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RESUMO

Nas ultimas décadas, varios microrganismos t€m sido citados como capazes de sobreviver em ambientes
contaminados por compostos recalcitrantes como os monoaromaticos BTEX em condigdes anaerdbias. A fim
de verificar a capacidade de adaptagdo da biomassa microbiana obtida a partir do lodo proveniente do efluente
de reator UASB de abatedouro de aves, foi realizado o procedimento de purificagdo das culturas, que
cresceram em meio contendo inicialmente 460 mg/L de etanol e 10mg/L de BTEX, quando separados, e
5mg/L quando em associacdo. As constantes cinéticas obtidas para as culturas crescidas em BTEX separados
e no mix foram de, respectivamente, 27,82; 45,84; 54,17; 51,82 e 23,54, sugerindo que tanto benzeno quanto
tolueno e xileno (quando juntos) interferiram no processo de biodegradacdo. A hibridizagdo in situ
fluorescente (FISH) revelou a presenga de microrganismos pertencentes aos dominios Eubactéria e Arquea,
sendo a maioria das eubactérias identificadas como pertencentes a classe a-proteobactéria.

PALAVRAS-CHAVE: FISH, BTEX, RNAr, a-proteobactéria, digestdo anaerdbia

INTRODUCAO

Os monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX) sdo frequentemente encontrados em
produtos derivados do petrdleo, tais como dleo cru, gasolina, 6leo diesel e lubrificantes (Nardi, et al., 2005).
Sua presenga no ambiente pode se dar por vazamento de tanques de armazenamento de postos de gasolina,
cuja constituicdo, no Brasil, apresenta aproximadamente um quarto de etanol, aumentando a solubilidade
desses compostos nas aguas subterraneas (Corseuil et al., 2004). Varios efeitos sdo associados a exposicao aos
BTEX, dentre eles a sua comprovada carcinogenicidade (Reutman et al., 2002; Alexopoulos et al., 2006).

Nas ultimas décadas, varios microrganismos tém sido relatados como capazes de degradar compostos
aromaticos em condicdes anaerdbias (Chakraborty e Coates, 2004) e metanogénicas (Reinhard et al., 2005).
Uma das ferramentas utilizadas para identificacdo das populagdes microbianas envolvidas nos processos de
biodegradagdo tem sido a analise de seqiiéncias de RNA ribossomal (RNAr), em substituicdo as técnicas
tradicionais de cultivo (Amann et al., 2001).

O RNA ribossomal (RNAr) é um importante componente estrutural dos ribossomos. Nos organismos
procaridticos sdo encontrados trés tipos de RNAr, classificados segundo o coeficiente de sedimentagdo em 58,
16S e 23S. O RNAr 16S, juntamente com 21 proteinas ribossomais, constitui a subunidade menor dos
ribossomos procariotos (Moter e Gbel, 2000). Por ser abundante nas células, aparentemente ndo apresentar
transferéncia lateral de genes, ter tamanho pequeno (1500 a 3000 nucleotideos), possuir elevado grau de
conservacdo em mais de uma regido ¢ a disponibilidade de bancos de dados que possibilitam a analise
comparativa de seqiiéncias, o RNAr 16S vem sendo amplamente utilizado nos estudos de relagdes
filogenéticas (Amann e Ludwig, 2000).
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A técnica de hibridizagdo in situ fluorescente (FISH) vem sendo amplamente empregada para esta finalidade,
por fazer uso de sondas oligonucleotidicas que ligam-se a regides especificas do RNAr (Moter e Gobel, 2000).

A selegdo de culturas enriquecidas capazes de degradar BTEX ¢ bem descrita na literatura (Evans et al.,
1991a; Evans et al., 1991b; Edwards et al., 1992; Harms et al., 1999; Ahad et al., 2000; Wilkes et al., 2000).
Contudo, poucos estudos relacionados a degradagdo compostos BTEX e a avaliacdo da diversidade
microbiana tém sido realizados no Brasil (Silva et al., 2002; Nardi et al., 2005; Gusmao et al., 2006). Neste
sentido, este estudo objetivou avaliar o crescimento e a diversidade de populagdes microbianas em meio
anaerobio contendo BTEX em condig¢des mesofilicas (30°C), por meio da técnica de FISH. Foram visadas as
estimativas de quantificagdo, direcionadas aos Dominios Archaea e Eubacteria e as subdivisdes o-
proteobactéria e y-proteobactéria.

MATERIAIS E METODOS

Para obtencao dos resultados, este trabalho realizou-se em duas etapas. A primeira foi a purificagdo do indculo
em funcdo de sua adaptagcdo aos BTEX como tipo de substrato. Este indculo foi escolhido por sua aos BTEX
como substrato, realizada em estudos anteriores. A segunda foi a utilizagdo da técnica de hibridizagdo
propriamente dita, visando as proporgdes entre os grupos microbianos mediante as condigdes impostas.

Ambas as etapas sdo mais detalhadamente expostas a seguir:

PRIMEIRA ETAPA: INOCULO E ENSAIOS DE PURIFICACAO

O indculo escolhido para analise experimental foi obtido do lodo coletado de efluente de reator anaerdbio de
fluxo ascendente, instalado em abatedouro de aves do municipio de Tieté (SP). A escolha desse inoculo foi
feita com base nos trabalhos de Hirasawa (2003) e Gusmao (2005), cujos resultados mostraram a capacidade
de adaptacdo dessa biomassa a processos de biodegradagdo de BTEX. A purificagdo do in6culo foi feita pelo
método das dilui¢des seriais. O procedimento foi realizado para cada um dos monoaromaticos BTEX em
separado ¢ em conjunto.

Inicialmente foram utilizados frascos de antibiotico para um volume final de 10mL, previamente esterilizados
em autoclave (30 min) e luz U.V. (30 min), nesta ordem, selados com tampa de teflon e lacre de aluminio,
previamente acrescidos de 9mL de substrato sintético previamente descrito (Florencio et al., 1995), solugdo
etanolica (10), e solugdo com cada monoaromatico (B~0,13; T~0,11; E~0,09; X~0,09). O meio foi inoculado
com ImL da amostra do efluente. A maior diluigdo que apresentou crescimento foi concentrada e transferida
ap6s um periodo de quinze dias para um volume final de 25mL, sendo novamente diluida serialmente.
Posteriormente, as culturas que cresceram nas maiores diluigdes tiveram sua biomassa aumentada para os
volumes finais de SOmL e 100mL, respectivamente.

O experimento foi realizado em triplicata para todos os monoaromaticos e em todas as etapas manteve-se
sempre constante o headspace (em 50%) e a concentra¢do do substrato sintético. A atividade das populacdes
microbianas foi monitorada, por meio das determinagdes de consumo de matéria organica (DQO), nitrogénio
amoniacal e alcalinidades total e parcial. Para tanto, foram coletadas aliquotas a cada 72h durante um periodo
total de 15 dias. Todas as determinagdes foram realizadas segundo o Standard Methods for the examination of
Water and Wastewater (1998).

SEGUNDA ETAPA: HIBRIDIZACAO IN SITU FLUORESCENTE

Para este procedimento, foram utilizadas as sondas oligonucleotidicas especificas para o Dominio Bacteria
(EUB338) e suas subdivisdes alfa (ALF968) e gama-proteobactéria (GAM42a), bem como para o Dominio
Archaea (ARC915), marcadas na extremidade 5’ com o fluor6foro Cy3 (Tabela 1).

O protocolo de hibridizacdo foi executado segundo Diaz et al. (2003). As amostras foram fixadas em
paraformaldeido 4% (v/v) por 4h a 4°C. Apds a hibridiza¢do com as sondas da Tabela 1, os exemplares foram
corados com 6puL de DAPI (4’-6-diamidino-fenil-indol; Sigma) a 1 mg/mL por trés minutos e acondicionados
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a -20°C para posterior analise. As imagens foram documentadas em microscopio Leica® DMRB, com sistema
de epifluorescéncia para os cromoforos especificos.

Tabela 1: Sondas oligonucleotidicas utilizadas na hibridizacdo (Kobabe et al., 2004).

Sonda Grupo Sequéncia (5°-3") Sitio-alvo (posicao em pb)
EUB338 Dominio Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT 16S (338-355)
ARC9I15 Dominio Archaea GTGCTCCCCCGCCAATTCCT 16S (915-934)
ALF68 Subclasse GGTAAGGTTCTGCGCGTT 16S (968-985)
a-proteobactéria
GAM42a | Subclasse GCCTTCCCACATCGTTT 23S (1027-1043)
y-proteobactéria

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados inerentes a utilizagdo de matéria organica (expressos em DQO) estdo apresentados na Tabela 2.
Este consumo foi representado de acordo com o modelo cinético de ordem zero, que melhor se ajustou aos
dados experimentais. O etanol foi utilizado como cossolvente devido ao seu efeito de aumentar a solubilidade
dos BTEX em agua (Corseuil et al., 2004).

Tabela 2: Consumo de BTEX e Etanol obtidos a partir do modelo cinético de ordem zero

Conc Ethanol® | O, (mg.L™) Ko B ) pH N-NH,’

Substrato 5 i) ) a | (mg Oyl R
(mgL7) | (mgl™) | equivalente dia™) Inicial | Final | Inicial | Final
Benzene 10,00 1021,54 27,82 0.96192 6,16 6,31 | 48,16 | 17,36
Toluene 10,00 1022,61 45,84 0.98783 6,21 6,38 | 57,12 | 19,04
Ethylbenzene 10,00 460,00 1023,40 54,16 0.95123 6,43 6,28 | 56,56 | 20,16
Xylene 10,00 1024,30 51.82 0.96540 6,15 6,18 | 56,60 | 14,84
Mix BTEX 5,00 1085,92 23.84 0.97456 6,11 6,33 | 60,48 | 25,20

“consumo esperado durante a assimilagdo do substrato

®consumo diario (em DQO) observado durante a assimilagdo do substrato

“valor tedrico para o cossubstrato adicionado as culturas (resultando numa DQO de 960 mg/L, em adi¢do aos
valores de DQO dos BTEX)

Como o etanol é mais facilmente degradado em relagdo aos BTEX, os valores de DQO obtidos sugerem que
provavelmente o etanol foi a unica fonte de carbono utilizada para o crescimento microbiano. Contudo, €
importante ressaltar que a presenca dos aromaticos exerce influéncia nesse processo. Levando-se em
consideracdo o papel do etanol como fonte de carbono, o metabolismo metanogénico deve ter sido ativado
(Gibson & Harwood 2002). Esta hipotese se apdia na presenga de arqueas nas culturas (ver resultados
adiante).

Estudos prévios sob condigdes metanogénicas (Reinhard et al., 2005) mostraram que a remogao completa de
tolueno e p-xileno em 25 dias de incubagdo, ao passo que para a remogdo de 50% de benzeno e etilbenzeno
foram necessarios 75 dias. Periodos de remog¢do mais curtos (15 dias) foram atingidos apenas quando da
presenca de aceptores de eletros especificos, tais como perclorato e ferro(Ill) (Chakraborty et al. 2005).
Assim, a via metanogénica deve requerer maiores periodos de exposi¢do para completa mineralizagdo dos
BTEX.

Durante o experimento, o pH dos reatores variou entre 6,1 ¢ 6,4 (Tabela 2) e, embora as arqueas mostrem
melhor crescimento na faixa de pH entre 6,5 e 8,2, os resultados sugerem a operagdo satisfatéria de reatores
anaerdbios em torno de pH 6. Nessas condi¢des, o equilibrio [NH," <> NH; + H'] se desloca no sentido do
amonio, favorecendo assimilag@o de nitrogénio ¢ aumento de biomassa (Speece, 1996).

A diversidade microbiana avaliada pela técnica de FISH mostrou um decréscimo em relagdo ao indculo e ao
tipo de hidrocarboneto exposto (Figura 1). Em média, as arqueas representaram 41% da populagdo (sem
mudanga significante em relagdo ao indculo), seguidas por 39% de a-proteobacteria (aumento de 13%), 11%
y-proteobacteria (diminuicdo de 14%) e 9% de outras classes de proteobactérias (aumento de 2%). Estudos
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anteriores que utilizaram a técnica de FISH para degradacdo de BTEX relatam principalmente a presenca de
eubactérias, com arqueas e y-proteobacterias raramente observadas (Rabus et al. 1999).

100

Populagdo Bacteriana (%)

Mix
BTEX

Indculo Benzeno  Tolueno Etilbenz Xilenos

Substrato
Figura 1: Distribuicéo das a-proteobacterias (colunas escuras), y-proteobacterias (colunas brancas),
outras eubactérias (colunas cinzas) e arqueas (colunas pontilhadas)

No presente estudo, a quantidade de arqueas (49%) foi menor que a de eubactérias (69%). Todavia, o grupo
de B-proteobacterias, principalmente representadas por bactérias dos géneros Azocarus ¢ Thauera, foi maior
naquele estudo (Rabus et al., 1999) do que aqui. Representantes das classes beta, delta e épsilon do grupo das
proteobactérias foram relatados como participantes na degradagdo de BTEX (Chakraborty & Coates 2004),
embora nao paregam desenvolver papel importante na presente analise.

A maior populagdo foi representada pelo grupo das o-proteobacterias, o que pode ser atribuido a capacidade
de metabolizagdo mais eficiente do etanol em relagdo as y-proteobacterias, caiu drasticamente (Figura 1). Em
condi¢des de anaerobiose, o-proteobacterias acetogénicas como Acetobacter convertem etanol a acetato, pela
presenga da familia de genes adh, que codificam a enzima alcool-desidrogenase (Takemura et al. 1993).
Assim, ao ser assimilado como fonte de carbono, o etanol poderia ativar o metabolismo oxidativo das
bactérias, de modo a induzir a degradagdo de BTEX — fendmeno observado em solos contaminados com estes
monoaromaticos (Schneider et al. 2005).

A alta incidéncia de arqueas em todas as culturas sugere a ocorréncia de atividade metanogénica (Collins et al.
2003). Este fendmeno ocorre em reatores operando em pH 6-8, onde o acetato ¢ o principal precursor do
metano (Akarsubasi et al. 2006), como fora aqui observado. Em condi¢des de anaerobiose, o consorcio
metanogénico pode ter se associado as a-proteobacterias, viabilizando a producdo de metano.

A cultura crescida diante de benzeno foi a que apresentou menor degradagdo, ao passo que as culturas
crescidas na presenga de tolueno e xilenos mostraram desempenhos proximos (Tabela 2), mesmo com as
diferengas populacionais (Figura 1). Levando em consideragao os resultados obtidos em relagdo as taxas de
degradacdo obtidas na presenca de benzeno e tolueno/xilenos, pode-se supor que o nitrato deva ser mais
importante para a degradagdo do benzeno (Gusmdo et al., 2006). A degradagdo de todos os BTEX pode
ocorrer na presenca de ferro(IIl) (Janh et al. 2005). Por outro lado, Alvazez e Voguel (1991) isolaram
linhagens de Pseudomonas, uma y-proteobacteria degradadora de benzeno e p-xilenos. Levando em
consideracdo as condigdes experimentais ¢ estas informagdes, pode-se inferir que as y-proteobacterias sdo
importantes para degradagdo desses compostos. Recentemente foi relatado (Gusmao, et al., 2007) que sob
condigdes anoxicas, a remocao de compostos BTEX ¢ independente e pode se dar isoladamente. Dessa forma,
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tanto os aspectos quimicos quanto biologicos devem ser levados em consideragdo para adequada remocdo de
BTEX de estagdes de tratamento ¢ ambientes contaminados.

CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

Embora nio se possa constatar a ocorréncia de degradagdo de BTEX, os microrganismos foram capazes de
crescer em sua presenga.

Até o presente, a maior parte da literatura cientifica sobre degradacdo anaerdbia de BTEX pouco menciona a
participacdo de individuos pertencentes a classe o-proteobactéria no processo de biodegradagdo. Embora
esses organismos possam estar mais diretamente relacionados a degradagdo de etanol, estudos posteriores e de
maior duracdo sdo necessarios para averiguar se a possibilidade deste grupo também degradar BTEX ¢ viavel.

As velocidades de degradacdo obtidas nesse trabalho sugerem que exista toxicidade do benzeno e que esse
monoaromatico interfira na dindmica dos processos catabolicos dos microrganismos estudados.

A técnica de FISH mostrou-se como uma importante ferramenta aplicada ao estudo da microbiologia
ambiental, possibilitando a identificagdo dos principais grupos microbianos metabolicamente ativos em
processos de degradacdo anaerdbia de compostos recalcitrantes, possibilitando a formulacdo de hipoteses
alternativas que permitam a melhor compreensdo dos processos metabodlicos e da diversidade microbiana neles
envolvidos.
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