaixo da CMC
melhoram a mineralizacdo de hidrocarbonetos, enquanto concentracdes acima da CMC

aumentam sua mobilidade.

O wuso de alguns hidrocarbonetos preferenciais pelo metabolismo dos
microrganismos foi detectado em outras pesquisas. Alguns autores empregaram
gasolina e derivados complexos em seus experimentos, € também verificaram uma
diminui¢do significativa na concentra¢do de alguns hidrocarbonetos quando comparado
com outras fracdes (Cunha e Leite, 2000). Vieira e colaboradores (2007) mostraram que
os compostos aromadticos da gasolina (benzeno, tolueno, etilbenzeno, m-xileno e o-
xileno) apresentaram baixa biodegradabilidade em face ao ataque microbiano quando
comparado com as fragdes parafinicas e isoparafinicas, em experimentos conduzidos em

meio liquido.

As concentragdes de metais pesados e gasolina usadas neste trabalho foram
baixas; entretanto, sdo maiores que as concentragdes permitidas pelas leis brasileiras
para diversas classes de dguas doces e salgadas (Resolugio CONAMA n° 357). E
possivel observar que tais concentragdes nao afetam significantemente o crescimento
microbiano, sugerindo que a atenuacao natural do sistema é uma alternativa apropriada
para casos onde a contaminag¢do com hidrocarbonetos e metais pesados ndo alcanca
altos niveis. Embora as concentragdes residuais de metais ainda estejam mais altas do
que as permitidas pela legislacdo, o pequeno intervalo de tempo nos quais os
experimentos foram realizados e a possibilidade do crescimento celular continuo
observado na Figura 4.15, permite supor que seria possivel ocorrer um maior consumo
dos compostos organicos, e o sistema poderia atingir os limites de descarte para ambos

poluentes.

De acordo com Malik (2004), muitas vezes a biossor¢do sozinha pode ndo ser

suficiente para uma remediacdo de metais efetiva. Nessa situacao, a aplicacdo de células

Martins, P. S. O. “Avaliagdo da presenca de EPS (substancia polimérica extracelular) na biorremediacéo
de sistemas co-contaminados com gasolina e metais pesados”



Capitulo 4 - Resultados e Discussdo 90

ativas e em crescimento poderia ser uma op¢ao mais adequada devido a habilidade das
células em se auto-restabelecer, promovendo uma captacdo metabdlica continua dos
metais apds a adsorcao fisica, e o potencial de otimizacdo por meio do desenvolvimento
de espécies resistentes e modificacdo da superficie celular. Assim, esse fato reforca a
possibilidade na qual o sistema seria naturalmente auto-depurado dos componentes

organicos na presenca de metais pesados.

Por outro lado, ainda ha a possibilidade de producdo de EPS pelo consércio
usado, o que poderia justificar sua maior resisténcia aos metais pesados. Roane e
colaboradores (2001) reportaram que espécies de Pseudomonas H1 e Bacillus H9,
isoladas de solo, mostraram evidéncias de produ¢do de EPS, e foram resistentes a altas

concentracdes de cddmio.

Esses resultados também mostraram que a captacdo de metais e a eficiéncia de
remog¢ao pela EPS foram relativamente altas, e poderiam representar uma aplicacio
potencial em sistemas co-contaminados com altas concentragdes de hidrocarbonetos e
metais, evitando o efeito negativo causado pelos metais pesados na biodegradacdo de
poluentes organicos, conforme relatado por Lin e colaboradores (2006), Hoffman e

colaboradores (2005) e Sandrin e colaboradores (2000).

4.7. Experimentos para determinacao da melhor

concentracao de EPS para favorecer o crescimento celular

A tabela a seguir (Tabela 4.8) apresenta os dados de crescimento dos diversos

experimentos realizados.
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Tabela 4.8. Resultados de crescimento do consércio 2 nos experimentos

utilizados para o planejamento experimental.

Tempo Concentracao protéica (mg/L)
(h) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6 Exp.7 Exp.8 Exp.9
0 5 5 5 5 5 5 5 5 5
6 18 19 11 17 14 0 18 18 20
14 41 20 23 19 37 41 46 37 34
24 30 29 20 16 27 15 27 35 32
30 22 35 10 35 9 0 53 55 24
Exp. 1: gasolina 0,1 % v/v; metais 1 ppm cada; EPS 0,01 g/L.
Exp. 2: gasolina 0,1 % v/v; metais 1 ppm cada; EPS 0,05 g/L.
Exp. 3: gasolina 0,1 % v/v; metais 5 ppm cada; EPS 0,01 g/L.
Exp. 4: gasolina 0,1 % v/v; metais 5 ppm cada; EPS 0,05 g/L.
Exp. 5: gasolina 1,0 % v/v; metais 1 ppm cada; EPS 0,01 g/L.
Exp. 6: gasolina 1,0 % v/v; metais 1 ppm cada; EPS 0,05 g/L.
Exp. 7: gasolina 1,0 % v/v; metais 5 ppm cada; EPS 0,01 g/L.
Exp. 8: gasolina 1,0 % v/v; metais 5 ppm cada; EPS 0,05 g/L.
Exp. 9: gasolina 0,55 % v/v; metais 3 ppm cada; EPS 0,03 g/L, média de 5 experimentos.

De acordo com os resultados acima, o tempo de 14 horas foi escolhido como

varidvel de resposta, e os valores de concentracdo protéica correspondentes foram

utilizados para a geracdo do modelo.

A Figura 4.20 apresenta o grafico Qutlier T para o crescimento celular em

14 horas. E possivel observar que todos os dados estio inseridos no intervalo de

confianca.
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Figura 4.20. Grafico Outlier T para o crescimento celular do consdrcio 2 em
14 horas.

A Tabela 4.9, a seguir, apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para o modelo
mais adequado para o crescimento em 14 horas, relacionado as concentragdes de

gasolina, metais e EPS (Cgys, Cy € Ceps, respectivamente).
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Tabela 4.9. Analise de variancia - Modelo cubico reduzido para
crescimento do consércio 2 em 14 horas.
Estatisticas
Fator Graus de Média Valor ProbsF Coeficiente Erro
liberdade quadrada de F estimado padrao
Modelo 7 2,552E-004 12,99  0,0130
Intersecao 1 0,051 1,279E-003
Ceps (A) 1 9,461E-004 48,17  0,0023 0,011 1,567E-003
Cy (B) 1 5,513E-005 2,81 0,1692 -2.625E-003 1,567E-003
Caas (C) 1 4,050E-005 2,06 0,2243  -2,250E-003  1,567E-003
AB 1 1,620E-004 8,25 0,0454  4,500E-003  1,567E-003
AC 1 4,061E-004 20,68  0,0104 7,125E-003  1,567E-003
BC 1,361E-004 6,93 0,0580 4,125E-003  1,567E-003
ABC 4,050E-005 2,06 0,2243  -2,250E-003  1,567E-003
Residuo 4 1,964E-005
Lack of fit 1 4,537E-005 4,10 0,1360
Erro puro 3 1,106E-005
R*=0,9579

Valores de Prob > F menores que 0,0500 indicam que os termos do modelo sdo

significantes, e valores maiores que 0,1000 indicam que os termos ndo sdo significantes.

Nesse caso, o termo concentracao de EPS (A) e suas combinagdes (concentracao de EPS

e concentracdo de metais — AB, e concentragdo de EPS e concentragdo de gasolina —

AC) sdo significantes. Também € possivel notar que o efeito da concentragdo de metais

combinado com a concentra¢do de gasolina é relativamente significante, uma vez que o

valor de Prob > F se situou entre 0,0500 e 0,1000. O valor de Prob > F para o teste lack
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of fit indica que ele ndo € significante relativamente ao erro puro, o que € uma indicagdo

farovavel, uma vez que € de interesse que o modelo se ajuste.

Os coeficientes estimados dos efeitos concentracdo de metais (B), concentracao
de gasolina (C), e na combinacao desses efeitos com a concentracdo de EPS (ABC) sdo
menores que seus erros, indicando que esses fatores ndo sdo estatisticamente
significantes. Assim, o modelo matemético codificado simplificado empregado para o
crescimento do consércio em 14 horas () — expresso em concentracao protéica — € dado

pela Equagao 4.9:
2 =0,051+0,011A+4,500.10° AB+7,125.10° AC +4,125.10° BC 4.9)
A equacdo final em termos de fatores reais é:

2=0,078-0,435C,, +0,181C,,,C,, +1,167C,,C

Gas

+8,333.107°C,,C, (4.10)

as

Com as ferramentas oferecidas pelo software, € possivel determinar como
variard o crescimento celular (dentro do intervalo obtido no planejamento) se as
concentracdes de metais e gasolina forem méaximas, variando-se a concentracao de EPS

dentro do maximo e minimo. Esses dados s@o apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Valores maximos do crescimento celular () obtidos quando
as concentracdes de metais e gasolina sdo maximas, variando-se a

concentracao de EPS.

Ceps (g/L)  Cu (ppm)  Cgus (%v/v)  y(g/L)

Menor concentracio de EPS

: N 0,03 5,0 1,0 0,0508
oferecida pela otimizacao

Maior concentragdo de EPS

) A 0,05 5,0 1,0 0,0704
oferecida pela otimizacao
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E possivel observar, por meio da avaliagio do planejamento experimental
empregado que, em condicdes onde as concentracdes de metais e gasolina sdo mais
elevadas, um aumento na concentracdo de EPS de 0,03 para 0,05 g/L causa um
acréscimo no crescimento de cerca de 39 %. Ou seja, aumentando a concentracao dessa
substancia, o crescimento € favorecido, com a diminui¢do de um possivel efeito toxico
causado pela presenca de metais no sistema. Sendo assim, esses resultados sao
indicativos de que uma otimizagao da concentragao de EPS, de acordo com o sistema

contaminado, pode levar a uma intensifica¢ao no processo de biorremediacao.
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1. Conclusoes

e A bactéria Paenibacillus polymyxa produziu uma substancia polimérica
extracelular com concentragdo mdaxima de 0,35 g/L, ap6és 20 horas de
crescimento, quando ji ndo havia substrato no meio de cultivo. Apds esse
tempo, a concentragdo de EPS diminui, possivelmente indicando que estd sendo

consumida pelo microrganismo;

e A EPS produzida por Paenibacillus polymyxa foi capaz de captar os fons Cd*",
Zn** e Cu** de uma solug¢do aquosa. O planejamento experimental mostrou que
os tempos usados na adsor¢do (8, 16 e 24 horas) ndo influenciaram as respostas
(eficiéncia de remocdo — 77 e capacidade de captacdo — g), indicando que o
equilibrio de adsor¢ao foi atingido antes de 8 horas. Os melhores resultados para
a capacidade de captacdo de metais (¢) foram conseguidos com uma
concentracdo de EPS (Cgps) igual a 0,01 g/L., o que era previsivel, devido a

formula geral de ¢, que é inversamente proporcional a concentragdo da

substancia;

e Para uma concentracdo de EPS igual a 0,01 g/L, os valores méximos de
eficiéncia de remocdo obtidos foram, em %: 64,6 (Cd2+); 63,0 (Zn2+); e 68,4
(Cu®"). Para uma concentracdo de EPS igual a 0,25 g/L, os valores de eficiéncia
de remocdo encontrados foram, em %: 67,3 (Cd*"); 68,7 (Zn**); e 70,1 (Cu*).
As diferencas nos valores de 77 foram de apenas 4,2 % para Cd**, 9,0 % para

Zn** e 2,5 % para Cu®*;

e A técnica de propagacdo do consércio a partir de glicose resultou em um
consércio que ndo apresentou crescimento celular significativo na presenca de
gasolina (consércio 1); entretanto, ele se mostrou mais sensivel a presenca de

metais no meio, refletido no aumento da fase lag da curva de crescimento nos
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meios onde os fons metdlicos estavam disponiveis. A adi¢cdo da EPS diminuiu o
efeito inibitério dos metais, provavelmente devido a um fendmeno de adsor¢ao
destes, indisponibilizando-os aos microrganismos, que tiveram uma melhora no
crescimento, refletida na diminui¢cdo da fase lag do crescimento, anteriormente

ampliada pela presenca dos metais;

e (Quando diferentes pré-inéculos foram realizados — utilizando glicose ou
gasolina como fontes de carbono — o crescimento nas primeiras horas de contato
foi ligeiramente favorecido (para o consoércio 2, propagado a partir de gasolina),
nos experimentos onde o indéculo foi obtido do pré-indculo contendo gasolina,
provavelmente devido ao fato de esse consoércio estar adaptado ao crescimento

na presenca dos hidrocarbonetos;

e A presenga de metais no meio inibiu levemente o crescimento do consorcio 2,
mas apds algum tempo os experimentos envolvendo ou ndo metais alcangaram
praticamente os mesmos valores de biomassa, ¢ uma explicagdo provavel para
esse fato é que possivelmente tal consércio, propagado sob condi¢des
desfavordveis (presenca de hidrocarbonetos), pode ter desenvolvido uma

resisténcia maior aos metais no meio;

® Nos experimentos para localiza¢do dos metais pesados, € possivel observar que a
aplicacdo da EPS no sistema co-contaminado ndo pareceu influenciar o
crescimento microbiano, até porque a presenga de baixas concentragcdes de
metais pesados ndo pareceu afetar tal crescimento. Por outro lado, a presenca da
substancia aumentou em cerca de 24 % a degradacdo de etilbenzeno. A EPS
também apresentou boa capacidade de sor¢do dos fons metalicos, demonstrando
aplicacdo potencial na desintoxicacdo de ambientes contaminados por metais,
permitindo uma melhora da atividade microbiana sobre os hidrocarbonetos da

gasolina;

e Os resultados demonstraram que um sistema com baixas concentracdes de

poluentes organicos (0,1 % (v/v) de gasolina) e inorganicos (1 ppm de cada
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metal) poderia ser susceptivel a atenuagdo natural, se o processo fosse conduzido

em um maior intervalo de tempo, sem a necessidade de intervencao;

¢ Um aumento na concentracdo de EPS num sistema contendo 1,0 % (v/v) de
gasolina e 5 ppm de cada metal levou a uma melhora no crescimento do
consorcio, indicando que ocorre uma reducdo do efeito inibitério causado pelos

metais sobre o metabolismo microbiano.
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5.2. Sugestoes

Este foi um trabalho para avaliar o efeito causado pela presenca de uma
substancia polimérica extracelular na biorremediacdo de sistemas co-contaminados.

Desta forma, existem vdrias sugestdes para trabalhos futuros.

No que diz respeito a EPS em si, pode-se procurar caracterizar essa substancia,
além de se determinar sua CMC (concentra¢do micelar critica). Uma técnica alternativa
para a quantificacio de metais pode ser a andlise térmica, em substituicdo a

espectrometria de absor¢do atOmica.

Sabe-se que temperatura, pH e competicdo entre ions sdo fatores bastante
importantes € que influenciam consideravelmente o processo de biossor¢dao. Sendo
assim, um planejamento experimental envolvendo esses trés fatores seria bastante
interessante, a fim de se observar as variacdes encontradas nas respostas eficiéncia de

remog¢do e capacidade de captacdo. Ainda, ¢ importante construir as isotermas de

captacao dos metais a fim de se determinar os valores de gg..

Pode-se, também, propor novos métodos de propagacdo de consorcios

microbianos a partir de amostras do solo, e otimizar as condi¢des para tal.

Os experimentos conduzidos nesse trabalho envolveram intervalos de tempo
pequenos, quando comparados aos empregados nos processos de biorremediacdo de
sistemas contaminados. Desta forma, para uma avaliagdo mais precisa, uma alternativa é
avaliar por um intervalo de tempo mais longo, de semanas ou até meses, O
comportamento do consércio em um sistema aquoso contendo gasolina e metais
pesados, com a realizacdo de amostragens periddicas para determinagdo do crescimento
celular, consumo de hidrocarbonetos e biodisponibilidade dos metais, na presenga ou

nao de EPS.

Por fim, visto que os experimentos foram realizados em sistemas sintéticos, a
aplicagdo da EPS em um sistema real contaminado é de grande interesse, como forma
de se avaliar seu efeito no metabolismo de um consércio microbiano em um ambiente

naturalmente contaminado.
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