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RESUMO

Os vazamentos provenientes de tanques de armazenamento
subterrdneo de gasolina ocasionam sérios problemas ambien-
tais e representam um risco potencial para a sociedade,
quando ha o comprometimento das aguas subterraneas que
abastecem uma determinada regido. A fragdo aromatica da
gasolina, constituida por benzeno, tolueno, etilbenzeno e xile-
nos, € considerada de maior interesse pelas Agéncias Regula-
doras porque esses compostos sao relativamente soluveis,
téxicos e comprometem a saude humana. A gasolina brasileira
ainda recebe a adicdo de 20-25% de alcool etilico anidro, que
provoca o efeito de co-solvéncia, aumentando a solubilidade
desses compostos. Dentre os varios métodos de remediagao
disponiveis, a biorremediagdo vem se apresentando como
bastante promissor, por ser considerada uma forma natural de
tratamento.

A avaliagdo de algumas condigdes como a presenga de micror-
ganismos hidrocarbonoclasticos no sitio contaminado, além da
presencga de biossurfatantes e enzimas-chave no processo de
biodegradagao se faz necessario para a implantagao da melhor
estratégia de tratamento. Existem varias técnicas de Biorreme-
diacdo de agua subterrdnea contaminada com gasolina con-
tendo etanol entre elas a Bioestimulagdo e o Bioaumento. A
Bioestimulagédo envolve a adigdo de nutrientes e aceptor final
de elétrons e o Bioaumento a incorporagdo de microrganismos
para aumentar a eficiéncia de degradacgéao .

Para avaliar o impacto da contaminagdo e dos tratamentos
implementados sobre a comunidade microbiana presente, téc-
nicas de biologia molecular vem sendo implementadas. O
fingerprinting molecular realizado através da técnica de PCR-
16S (Polymerase Chain Reaction) associada a técnica de DGGE



(Denaturing gradient gel electrophoresis) pode mostrar possi-
veis alteragdes na estrutura da comunidade antes e apds
esses tratamentos, comparando-os com a atenuacdo natural.
Essas técnicas permitem a analise de bactérias cultivaveis e
ndo cultivaveis, aerdbias e anaerdbias, sendo um método ra-
pido para avaliar mudangas estruturais na comunidade microbi-
ana em resposta a diferentes fatores ambientais. Esses estu-
dos irao facilitar o desenvolvimento de novas estratégias de
biorremediagéao.

Palavras-chave
Biorremediagéo, agua subterranea, gasolina, técnicas molecu-
lares



ABSTRACT

Gasoline hydrocarbons originating from underground leaks or
surface spills pose a potential threat to the public health and
quality of potable groundwater resources. The gasoline cons-
tituents, specially the aromatic fractions as benzene, toluene,
ethylbenzene and xylene, can represent a serious risk for
human health as some of them are considered carcinogens. In
Brazil, 20-25% anhydrous ethanol is added to gasoline promoting
a co-solvency effect and altering hydrocarbon solubility in water.
Several methods can be employed to remove hydrocarbons
from these contaminated sites and bioremediation is currently
receiving favorable publicity as promising environmentally
friendly treatment technologies for remediation.

The presence of hydrocarbonoclastic microorganisms in
contaminated sites associated with biosurfactants and key
enzymes is necessary to enhance biodegradation process. At
present, two bioremediation techniques of groundwater
contaminated with ethanol-bearing gasoline have been used,
including biostimulation and bioaugmentation. Bioestimulation
increases the activity of indigenous populations, already
present at a site, by adding nutrients and or terminal electron
acceptor and Bioaugmentation involves the addition of microbial
strains to optimize the process.

With the objective of evaluating the impact of contamination and
the implemented bioremediation technologies on the microbial
communities, molecular tools have been employed. The molecular
fingerprinting, performed with PCR-16S (Polymerase Chain
Reaction) analysis associated with the Denaturing Gradient Gel
Eletrophoresis (DGGE), can show changes in the band pattern
of bacterial community before and after treatments, as the
changes involving natural attenuation. This technique permits



the analysis of both cultivable and non cultivable, anaerobic and
aerobic bacteria and provides a rapid method to observe the
changes in community structure in response to different
environmental factors. Such studies will facilitate the development
of new bioremediation strategies.

Keywords
Bioremediation, groundwater, gasoline, molecular techniques.
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1] INTRODUGAO

As questbes ambientais estdo se tornando cada vez mais im-
portantes para a sociedade, em fungdo da maior percepgao de
que os recursos naturais estdo cada vez mais escassos, e de
que o desenvolvimento acelerado tem gerado problemas cons-
tantes de poluicdo que sempre foram negligenciados.

Os vazamentos provenientes de tanques de armazenamento
subterraneo de combustivel (TAS), principalmente os que con-
tém gasolina, representam um risco potencial para a socie-
dade, se tornando um problema de saude publica quando ha o
comprometimento das aguas subterrdneas que abastecem uma
determinada regido (KAO e WANG, 2000; RIDGWAY et al.,
1990).

A fragdo aromatica da gasolina constituida por benzeno, tolu-
eno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) é considerada de maior inte-
resse pelas Agéncias Reguladoras porque esses compostos
sao relativamente soluveis, toxicos e comprometem a saude
humana. O benzeno é considerado carcinogénico e o tolueno e
0s xilenos s&o considerados toxicos sistémicos. A gasolina
brasileira ainda recebe a adicdo de 20-26% de alcool etilico
anidro, que provoca o efeito de co-solvéncia, aumentando, em
até 20 vezes, a solubilidade de determinados compostos como
o benzeno (OLIVEIRA et al., 2004; LOVANH, HUNT e ALVAREZ,
2002; BERAUD, 1997).

As estratégias de tratamento a serem implementadas na recu-
peracdo desses locais contaminados devem ser realizadas
levando-se em conta a quantidade e composi¢do do contami-
nante, as caracteristicas do solo e a profundidade do lencol
d’agua. A selegao da tecnologia mais adequada a ser empre-
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gada sera feita em fungdo da melhor relagao custo/eficiéncia e
tempo de tratamento (CUNHA, 2004).

A Biorremediagdo vem se apresentando, portanto, como um
processo bastante promissor, principalmente pela maior aceita-
¢ao por parte das Agéncias Reguladoras e da Opinido Publica,
por ser considerada uma forma natural de tratamento (MARGESIN
e SCHINNER, 2001; RAHMAN et al., 2002).

Dentre as varias técnicas de aplicagdo da Biorremediacao in
situ, a Bioestimulagdo é a forma mais imediata e simples de
tratamento que envolve a adi¢do de nutrientes e oxigénio ne-
cessarios para acelerar o processo. Outras tecnologias vém
sendo desenvolvidas como a introdu¢cdo de microrganismos
endogenos, selecionados pelo potencial de degradar e/ou ace-
lerar o processo (Bioaumento), ou a introdugdo de enzimas
especificas, principalmente do grupo das dioxigenases, que
sao importantes na fase inicial de oxidagao do anel benzénico
(WILKSTROM et al., 1996; HAMZAH e AL-BAHARNA, 1994).

Todos esses processos necessitam de um monitoramento efi-
caz para definir se a estratégia de tratamento implementada
esta se mostrando eficiente ou se esta comprometendo, de
forma negativa, o ecossistema local.

As técnicas de Biologia Molecular, associadas ao avango no
conhecimento da Bioinformatica, tornaram possivel uma avalia-
¢ao e caracterizagao mais detalhada do ambiente. Essas fer-
ramentas permitem avaliar a dindmica populacional de um de-
terminado ecossistema frente ao impacto causado pela pre-
senca do poluente e frente as diversas formas de tratamento
utilizadas. Elas apresentam uma importancia fundamental para
desenvolver o conhecimento, a nivel de microambiente, que até
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entao tem sido pouco explorado e pouco utilizado (ROSADO e
DUARTE, 2002).

A analise de seqléncias de RNA ribossdmicos permite um co-
nhecimento maior a cerca da filogenia e evolugdo microbiana
(FREITAS, 2002; OLSEN, WOESE e OVERBEEK, 1994). O
uso do gene 16S rRNA (rrs) nas técnicas de PCR (Reagédo em
Cadeia da Polimerase) e DGGE (Eletroforese em gel com Gra-
diente de Desnaturantes) permite uma avaliagdo da comuni-
dade microbiana total de um ambiente. O Fingerprinting da
comunidade gerado por essas técnicas serve para avaliar a
diversidade estrutural de um ambiente natural e /ou apds a in-
terferéncia de fatores ambientais e da presenga de um poluente
(WATANABE, KODAMA e HARAYAMA, 2001; MACNAUGHTON
et al., 1999; ROSADO et al. 1997).
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2 | REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 | Gasolina

A gasolina € um derivado do petréleo formado por uma grande
variedade de hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos, olefini-
cos e aromaticos, contendo de 4 a 14 atomos de carbono,
compreendendo mais de 150 compostos cuja faixa de
destilacdo varia de 30 a 220 °C. Pode ser produzida no
processo de destilagcdo direta do petréleo assim como no
processo de craqueamento térmico ou catalitico de fragdes
pesadas (OLIVEIRA et al., 2004; SANTOS, 1992; FARAH, 1985).

A composigédo da gasolina é bastante diversificada em fungao
do processo utilizado para a sua produgao, das caracteristicas
do petrdleo e dos aditivos nela adicionados. A ANP (Agéncia
Nacional de Petrdleo), através da portaria numero 309, de 27
de dezembro de 2001, estabelece as especificagdes para co-
mercializagdo de gasolinas automotivas em todo o territorio
nacional e define obrigagdes dos agentes econdmicos sobre o
controle de qualidade do produto.

A gasolina € composta em média por 50 a 70% (em peso) de
hidrocarbonetos alifaticos (parafinas e naftenos), 25 a 45% de
aromaticos e até 20% de olefinas (BERAUD, 1997). Os hidro-
carbonetos aromaticos sao constituidos por benzeno, alquil-
benzenos (tolueno, xileno, etc.) e policiclicos (naftaleno,
antraceno, etc.). Além dos compostos citados, a gasolina
também recebe a adigdo de alcool etilico anidro (20 - 25% v/v)
para aumentar sua octanagem, melhorando suas caracteristi-
cas antidetonantes. Seu uso reduz em 40% a emissao de CO e
hidrocarbonetos no ar, contribuindo, desta forma, para redugao
da poluicao atmosférica.
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A gasolina pode conter, também, antioxidantes que tém como
objetivo evitar a formagdo da chamada goma, proveniente da
oxidacao da fracdo que fica fortemente aderida as paredes do
carburador e valvulas, impedindo um melhor desempenho. Os
detergentes e dispersantes utilizados diminuem, consideravel-
mente, a formacdo de depdsitos no sistema de alimentagao,
melhorando a “performance” do motor (CUNHA e LEITE, 2000;
FAIRBANKS, 1992).

A fragdo BTEX da gasolina (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos) é considerada de maior importancia no contexto ambi-
ental uma vez que esses compostos sao bastante sollveis em
agua, sao toxicos e legislados. O benzeno é classificado como
carcinogénico, enquanto tolueno e xileno séo classificados
como toéxicos sistémicos c. Portanto, esses compostos sao
indicadores especificos usados para caracterizar uma contami-
nacao por gasolina.

2.2 | Tanques de Armazenamento Subterraneo (TAS):
Fonte de Contaminagéao por Gasolina

As principais fontes de contaminagéo do solo e aguas subterra-
neas por gasolina sdo provenientes de vazamentos de tanques
de armazenamento do combustivel (TAS). Esses tanques sao
enterrados com o objetivo de ficarem protegidos contra qual-
quer perigo de explosédo (KAO e WANG, 2000).

O vazamento é proveniente da corrosdo desses reservatorios,
geralmente constituidos de ago carbono, devido a varios fato-
res, entre eles a umidade. Esses tanques costumam apresen-
tar vazamento num periodo médio de 20 anos apés sua
instalacdo, desde que nao tenha sido feita uma protecao
catédica. A perda gradual de gasolina devido a pequenas
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rupturas no tanque, muitas vezes nao é detectada pelo pro-
prietario, podendo provocar incidentes de grandes proporgoes
(OLIVEIRA et al., 1991).

O vazamento provoca, pela acdo da gravidade, infiltracao verti-
cal do combustivel, podendo atingir o lengol freatico. A quanti-
dade do produto que chegara ao lengol sera dependente da
quantidade derramada assim como da profundidade do nivel
d’dgua e da quantidade que fica adsorvida no solo (OLIVEIRA
et al., 1992).

A Figura 1 apresenta o perfil de contaminagao do solo e lengol
freatico por gasolina proveniente de vazamento de tanques de
armazenamento (LAHVIS et al., 1999). Uma boa parte da gaso-
lina, ao migrar pela zona insaturada, fica retida no solo (matéria
organica), especialmente a fragdo hidrofébica, dificultando a
extracdo fisica e formando a chamada fase sorvida. Esses
compostos podem dessorver vagarosamente e atingir o lengol
freatico, alcangando, ao longo do tempo, niveis consideraveis
de contaminagdo (ROBINSON et al., 1990). A fracdo que
atinge o lencol freatico se apresenta sob duas formas: a fragao
que se dissolve na agua, formando uma pluma de contami-
nacdo denominada de fase dissolvida, e a fragao hidrofdbica,
que por ser menos densa que a agua, fica localizada na
superficie do lengol, formando uma fase livre. (CUNHA, 1996).

Muitas vezes, o transporte de hidrocarbonetos através do solo
apresenta um perfil diferenciado, podendo migrar lateralmente.
Esse transporte é favorecido pela presenga de uma camada
horizontal ou subhorizontal de condutividade hidraulica, apre-
sentando, assim, caminhos preferenciais (OLIVEIRA et al,
1992).
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Fonte: Lahvis, 1999.

Figura 1. Perfil de contaminacgéo apés vazamento de TAS

O maior risco apds um vazamento acidental é a contaminagéo
do lencol freatico, comprometendo a qualidade das aguas de
abastecimento (SOLANO-SERENA et al., 1998). No entanto,
em grandes centros urbanos, a pluma de contaminacgéo podera
percorrer caminhos preferenciais, como tubulagcées de redes
de esgoto, galerias de rede elétrica e particularmente o metrd,
podendo provocar incéndios e explosdes, colocando em risco a
vida de seus usuarios.

A quantidade de produto que se dissolve é dependente da so-
lubilidade de seus compostos e do grau de mistura entre a fase
livre e a dgua subterrénea. A solubilidade dos hidrocarbonetos
presentes na gasolina é muito menor que a desses produtos
isoladamente em agua. Esse efeito € denominado co-solubili-
dade. Além desse fendbmeno, a presenca do etanol na gasolina
brasileira provoca o efeito de co-solvéncia, aumentando o coe-
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ficiente de particdo dos compostos individuais e alterando,
desta forma, a solubilidade dos hidrocarbonetos na agua e,
portanto, o perfil da contaminagao (OLIVEIRA, 1992).

Na década de 70, houve um grande desenvolvimento econd-
mico no Brasil e, conseqiientemente, um aumento na quanti-
dade de postos revendedores de combustivel. A experiéncia de
outros paises, como os EUA, nos mostrou que os tanques
construidos nessa época, geralmente constituidos de chapas
de ago carbono, corroiam e apresentavam vazamento num
periodo aproximado de 20 anos a partir da sua instalagao.
Portanto, a partir dos anos 90 comegou a existir uma preocu-
pagcao maior com relagdo aos vazamentos e 0s riscos envolvi-
dos na contaminagao de solos e aguas subterraneas.

De acordo com os dados publicados pela Agéncia Nacional de
Petroleo (ANP), o Brasil apresentava até margo de 2006,
34.709 postos revendedores, sendo 2.089 no Estado do Rio de
Janeiro e 8.484 no Estado de Sao Paulo (ANP, 2008).

2.3 | Legislagao

No Brasil, ainda ndo ha uma legislagdo em nivel federal para
protegdo ou remediacao de solos e aguas subterraneas. Algu-
mas leis existem somente em niveis locais, como no Estado de
Sao Paulo. O valor de intervengédo adotado pela CETESB in-
dica “o limite de contaminagdo do solo e agua subterranea
acima do qual ha risco potencial a saude humana. Ele sera
usado em carater corretivo no gerenciamento de areas conta-
minadas e quando for excedido ira requerer alguma forma de
intervengao na area avaliada, de forma a interceptar as vias de
exposicao, devendo ser efetuada uma avaliagdo de risco caso
a caso” (CASARINI et al., 2001).
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De acordo com o Relatério da CETESB de estabelecimento de
Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterraneas no
Estado de Sao Paulo, existe uma “tendéncia mundial que su-
gere a adogéo de listas orientadoras com valores de referéncia
de qualidade, de alerta e intervengdo, como uma primeira
etapa nas ag¢des de monitoramento da qualidade, prevencéo a
poluicdo e diagndstico de areas suspeitas de contaminagéao,
remetendo a avaliagdo de risco, caso a caso, para as areas
contaminadas. Cabe ressaltar que o uso de padrbes interna-
cionais pode levar a avaliagdes inadequadas, ja que existem
diferencas nas condi¢des climaticas, tecnolégicas e pedoldgi-
cas de cada pais, justificando o desenvolvimento de listas
orientadoras préprias, compativeis com as caracteristicas de
cada um deles” (CASARINI et al., 2001; CETESB, 2005).

Nos EUA, o congresso americano estabeleceu em 1980 o
CERCLA (Comprehensive Environmental Response, Compen-
sation and Liability Act) mais conhecido como superfund que
teve como objetivo principal identificar, analisar e remediar
areas contaminadas com residuos perigosos. Novas tecnolo-
gias foram entdo desenvolvidas com o objetivo de obedecer
aos critérios estabelecidos de tratamento. Neste contexto, a
Biorremediagdo vem se apresentando como uma tecnologia
promissora, tanto pelo interesse das agéncias reguladoras am-
bientais como pela maior aceitagado por parte da opinido publica
(USEPA/SUPERFUND, 2001; SEABRA, 2001; BOOPATHY,
2000).

2.4 | Biorremediagéao

Muitos termos tém sido usados para definir as reagdes que
ocorrem durante a remediacdo de sitios contaminados. Se-
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gundo NYER (1998), o termo “atenuacao natural” parece ser o
mais adequado para descrever todos 0s processos que estao
acontecendo sem a intervengdo do homem, sendo uma forma
passiva de remediagao.

A Agéncia de Protegdo Ambiental Americana (US EPA’office)
define o termo atenuagado natural como “ o processo que en-
volve a biodegradagdo, dispersdo, diluicdo, sorcdo, volatili-
zacao e/ou estabilizagcdo quimica e bioquimica do contami-
nante para reduzir efetivamente sua toxicidez, mobilidade ou
volume a niveis que ndo oferegam risco a saide humana e ao
ecossistema” (KAO e WANG, 2000; NYER, 1998).

Esta definicdo engloba tanto os processos bibticos quanto os
abidticos para reduzir os niveis do contaminante. No entanto, a
biodegradagdo € o mecanismo primario para atenuar os conta-
minantes que sdo biodegradaveis. De acordo com NYER e
colaboradores (1998), o termo Biorremediacéo se refere, por-
tanto, a todas as reagdes bioquimicas da atenuagado natural.
Esta técnica esta sendo considerada adequada por oferecer
baixos riscos aos sitios contaminados e € uma alternativa que
favorece a relacdo custo-beneficio do tratamento (MARGESIN
e SCHINNER, 2001).

O principio da Biorremediagao se baseia na utilizagdo de po-
pulagbes microbianas que possuam a habilidade de modificar
ou decompor determinados poluentes. Pode-se utilizar a acao
e/ou adi¢gdo de microrganismos enddégenos, assim como prove-
nientes de outros sitios ou estirpes geneticamente modificadas.
O principal objetivo é obter niveis de degradagéo até o limite de
deteccao do poluente ou abaixo dos valores aceitaveis ou esta-
belecidos pelas agéncias reguladoras. O beneficio maximo
deste processo € a completa mineralizagdao dos compostos
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assim como formacdo de biomassa (PRINCE et al., 1993;
CUNHA e LEITE, 2000; LANGWALDT e PUHAKKA, 2000). A
intensidade da biodegradacédo de hidrocarbonetos em solo é
influenciada por varios fatores que envolvem a populagido mi-
crobiana indigena, a disponibilidade de nutrientes e oxigénio, o
pH, a temperatura, a qualidade, a quantidade e a biodisponibili-
dade do contaminante, assim como as propriedades do solo
(MARGESIN, ZIMMERBAUER e SCHINNER, 2000).

Um dos primeiros relatos da utilizagao de hidrocarbonetos pre-
sentes na gasolina por microrganismos foi feito em 1942 por
HAAS apud ZOBELL (1946). Ele isolou varias estirpes degra-
dadoras de tanque de armazenamento subterraneo (TAS) con-
tendo gasolina. Aproximadamente 66% das culturas isoladas
pertenciam ao género Pseudomonas, indicando que a habili-
dade em utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono é uma
caracteristica propria deste género.

Dentre os varios tratamentos que compdem o processo de
Biorremediacgao in situ, a Bioestimulagdo parece ser o mais
usual. Este tratamento envolve basicamente a adi¢do de
nutrientes (N e P) e oxigénio, necessdrios para estimular os
microrganismos enddgenos, acelerando o consumo da matéria
organica presente (contaminante) (MARGESIN, ZIMMERBAUER
e SCHINNER, 2000).

O nitrogénio é o nutriente mais comumente adicionado em pro-
cessos de Biorremediacado. Ele pode ser utilizado tanto para o
crescimento celular (NH4" ou NO3") quanto como aceptor final
de elétrons (NOj3). Ele pode ser adicionado na forma de uréia
ou cloreto de amdnio, mas também pode ser utilizado como
qualquer sal de amdnio, como o nitrato de aménio (LIEBEG e
CUTRIGHT, 1999). O fésforo pode ser empregado como fos-
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fato de sdédio, fosfato de potassio, sais orto fosféricos e polifos-
fatos. Essas fontes sdo facilmente assimiladas pelo metabo-
lismo microbiano, estimulando a biodegradacéao de hidrocarbo-
netos. O estimulo algumas vezes é imediato, mas pode reque-
rer algum tempo para que o beneficio seja evidente e rara-
mente a adigdo de outros elementos, além de P, N e O,, pode
estimular a biodegradagdo em ambientes naturais e impacta-
dos (ALEXANDER, 1999).

O oxigénio é o fator metabdlico mais critico no processo. Em
fungéo da concentragéo de oxigénio ser limitada nos ambientes
subsuperficiais, a injecdo de peroxido de hidrogénio como fonte
de oxigénio é uma técnica bastante utilizada em tratamentos in
situ. Dentre as vantagens da sua aplicagdo podemos citar o
custo relativamente baixo envolvido na aplicagdo, a possibili-
dade de utilizagdo de concentragdes altas para prover supri-
mento de oxigénio maior do que a saturagdo com ar propor-
ciona, além de nao persistir no ambiente. As desvantagens do
uso do peroxido incluem a toxicidez aos microrganismos e a
rapida decomposicdo em ambientes subterraneos (WATTS et
al., 2003; KORDA et al., 1997; ATLAS, 1991).

A Biorremediagdo pode, também, utilizar além da populagao
indigena, presente nos sitios para degradar os contaminantes,
a adicdo de um indculo microbiano proveniente dessa mesma
microbiota indigena, que apresente capacidade de degradar ou
produzir substancias que favoregam a eficiéncia do processo.
Esse tipo de tratamento € denominado Bioaumento (CUNHA e
LEITE, 2000; JANSSON et al., 2000; LIEBEG e CUTRIGHT,
1999; CHEN e TAYLOR, 1997).

A utilizagdo de microrganismos enddgenos € preferencial aos
provenientes de outros sitios ou aos microrganismos genetica-



Biorremediacgdo de Agua Subterranea Contaminada com... 23 e

mente modificados, pois ndo necessita de um monitoramento
mais incisivo e € mais “natural” do ponto de vista ecoldgico : as
chamadas “tecnologias verdes” (CHEN e TAYLOR, 1997).

O uso do Bioaumento, como tecnologia de Biorremediagao,
tem sido bastante reportado na literatura (RUBERTO, VAZQUEZ
e MAC CORMACK, 2004; BARATHY e VASUDEVAN, 2001;
IWAMOTO e NASU, 2001; NOCENTINI, PINELLI e FAVA, 2000).
A concentracdo do indculo adicionado é um fator bastante im-
portante para aumentar a taxa de biodegradacgao. A efetividade
esta diretamente relacionada a manutengdo de uma concen-
tracdo significativa durante todo o periodo de tratamento, mui-
tas vezes conseguida através de adigbes periddicas. Esta in-
oculagao intermitente pode permitir uma distribuigdo mais
uniforme dos microrganismos na area tratada (GILBERT e
CROWLEY, 1998).

A taxa de biodegradacéo de hidrocarbonetos é dependente de
uma série de parametros fisico-quimicos como temperatura,
pH, nutrientes inorganicos e oxigénio. A capacidade de deter-
minados microrganismos de produzir ou sintetizar enzimas es-
pecificas e essenciais ao processo é tao importante quanto a
produgdo de biossurfatantes in situ, que promove a solubiliza-
¢ao e transporte dos contaminantes, disponibilizando-os para o
ataque microbiano (DEZIEL et al. 1996).

2.4.1 | Produgdo de Biossurfatantes

Uma das limitagdes nos processos de Biorremediagao in situ é
a baixa solubilidade dos hidrocarbonetos de petréleo, uma vez
que parte fica aderida a matéria organica presente ou retida
nos espagos da matriz do solo. Este fato impede a biodisponi-
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bilidade desses poluentes, dificultando, conseqiientemente, sua
biodegradacao.

O uso de surfatantes sintéticos em sistemas de tratamento de
solo contaminado por petréleo pode facilitar a recuperacao
dessas areas, aumentando a area superficial para o ataque
microbiano; porém, podem promover acumulo desses com-
postos nos ecossistemas, podendo causar sérios danos am-
bientais (MULLIGAN e GIBBS, 2001; HEALY, DEVINE e
MURPHY, 1996).

Como alternativa ao uso desses surfatantes sintéticos nos pro-
cessos de Biorremediacdo podemos citar a adicao de emulsifi-
cantes microbianos e/ou a estimulagao da producéao in situ de
biossurfactantes pelos microrganismos endégenos. Este ultimo
tem recebido atencéo especial por apresentar vantagens como
baixa toxicidade, alta biodegradabilidade, alta seletividade e
pelo grande interesse no uso de produtos considerados natu-
rais, principalmente pela maior aceitacao por parte da opinido
publica (MAKKAR e CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al., 2002).

Existe uma grande quantidade de microrganismos capazes de
produzir diferentes tipos de biossurfatantes entre eles
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. A quantidade pro-
duzida e sua estrutura quimica irdo depender de alguns fatores
como temperatura, pH, elementos tragos e fontes de nitrogénio
e fosforo, sendo necessario estudos preliminares para a otimi-
zacgao do processo (CUNHA et. al., 2004; RON e ROSENBERG,
2001).

Rahman e colaboradores (2002) testaram diferentes métodos
de Biorremediagéo ex situ de solo contaminado com gasolina.
Os resultados obtidos demonstraram que a adigao de biossur-
fatante ao solo contaminado com gasolina aumentou as taxas
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de biodegradacao, em fungdo da melhor solubilizagdo desses
hidrocarbonetos para degradagao microbiana.

Os agentes tensoativos microbianos apresentam uma vasta
aplicagdo em varios campos da industria, incluindo a far-
macéutica, a de cosméticos, na agricultura, assim como nos
processos de tratamento de sitios contaminados com hidrocar-
bonetos de petrdleo (BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2000;
SIGH et aL., 2007). O grande interesse atual incide em viabi-
lizar tecnicamente sua produgdo in situ como estratégia de
recuperagcao de ambientes impactados (RON e ROSENBERG,
2001; BOGNOLO, 1999).

2.4.2 | Vias metabdlicas e enzimas envolvidas no proces-
so de degradagéao de hidrocarbonetos aromaticos

Uma grande quantidade de hidrocarbonetos aromaticos, pre-
sentes na natureza ou incorporados como compostos xenobio-
ticos, pode ser degradada por varios microrganismos através
de rotas catabolicas especificas.

As dioxigenases atuam no processo de biodegradagédo desses
hidrocarbonetos aromaticos e compdéem um sistema enzi-
matico multicomponente possuindo uma faixa ampla de especi-
ficidade pelo substrato. Essas enzimas convertem os hidrocar-
bonetos aromaticos aos correspondentes arenos cis-diol
(GIBSON e PARALES, 2000). A Figura 2 apresenta a oxidagao
do benzeno por duas diferentes vias metabdlicas (URURAHY,
1998).

O intermediario cis-dihidrodiol é oxidado a catecol que é entao
facilmente convertido por rotas metabdlicas conhecidas como a
clivagem orto (B-cetoadipato) e a clivagem meta (a-cetoadi-
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pato) realizada pelas enzimas catecol 1,2 dioxigenase e
catecol 2,3 dioxigenase, respectivamente (URURAHY, 1998;
LOH e CHUA, 2002). Ha, entao, a formagéo de acidos que séo
utilizados via ciclo do &cido tricarboxilico (WILKSTROM et al.,
1996; HAMZAH e AL-BAHARNA, 1994;).

A enzima catecol 2,3 dioxigenase catalisa a oxidagao do cate-
col ao 2 hidroxi-semialdeido mucénico e sua atividade en-
zimatica representa um potencial para sua produgado comercial
e aplicagdo industrial (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2000).
A deteccado de genes catabdlicos funcionais para avaliagdo do
potencial de biodegradacdo por uma populacdo bacteriana
indigena em sitios contaminados tem sido bastante reportados
(KASUGA et al., 2007; MESEARCH et al., 2000; SEI et al.,
1999). O interesse atual na estrutura e na funcionalidade des-
sas dioxigenases se deve, em parte, ao fato dos hidrocarbo-
netos aromaticos serem contaminantes em potencial de solos e
aguas subterrdneas e que sua remogao pelos microrganismos
endogenos representa uma excelente solugdo de tratamento.
O estudo, portanto, desses sistemas enzimaticos que oxidam o
anel aromatico, e a utilizacdo de métodos moleculares asso-
ciados a sua deteccdo sdo de importancia fundamental em
prover conhecimento cientifico para implantagdo, desenvolvi-
mento e monitoramento de tecnologias de Biorremediacao
(JOHRI et al., 1999; GIBSON, 2000).



Biorremediacgdo de Agua Subterranea Contaminada com...

H [N
+ = O 4 oH &2
@ NADH NAD Eon NAD® MNADH +H /\ \J Rota 1
E oH L | -
C, : : ':,: [ 2
“H

o1 '(A“ROLEZ
0
Benzeno cis-dinidrodiol-benzeno Catecal
Rota 1: meta-clivagem
COH
H :
H, H |
o Hy0 HCOH \C/ o R0 co Flruvato
COH S.J. I | 2 li |
. co CH  sem—=d "
OH H \ﬁ/ H=—C—H Acetaldeldo
2
2-hidroxi-semialdeid
muc;%)iﬂwsemla e 2-oxopenta-4-enoalo CHs

4-hidroxi-2-oxovalarato

Rota 2: orto-clivagem

H’ OH O
# N coo 600’ coo | coor
Colgz—gnive

I8, cig=muconalo

B \-lactona fi-cetoadipato

Fonte: Ururahy, 1998.

Figura 2. Rotas metabodlicas de degradagéo do benzeno

2.5 | Ecologia Microbiana Molecular

Em fungéo do grande avancgo tecnoldgico, foi possivel verificar
que o conhecimento a cerca da biodiversidade existente no
planeta é praticamente insignificante. O estudo de caracteri-
zacgao e conhecimento da dindmica de determinados ecossiste-
mas ainda é pequeno apesar de todo o esfor¢o que vem sendo
realizado. Esta falta de conhecimento se deve em grande parte
ao fato de que os microrganismos precisam ser cultivados para
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serem caracterizados. Sabe-se hoje em dia que apenas uma
pequena fragdo dos microrganismos presente no meio ambi-
ente (0,1 a 10%) podem ser cultivados por técnicas-padrao.
Essas técnicas classicas, baseadas no cultivo desses
microrganismos, além de possuirem um custo elevado, de-
mandam um tempo relativamente grande para analise, ha-
vendo a possibilidade, também, de apds varias geragdes, os
microrganismos apresentarem alteragdes fisiologicas e até
genéticas significativas, como também a de s6 crescerem em
meios especificos (ROSADO e DUARTE, 2002; THERON e
CLOETE, 2000).

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular,
associadas ao conhecimento em bioinformatica, tornou-se pos-
sivel a caracterizacdo de comunidades microbianas mistas em
determinados ecossistemas, revelando os grupos atuantes,
muitos destes até entdo desconhecidos. Essa revolugao do
conhecimento possibilitou a criagdo de um novo campo na Mi-
crobiologia Ambiental denominado Ecologia Microbiana Mole-
cular (ROSADO et al., 1997).

Apesar da utilizacdo dessas novas técnicas para o estudo da
diversidade microbiana, as tradicionais, que envolvem enrique-
cimento e cultivo, também sao fundamentais para obter um
conhecimento mais detalhado a respeito de capacidades meta-
bdlicas e caracterizagao fenotipica, podendo, desta forma, che-
gar o mais proximo possivel da caracterizacdo do ambiente
real.

A utilizagao de técnicas moleculares permite, portanto, um co-
nhecimento mais aprofundado dos grupos microbianos pre-
sentes, apds a selegdo natural imposta por condigées extre-
mas, como a presencga de substancias poluentes e de suas
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formas distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico,
esses métodos sao viaveis porque sado rapidos e sensiveis
para identificar e monitorar a populagdo microbiana presente e
atuante no processo de Biorremediagdo (WILKSTROM et al.,
1996).

Os resultados obtidos com essas técnicas possibilitam definir
com maior precisdo o melhor processo de Biorremediagdo a
ser implementado, desenvolvendo mecanismos que promovam
a utilizacdo maxima de um determinado grupo presente na
comunidade microbiana. A presenga de uma grande quanti-
dade de copias de um gene catabdlico em uma area contami-
nada pode ser um indicativo de que esteja ocorrendo um pro-
cesso de biodegradagédo natural ou que a estratégia de trata-
mento empregada seja eficiente.

As bactérias que, na presenca de oxigénio, degradam hidrocar-
bonetos arométicos, utilizam enzimas dioxigenases para ativar
e clivar o anel, estando envolvidas na degradacdo de BTEX.
Portanto, a detecgdo dos genes correspondentes, serve como
base para monitorar o processo, se apresentando como
excelentes indicadores (MESEARCH et al., 2000). O gene que
codifica a enzima catecol 2,3 dioxigenase tem sido bem
caracterizado, permitindo o desenho de iniciadores especificos
da familia das dioxigenases (SEI et al., 1999; MESEARCH et
al., 2000).

Mesearch e colaboradores (2000) desenvolveram iniciadores
especificos para 0 gene que codifica a enzima catecol 2,3 dio-
xigenase (C23DO) com o objetivo de avaliar a biodegradagao
de solos impactados por petréleo. A utlizagdo da técnica de
PCR (Reagédo em Cadeia da Polimerase) competitivo demons-
trou ser esta uma ferramenta poderosa para monitorar a Bior-
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remediacdo e mostrar evidéncias de que a atenuagédo natural
estava ocorrendo.

2.5.1 | Extragdo de acidos nucléicos a partir de amostras
ambientais

Os métodos de amostragem (coleta do material) representam
uma etapa importante para utilizacdo de técnicas moleculares
(extragdo de DNA e/ou RNA para amplificagdo por PCR). A
escolha do melhor método de extragao esta vinculada ao tipo
de acido nucléico a ser isolado e o tipo de ambiente estudado.

Existem muitos protocolos descritos para extragao direta e indi-
reta de DNA de solo (amostras ambientais). A extragao direta
envolve a lise celular direta na matriz seguida da extragdo do
DNA (OGRAM et al., 1987), enquanto a extracdo indireta en-
volve a separagao das células para posterior lise e extragado do
DNA (TORSVIK, 1980; HOLBEN et al., 1988). Em ambos os
métodos, é necessario uma etapa posterior de purificagdo dos
acidos nucléicos (ROSADO et al., 1997).

Uma grande parte desses protocolos foi testada em um
numero limitado de tipos de solo, principalmente com baixo
conteudo de matéria organica, ndo podendo, dessa forma, ser
aplicado para todos os tipos de amostras ambientais
(WILKSTROM et al., 1996).

2.5.2 | RNA Ribossémico 16S (rRNA 16S)

As sequéncias de RNA ribossomais 16S tém sido preferencial-
mente escolhidas para determinacdo da estrutura filogenética
de espécies procaritticas porque apresentam vantagens como:
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— encontram-se presentes em todos os organismos;
— parecem ser geneticamente estaveis;

— possuem tamanho razoavel;

— derivam de um ancestral comum.

Essas moléculas séo constituidas de regides altamente conser-
vadas entre organismos que compartiiham aquela espécie de
rRNA, e regibes variaveis, sendo o grau de variacdo nessas
regides especificas diferente. Portanto, a andlise das sequén-
cias dos RNAs ribossOmicos, permite um conhecimento maior
da filogenia e evolugdo microbiana (OLSEN, 1994; WOESE,
1987;ROSADO e DUARTE, 2002).

2.5.3 | PCR (Reagado em Cadeia da Polimerase)

A reagdo em cadeia da polimerase foi inicialmente descrita por
SAIKI e colaboradores (1985). Esta técnica permite amplificar
“in vitro” segmentos especificos de DNA, gerando varias copias
destes.

Para que a amplificagdo ocorra é necessario utilizar um par de
iniciadores (primers) que flanqueiam a regido alvo. Geralmente
envolvem de 30 a 45 ciclos de amplificagdo, sendo cada ciclo
constituido de: 1) desnaturagdo do DNA, 2) anelamento dos
primers, 3) extensdo ou alongamento pela enzima Taq polime-
rase. A utilizagdo desta enzima termoestavel, obtida de Thermus
aquaticus, se deve as altas temperaturas empregadas na
desnaturacao do DNA.

A eficiéncia e especificidade do método sdo influenciadas por
uma série de fatores como o iniciador utilizado, o regime de
repeticdo dos ciclos, os reagentes e suas concentracdes, a
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presenga de aditivos, o grau de pureza das amostras entre
outros (ROSADO et al. 1997).

2.5.4 | DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturantes)

Esta metodologia é aplicada na determinacgéo direta da diversi-
dade genética de populagdes microbianas complexas. Ela se
baseia na eletroforese dos produtos de PCR em géis de polia-
crilamida contendo um gradiente crescente de agentes desna-
turantes (uréia e formamida). Os fragmentos que possuem o
mesmo tamanho e sequéncias nucleotidicas diferentes podem
ser separados pela diferenga na mobilidade das moléculas
ap6s a desnaturagdo quimica de seus dominios chamados
“Melting Domains”.

A mobilidade eletroforética do DNA ¢ sensivel a estrutura se-
cundaria da molécula que pode ser helicoidal, parcialmente
desnaturada e fita simples. Portanto, a desnaturacdo parcial
promove uma movimentagdo mais lenta no gel comparada a
molécula em fita dupla ou simples. As moléculas que possuem
sequéncias nucleotidicas diferentes irdo parar de migrar em
posicdes diferentes no gel, gerando perfis diferenciados, o que
nao era possivel de verificar através da visualizagdo em gel de
agarose. A Figura 3 apresenta um esquema da visualizagao
dos produtos de PCR em gel de agarose e separados através
da eletroforese em gel com gradiente de desnaturantes (DGGE)
(ROSADO e DUARTE, 2002).

Através desta técnica é possivel detectar, aproximadamente,
50% das variacdes de sequéncias em fragmentos de DNA com
até 500 pares de bases (MYERS, 1985). Quando se acres-
centa a extremidade 5 de um dos iniciadores um “grampo” de



Biorremediacgdo de Agua Subterranea Contaminada com... 33 s

GC contendo de 30 a 50 nucleotideos, ha um impedimento da
dissociagcédo das fitas de DNA aumentando para 100% a de-
tecgéo das variagdes existentes (MUYZER, 1993).

Figura 3. Produtos de PCR vistos apos eletroforese em (a) gel de
agarose e (b) em gel com gradiente de desnaturantes (DGGE)

Esta técnica pode ser usada para complementar o monitora-
mento nos estudos de impactos ambientais. Além de avaliar a
diversidade genética de amostras ambientais, estudando o
efeito da presenca de um determinado poluente na estrutura da
comunidade microbiana, é possivel verificar aqueles que se
adaptam e atuam no processo de Biorremediagdo. Pode tam-
bém ser aplicada no monitoramento de microrganismos inocu-
lados in situ, avaliando sua permanéncia ou eliminacdo nos
processos de Bioaumento (FRANCO et al. 2006; IWAMOTO e
NASU, 2001; KAO et al., 2008).
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3 | CONSIDERAGOES FINAIS

Os vazamentos de gasolina provenientes de tanques de arma-
zenamento e tubulagbdes subterrdneas, em postos de servico,
sdo as principais fontes de contaminagdo do solo e aguas
subterrdneas por BTEX. Varias consideragbes sobre a aplica-
bilidade das tecnologias usuais de remediagdo desses sitios
contaminados tém mostrado que os métodos fisicos e quimicos
apresentam custos mais elevados, podendo ser em muitos
casos inviaveis economicamente. Os processos biolégicos
oferecem uma grande quantidade de tecnologia alternativas e
mais econdmicas para o tratamento desses sitios. A avaliagao
do impacto causado sobre a comunidade microbiana, apoés
estas diferentes formas de remediagdo, nos fornece infor-
macdes importantes de comprometimento da técnica, ajudando
a confirmar ou n&o sua aplicabilidade.

O conhecimento a cerca da biodegradacado de compostos polu-
entes no meio ambiente tem sido bastante estudado através de
métodos convencionais de cultivo em laboratério, isolando mi-
crorganismos degradadores, com potencial para atuagdo nos
processos de remediagdo. A aplicagdo recente das técnicas
moleculares tem mostrado uma maior diversidade destes mi-
crorganismos presentes em areas impactadas, muitos deles
diferentes dos isolados em condig¢des laboratoriais. Portanto,
as técnicas de ecologia microbiana molecular vao servir para
detectar espécies dominantes que os métodos convencionais
nao conseguiriam. A maior razdo para a incapacidade de de-
teccao pelos métodos de cultivo convencionais se deve a dife-
renca nas condigdes fisioldgicas impostas pelo ambiente natu-
ral e pelo cultivo em laboratério, onde o aporte de nutrientes é
consideravelmente diferente.
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As comunidades microbianas em ambientes impactados ten-
dem a se reorganizar, favorecendo o predominio dos microrga-
nismos mais aptos a utilizar e tolerar os compostos poluentes.
Desta forma, as comunidades se tornam menos diversas do
que no ambiente sem estresse, sendo dependentes tanto da
complexidade do material poluente quanto da concentragéao e
tempo de exposi¢cado dos microrganismos a estes compostos.

Neste contexto, as técnicas moleculares vem sendo muito utili-
zadas com o objetivo de monitoramento ambiental. O perfil da
comunidade dominante gerado pela técnica de DGGE/TGGE
de fragmentos de rRNA 16S tem sido empregado para exami-
nar os efeitos das diferentes técnicas de biorremediacao utiliza-
das, sobre a comunidade bacteriana enddgena, numa quanti-
dade bem grande de situagdes envolvendo experimentos tanto
em escala laboratorial, planta-piloto quanto em campo. Atual-
mente a vantagem de utilizar o gene 16S rRNA (rrs) incide na
grande base de dados disponivel, mas a medida que novos
genomas forem sequenciados, novos genes poderdo ser utili-
zados como marcadores moleculares.

Novas técnicas moleculares vém surgindo, em especial as que
utilizam genes funcionais, para ajudar a elucidar as fungbes
desempenhadas por populagbes especificas no ambiente e
com isso contribuir para definir uma melhor estratégia de reme-
diacdo de ambientes impactados e oferecer uma contribuicdo
direta sobre a eficiéncia do processo.
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GLOSSARIO

Acidos nucleicos — Macromoléculas contendo unidades repeti-
das de nucleotideos. Podem ser classificadas como DNA
(acido desoxirribonucléico) e RNA (acido ribonucléico)

BTEX — Fracado de hidrocarbonetos aromaticos composta por
benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno e p-xileno.

DGGE — Técnica para obtencao do perfil de comunidades mi-
crobianas através das diferencas na composicdo de
sequéncias de DNA em diferentes organismos, separadas por
eletroforese em gel com gradiente de desnaturantes .

PCR-16S — método de amplificagdo in vitro de um fragmento
do gene que codifica a subunidade 16S do RNA ribossémico.

Fingerprinting — termo literal “impresséao digital” que se refere
ao perfil caracteristico das comunidades microbianas
estudadas.

16S rRNA (rrs) — Gene que codifica a subunidade 16S do RNA
ribossémico. Considerado um cronémetro molecular.
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