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Os hidrocaobonetos aromaticos
policiclicos (PAHs) consitutem um grupo
de compostos que agridem ao meio
ambiente e, consequentemente, ao ser
humano. Um processo eficaz para a
degradagdo desses compostos é a
biorremediagéo. Esta técnica
fundamenta-se na oxidagdo biolégica
por microrganismos, decompondo a
matéria orgdnica em  substancias
simples como CO. e H:0. Neste

degradagdo de naftaleno pela bactéria
Pseudomonas fluorescens HK44.

O experimento de  biodegradagdo
contendo inicialmente  10mg/L  do
poliaromético  foi  realizado  na
concentragdo  celular  0,2g/L.  Os
resultados obtidos comprovaram o
poténcial de degradagéo da cepa HK44,
uma vez que a remogéo real de 54,9%
de naftaleno foi obtida em menos de
2horas.

trabalho, estudou-se a cinética de

1.INTRODUGAO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) sdo uma classe de
contaminates bastante conhecidos, originados da combustdo incompleta de
compostos  organicos e processos geoquimicos. Estes podem ser
encontrados em todos os segmentos ambientais, incluindo solo, agua e ar e
s80 passiveis de serem biodegradados (Valdman, 2004).

Dentre os PAHS, o naftaleno foi estudado como modelo por possuir a maior
solubilidade em agua (31,7mg/L) (Valdman et al., 2004). Este hidrocarboneto,
quando ingerido ou inalado pelo homem, pode provocar diversos efeitos,
dentre eles: anemia hemolitica, catarata, aumento do bago, danos aos rins e
ao cérebro.



Uma das formas de tratar efluentes e locais contaminados por naftaleno é a
biorremediagdo, que consiste no uso de microorganismos, como bactérias,
fungos filamentosos e leveduras, para degradar substancias nocivas,
transformando-as em produtos com pouca ou nenhuma toxicidade (Tiburtius
etal., 2004).

Neste trabalho, foi testado o processo de biodegradagdo de naftaleno
utilizando uma bactéria como agente degradador.

2. OBIETIVO

Estudar a cinética de biodegradagdo do naftaleno, utilizando o
microorganismo Pseudomonas fluorescens HK44.

3. MATERIRIS E METODOS

3.1Microrganismo de Estudo

A bactéria Pseudomonas fluorescens HK44 (DMSZ 6700) foi gentiimente
cedida pela Prof.a Dr.2 Selma G. F. Leite do Departamento de Engenharia
Bioquimica da Escola de Quimica — UFRJ. Esta bactéria foi isolada de solo
contaminado com PAHs (King et al., 1990).

3.2 Meios e Solucdes Estoque

Seguem as composi¢des dos meios e solugbes estoque, mantidas em
congelador, utilizados nos experimentos:

v" Solugao estoque de naftaleno: Naftaleno em etanol (10mg/mL).

v Solugdo estoque de tetraciclina: Tetraciclina em etanol:agua (1:1)
(15mg/mL).

v Meio de crescimento (YEPG-Tc) - Extrato de lévedo (2,0g/L); Peptona
de caseina (2,0g/L); Glicose (1,0g/L); Nitrato de aménio (0,2g/L) e
tetraciclina (15mg/L).

v’ Meio de detecgéo (MD-Tc) - Extrato de lévedo (0,1 g/L) e tetraciclina
(15mg/L).



3.3 Cinética de Crescimento

O cultivo do pré-inéculo foi realizado em um Erlenmeyer de 250mL contendo
50mL de meio YEPG-Tc citado no item 3.2. Ap6s 16 horas de crescimento a
28°C em shaker a 150 rpm, mediu-se a densidade ética da suspenséo celular
da cepa HK44 em espectrofotometro UV-visivel (Perkin Elmer Lambda 12) no
comprimento de onda 546nm (DOs4enm) (Valdman et al., 2004)

Para iniciar o acompanhamento da curva de crescimento, calculou-se o
volume (mL) necessario do pré-inoculo para se obter uma DOssenm inicial
préxima de 0,2 em 200mL do mesmo YEPG-Tc, contidos em um Erlenmeyer
de 1000mL. Retirou-se, entdo, a primeira aliquota para leitura da DOsgnm NO
tempo inicial (Oh). O cultivo foi mantido a 28°C em shaker a 150 rpm e o
crescimento celular foi monitorado pela absorvancia medida periodicamente
até alcancar um valor méaximo estavel, representando a fase estacionaria.

3.4 Peso Seco

Apbds crescimento celular conforme descrito no item anterior 3.3, as células
em estado estacionario foram centrifugadas por 25min. a 3500rpm e o
precipitado obtido foi ressuspendido em um minimo de agua destilada (cerca
de 5mL). Apos transferéncia para um s6 tubo de centrifuga, as células foram
novamente centrifugadas nas mesmas condigdes anteriores e lavadas com
agua destilada novamente. A biomassa foi ressuspendida em agua destilada
para se obter uma suspens&o concentrada de células.

Dois mL dessa suspensao foram colocadas em um cadinho seco e ja pesado
(em duplicata), secando-o em estufa a 60°C e pesando o cadinho com as
células até atingir peso constante. Calculou-se a concentragdo (g/L) da
suspensdo, dividindo a massa celular (mg) obtida pelo volume conhecido
(2mL).

Desta mesma suspensao utilizada para o célculo da concentragéo celular,
varias diluigbes foram feitas para obter cerca de 8 leituras de absorvancia
(DOs46nm) entre 0,1 e 0,5, correspondendo cada leitura a sua respectiva
concentragéo celular.



3.5 Caracterizaco do Naftaleno

3.5.1Definigdo do Comprimento de Onda Otimo

Para confirmar o comprimento de onda 6timo para a quantificagdo do
naftaleno em espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda 12), fez-se a
varredura no comprimento de onda na regido do UV (220-330nm). Tendo em
mé&os o resultado, identificou-se o pico maximo de absorgdo de luz do
hidrocarboneto policiclico para se obter a curva de calibragao.

3.5.2 Curva de Calibracao para Naftaleno

Partindo de uma solugdo estoque de naftaleno (item 3.2), realizaram-se
algumas diluigdes conhecidas e, para cada uma, fez-se a leitura da
absorvancia correspondente no comprimento de onda 6timo, determinado no
item anterior 3.5.1. O solvente utilizado nas diluigdes foi 0 meio de detecgao
Ccuja composi¢ao encontra-se descrita no item 3.2 deste trabalho.

Com os valores obtidos, graficou-se a absorvancia medida versus a
concentragdo de naftaleno, obtendo-se a curva de calibragdo do
hidrocarboneto poliaromatico.

3.6 Experimento de Biodegradacao de Naftaleno

Apés o crescimento celular ter chegado na fase estacionaria, conforme
descrito no item 3.3, as células foram centrifugadas por 25 minutos a
3500rpm. Ressuspendeu-se a biomassa em pequeno volume de agua
destilada e mediu-se a DOs4snm da suspenséo celular resultante.

Com o auxilio do peso seco (item 3.4), calculos foram realizados para saber
qual o volume (mL) deste concentrado celular deveria ser adicionado nos
frascos (250mL) contendo 50mL de meio de deteccdo para se obter a
concentragéo celular 0,2g/L nos experimentos de biodegradag&o.

O inicio do teste de biodegradagdo foi dado no momento em que se
adicionou um certo volume de naftaleno da solugdo estoque para que a
concentragdo do mesmo no meio ja inoculado fosse de 10mg/L. Retirou-se,
entdo, a primeira aliquota (cerca de 5mL) referente ao ponto Oh e os frascos



foram colocados a 28°C sob agitagdo constante de 150rpm. Aliquotas foram
retiradas periodicamente e imediatamente analisadas apos filtragdo em
membrana Millipore 0,45nm. Cada aliquota isenta de células teve sua
absorvancia medida no comprimento de onda 6timo pré-determinado para o
naftaleno, a fim de quantificar a concentracdo deste composto através da
curva de calibrag&o obtida no item 3.5.2. Este procedimento foi realizado até
o final do teste, no qual a biodegradagdo ndo era mais observada, que foi
atingido em 100 minutos.

Utilizou-se um frasco isento de bactéria HK44 como controle, contendo as
mesmas quantidades de meio e naftaleno, para verificar a perda do
hidrocarboneto por volatilizagdo. Os experimentos de biodegradagao foram
realizados em duplicata a fim de se obter uma maior precisdo dos resultados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Determinacao do Comprimento de Onda Otimo para o Naftaleno

Sabe-se que os compostos com anel aromatico absorvem luz na regido do
ultra-violeta. Para definir o valor do comprimento de onda 6timo do naftaleno,
ou seja, no qual a absorgdo de luz & maxima, fez-se uma varredura do
espectro na regido UV (220-330nm). Os valores obtidos permitiram construir
o sequinte grafico (Fig.1).
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Figura 1. Espectro de varredura para naftaleno na regido UV



Pelo grafico, pode-se observar que em 274nm tem-se a maior absorvancia,
definindo, assim, o comprimento de onda étimo para o naftaleno.

4.2 Curva de Calibracio para Naftaleno.

Algumas diluicbes e suas respectivas absorvancias a 274nm foram
realizadas para confeccdo da Figura 2, no qual observa-se uma boa
correlagdo linear (R2= 0,963) e uma relagdo direta entre a concentragdo de
naftaleno (mg/L) e a densidade ¢tica lida.
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Figura 2. Curva de calibragéo para naftaleno no meio de detecgéo.

Com a equagao da reta obtida:
D.0.272nm = (0,0374x[Naft.]+ 0,0474)

foi possivel determinar a concentragdo de naftaleno (mg/L) no meio de
detecgéo, medindo a absorvancia da amostra filtrada no comprimento de
onda étimo.



4.3 Correlacdo entre Absorvancia e Concentracao Celular

Algumas diluicdes foram realizadas com a finalidade de se correlacionar a
concentragdo celular com a absorvancia a 546nm, conforme mostrado na
Figura 3.
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Figura 3. Correlagao entre absorvancia medida a 546nm e concentragéo celular
de Ps. fluorescens HK44.

Com os dados obtidos, obteve-se a seguinte equagao de reta com uma boa
correlacéo linear (R = 0,999):

[Celular] = (0,309xD.0s46nm - 0,013)

Essa correlagdo permitiu calcular a concentragéo celular (g/L) utilizada em
todos experimentos subsequentes.

4.4 Determinacao da Curva de Crescimento

Tendo a correlagdo entre concentragdo celular e densidade dtica (item 4.3),
partiu-se para a caracterizagdo do perfil de crescimento da cepa HK44. Na
Figura 4, nota-se o inicio da fase exponencial em aproximadamente 2h,
enquanto que, para atingir a fase que caracteriza a estabilizagdo do
crescimento (fase estacionaria), foram necessarias mais de 20h.
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Figura 4. Curva de crescimento da bactéria HK44 em meio YEPG-Tc
a28°C e 150 rpm

Através desta curva, sabe-se quanto tempo as células necessitam para
entrar nas fases exponencial e estacionéria, informacéo essa de extrema
importancia para realizagao de outros testes.

No experimento de biodegradacdo de naftaleno, por exemplo, as células
utilizadas se encontravam na fase estacionaria de crescimento.

4.5 Ensaios de Biodegradacio

O experimento de biodegradagao de naftaleno (Ci=10mg/L), na concentragéo
celular 0,2g/L, foi feito em duplicata e comparado a um controle ausente de
células. O poliaromatico foi quantificado  periodicamente  por
espectrofotometria a 274nm e sua concentragdo foi calculada a partir da
curva de calibrago realizada anteriormente (item 4.2).
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Figura 5. Cinética de biodegradagéo de naftaleno
por Ps. fluorescens HK44 a 28°C e 150 rpm: ( m ) ensaio; ( &) controle

Observa-se, pela Figura 5, que 30 minutos sdo necessarios para iniciar o
processo de biodegradacao nas condigdes testadas. Este intervalo pode ser
explicado pelo tempo requerido para a produgdo das enzimas responsaveis
pela degradagéo e/ou para a difuséo do contaminante através da membrana
celular. Apds este tempo, & notavel uma diminuicdo da concentragdo de
naftaleno e uma estabilizagdo desta em 3,0mg/L apés 100 minutos de teste.
Tal valor de concentragdo foi menor que o obtido para Ps. putida RB1353
(6,0 mg/L) em um mesmo periodo de ensaio € com a mesma concentragao
inicial de naftaleno (Dorn et al., 2003).

Os resultados finais do experimento e o percentual de remogdo do
hidrocarboneto estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados de biodegradagéo apds 100 minutos de teste

Naftaleno (mg/L) % Remogé&o
Ensaio 3,0 71,2
Controle 8,7 16,3




A diminuicdo da concentragdo do contaminante, em percentual, observada
no controle (16,3%) deve-se a volatilizagao parcial do contaminante, uma vez
que os frascos permaneceram em agitagdo constante durante todo o periodo
de teste. Descontando-se tal parcela do percentual de remogéo do ensaio
(71,2%), obtem-se uma remocéo real de 54,9% de naftaleno em menos de
2h, demostrando, assim, um potencial da cepa HK44 em degradar naftaleno.

v' Comprovou-se a absorsdo maxima do naftaleno em 274nm. Neste
comprimento de onda, obteve-se a curva de calibragdo de naftaleno
D.0.2740m=(0,0374x[Naft.]+0,0474) (R?=0,963), na faixa de concentragao
de0a12mgl/L .

v' 0 perfil de crescimento da cepa HK44 foi caracterizado pelo inicio da
fase exponencial em aproximadamente 2h e pela estabilizagdo do
mesmo (fase estacionaria) em mais de 20h.

v" O experimento de biodegradagdo de naftaleno, na concentragédo celular
0,2g/L, comprovou o potencial de degradagdo da bacatéria Ps.
fluorescens HK44, uma vez que 54,9% de naftaleno foi removido em
apenas 100 minutos de teste.
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