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Palavras escritas em papéis por mll maos de uma s6 mio,
ndo fica s6 em ti, ndo serve sO para sonhos, cai por terra: ali permanesce, ali podera
- germinar. .
Mesmo com as maos cansadas do trabalho, tingidas de vermelho ou quando a boca ainda
avalia a silaba tardia procurando respostas muitas vezes ndo encontradas, o que fazer?

O procurar muitas vezes torna-se semelhante a liberdade.

Ha como.voar € para onde? . :

Muitas vezes sem asas, com imagina¢@o, voar sem duvida:
Sd0.passos que.se caminha muitas vezes-sem solugdo - - '
que muitas vezes nio alcangam os pés do passageiro.

Ha que procurar, que voar a cada instante buscando solugdes,. planando como

passaros, moscas e os dias, ha de se pular muros, e estabelecer novos horizontes.
Sabendo-se que muitas vezes ja ndo bastam os sapatos, nem os caminhos,

ja ndo serve mais a terra aos errantes, suas raizes ja cruzaram noites.

A necessidade.de conhecer novos caminhos, novas primaveras com novos perfumes
caracteristicos torna-se imprescindivel para qualquer ser,

mesmo. que se somem a estes, as perdas. »
Mesmo sem época definida, ird por outro 0.azul ser-substituido, outras.méos, outros.dedos,
outras peles conhecerdo a primavera...

N3o se amarra a esta hora, porque se isto.acontecer, 0. conhecido torna-se desconhecido,
saberas entdo que feriu e fostes ferido e ninguém fala sendo a sombra, a noite tempestuosa, o
beijo da chuva arrastada pelo. vento sul...

Se-a procura cessar, 0 qu&aconteceriaos.que tanto sonharam?
'Buscaremos as-antigas cinzas, aha;oclharemos e recussitaremos

esta flor murchada.

Amemos entdo esta coisa ndo bem definida que consumiu o fruto, desceu a-
terra sem configuragdo com poderio da luz fazendo parte da delicada teia da vida.

Ruy 18/08/96
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RESUMO

Os derramamentos de petroleo e seus derivados como a gasolina tém ocorrido com
muita freqiiéncia em solos, atingindo sistemas aqiiiferos em diversos paises. Os compostos
benzeno, tolueno e orto-xileno, produtos cancerigenos presentes na gasolina, podem atingir
lengdis freaticos afetando reservas hidricas e impossibilitando o uso da égua para 0 consumo
humano. No Brasil o crescente aumento no niimero dos postos de :gasolina, a partir da
década de setenta, agravou ainda mais os problemas de polui¢do do solo causados pelos
compostos hidrocarbonetos monoaromaticos.

A adigdio de 22% de etanol na gasolina brasileira podera causar um comportamento
diferente no deslocamento de plumas dos compostos benzeno, tolueno e orfo-xileno em
sistemas agiiiferos brasileiros em relagdo a derramamentos de gasolina observados em outros
paises. O etanol pode causar o efeito de co-solvéncia que tende a aumentar a solubilidade e
o transporte dos compostos hidrocarbonetos monoaromaticos afetando, conséqiientemente,
a biodegradagdo aerdbia destes compostos. A possibilidade do etanol ser utilizado como
fonte de carbono pela populagdo microbiana antes dos compostos benzeho,_ tolueno e orfo-
xileno podera ser afetada pelas condi¢Ges limitadas de oxigénio dos lengois fredticos e
inviabilizar o processo.de biorremedia¢do aerdbia no local contaminado.

Este trabalho apresenta e discute a influéncia do etanol na biodegradagio aerdbia
dos corﬁpostos BTX em microcosmos, utilizando-se solo com populagdo nativa de
microrganismos do material geoldgico da localidade de Jureré, litoral norte da Itha de Santa
Catarina. As avaliagdes da biodegradagdo dos BTX na auséncia e presenga de etanol foram
realizadas através de cromatografia gasosa. Os resultados obtidos destes experimentos
demonstraram que a presenga do etanol pode retardar e até limitar a biodegradagdo dos
compostos hidrocarbonetos monoaromaticos. Desse modo, a remediagdo de locais
contaminados Pgr‘derramamentos de gasolina no Brasil poderé ser mais dispendiosa do que

em outros paises onde o etanol ndo € adicionado a gasolina.
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ABSTRACT

The oil spreading and its derivatives stch as gasoline has happened very often on soils, and
covers the aquifers systems in several countries. Benzene, toluene and orfo-xylene,
cancerigeneous products present in gasoline, can cover water table affecting hydride
reserves anable the use of water for human consume. In Brazil the increasing growth on the
number of gas stations, since 70’s, increased a lot the problem of soil pollution caused by
monoaromatic hydrocarbons compounds.

The addition of 22% of ethanol in Brasilian gasoline can cause a different reaction on the
plume removing of benzene, toluene and orfo-xilene compounds in Brazilian aquiferous
systems in relation to gasoline spreading observed in other countries. The ethanol can cause
the effect of co-solvency that tends to increase the solubility and the transport of
monoaromatic hydrocarbons compounds affecting, consequently, the aerobic biodegradation
of these compounds. The possibility of ethanol be used as a carbon source by the microbial
population before the benzene, toluene and orfo-xylene compounds can be affected by
oxygen limited conditions of the water table and interrupt the aerobic biorectification
process on the contamined place.

This work presents and dicusses the influence of ethanol on aerobic bodegradation of BTX
compounds in microcosms, using soil with native population of geological material of
Jureré, which is located on the North of island of Santa Catarina. The BTX biodegradation
assessments on absence and presence of this experiments show that the presence of ethanol
can delay and even limit the biodegradation of monoaromatic hydrocarbons compounds. In
this way, the rectification of contaminated places by spreading gasoline in Brazil will be

more expensive than in other countries where ethanol is not added to gasoline.
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CAPITULO I

1 INTRODU(:AO

O desenvolvimento tecnolégico verificado nas tltimas décadas na area da quimica

organica tornou possivel a sintese € produgdo de um numero cada vez maior de compostos

orginicos. A crescente utilizagdo destes compostos em varios aspectos da atividade humana

tem levado a introdugdo progressiva no meio ambiente dos tragos destes produtos, bem
como outras substancias formadas no processo de fabricag@o. Estes fatores tém preocupado
a sociedade em geral, estimulando vérios paises a conceder caréter prioritario as pesquisas
quanto a presenga, monitoramento_ e toxicidade destes compostos em aguas subterrdneas e
superficiais para o consumo humano. |

" Derramamentos de petréleo ou seus derivados tém ocorrido com muita freqiiéncia
tanto em solos, como em sistemas aquéticos em diversos paises (Thiem et al, 1994). A
gasolina, estando entre estes derivados, € uma mistura complexa onde encontram-se mais de
duzentos compostos diferentes com caracteristicas préprias. Entre estes compostos
encontra-se 0 benzeno, produto cancerigeno facilmente encontrado em derramamentos de
petréleo (Ridgway et al, 1990). Em paises industrializados, admite-se atualmente que de 75
a 80% de incidéncia de cancer é de origem ambiental e que do total dos ensaios realizados
em laboratdrio, 20% dos casos avaliados apresentaram alguma atividade carcinogénica. Nos

Estados Unidos, diversos estudos de laboratério levaram ao conhecimento da populagdo

%
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sobre o efeito carcinogénico de varios compostos organicos sintéticos. Em 1972, com a
defini¢ho da Lei PL 92-500 (Federal Water Pollution Control Act) pelo Congresso
Americano, a EPA - Agéncia de Protegio Ambiental - foi incumbida de desenvolver um
amplo programa para investigar e melhorar a qualidade das dguas naquele pais, formando
uma relacdo de diversos pbluent'es encontrados em varios tipos de agua entre eles o
benzeno, tolueno e etilbenzeno.

| | No Brasil existem poucos dados sobre a ocorréncia de compostos organicos no
meio ambiente. Portanto, fica dificil saber quais poluentes estdo presentes em sistemas
aquaticos. Com o crescimento dos centros urbanos e o desenvolvimento de complexos
industriais, aumentam conseqiientemente seus residuos e riscos de poluigdo ao meio
ambiente. As medidas preventivas e corretivas para preservagdo e protecdo da flora ¢ da
fauna aquéticas basearam-se em estudos ecotoxicoldgicos, por meio dos quais foram
estabelecidos limites permissiveis de poluentes na dgua. Assim, esses limites passaram a ser
utilizados com freqiiéncia no fornecimento de subsidios as acdes de controle denorrﬁnados
padrdes de qualidade de 4gua e efluentes ( Environment Canada, 1979). Porém, nem sempre
a utilizagdo desses padrdes de qualidade, medidos através das andlises fisico-quimicas, €
suficiente para avaliar sistemas aqiiiferos contaminados. Devido a complexidade e
variabilidade de compostos orgéanicos e inorginicos que podem estar presentes num corpo
hidrico, ha necessidade de se complementar sua carécterizagﬁo.

No Estado de Santa Catarina, os derramamentos acidentais ou ndo de gasolina
ferem o art. 3, se¢do II, Lei Estadual n° 14.250/1981 regulamentado pelo Decreto n°
5.793/1980, onde ¢ especificado que a degradacdo da qualidade ambiental ¢ a alteragdo das
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do meio ambiente causada por qualquer forma de
energia, substancias sélidas, liquidas, gasosas, ou a combina¢do de elementos produzidos
por atividades humanas e em decorréncia destas, em niveis capazes de direta ou
indiretamente prejudicar a saide, a seguranga e o bem-estar da populagdo (item I). Criar
condiges adversas as atividades sociais e econdmicas (item II). Ocasionar danos relevantes

a flora, a fauna e a outros recursos naturais. O mesmo Decreto, em sua subse¢do III, art. 31,
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sobre emissdo de substancias odoriferas na atmosfera, limita a sua emissdo em 4,68 PPM
(Parte Por Milhdo), de LPO ( Limite de Percep¢do de Odor).

As diversas andlises de 4gua, medidas para se saber sua qualidade, sdo

necessariamente comparadas com valores limites recomendados para os multiplos usos, em

geral estabelecidos na forma de padrdes nacionais e internacionais. A resolugdio brasileira
Conama 20/86 fixa aproximadamente 70 padrdes para adguas doces, salobras e salinas. Os
padrdes para dgua de abastecimento (potavel) foram reestudados pelo Ministério da Saude e
estdo fixados na Portaria 36/GM/90. Inclui-se nesta Portaria a tabela I onde estd fixado
limite padrdo de potabilidade para o benzeno de 10 ppb (parte por bilhdo) em 4dgua destinada
ao consumo humano.

| Muitas alternativas surgiram para resolver problemas de contaminagdo de 4guas
subterraneas. Entre elas processos fisicos, quimicos e biologicos. Entre os procéss‘os
biolégicos, a biorremediagdo apresenta-se comb uma alternativa economicamente viavel que
causa menor impacto ambiental, bem como atinge os padrdes definidos em legisla¢3es.
Entretanto, este processo bioldgico ainda exige estudos adequados para a defini¢do de
parametros de projeto para posteriormente utilizar-se da populagdo microbiana disponivel
no subsolo, capaz de degradar compostos toxicos (Konopka e Turco, 1991).

A utilizagio do etanol como nova alternativa de combustivel nasceu em
conseqiiéncia da crise do petroleo entré os anos de 1973 e 1974, onde o prego do barril do
petroleo de US$ 3 subiu para US$12 sob a agdo da OPEP (Organizagdo dos Paises
Exportadores de Petrdleo). Especiﬁcamente no caso do setor de transportes, em 1973 o
Brasil dependia de 98% de derivados de petréleo, sendo a gasolina responsavel por 56% do
consumo neste setor. Em 1979, a dependéncia brasileira em relagdo ao petrdleo atingiu
37%, sendo que toda a energia importada era em forma de petrdleo. Esta crise estimulou a
criagdo do Programa Nacional do Alcool - PROALCOOL - definido em nermbro de 1975
e estimulado em 1979 com o objetivo de substituir a gasolina (Melo e Pelin, 1984). Em
virtude do excesso da produgdo de gasolina ocorrido desde a década de 80, tal expectativa
ndo ocorreu e o etanol foi entdo adicionado a gasolina brasileira. Desde entdo o etanol,

também denominado alcool de cana, € produzido em grandes quantidades pelas agro-
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industrias nacionais de fermentagdo, para ser adicionado a gasolina. As caracteristicas das
condi¢des ambientais e a presenga adicional de outros compostos organicos como o etanol
poderri influenciar diretamente na descontaminagdo de compostos toxicos (Ingram e Buttke,
1984). A inexisténcia de dados sobre a contaminagdo de aguas subterraneas pdr gasolina
associada ao etanol acrescenta mais uma justificativa para o estudo da influéncia do etanol

sobre os compostos hidrocarbonetos monoaromaticos.
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CAPITULO 11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biorremediacio

Tecnologias para a recuperagdo de areas contaminadas de 4guas subterraneas
utilizando-se microrganismos tém apresentado resultados significativos (Dibble e Bartha,
1979). A existéncia de microrganismos metabllicamente ativos e capazes de degradar
diversos compostos quimicos, possibilitam a recuperagdo de agqiiferos contaminados
comprovada pela biodegradagdo de alguns compostos como o acido nutrilacético, acetona,
etanol, naftaleno, e benzeno (Lee et al, 1988; Novak et al, 1984).

A biorremediagdo, sendo um processo natural que explora a habilidade de
microrganismos como certas bactérias e determinados fungos capazes de degradar
contaminantes quimicos € compostos toxicos, possibilita a despoluigdo de areas
contaminadas. A biorremediagdo pode ser trabalhada de duas formas: a natural e a artificial.
A biorremediacdo natural é capaz de biodegradar contaminantes aerdbicamente na zona
vadose e nas margens da pluma do contaminante. Em éréas onde o oxigénio foi totalmente
consumido, a biorremediag¢@o natural também pode ser efetiva e diminuir significativamente
a concentragdo de contaminantes tanto no material aqiiifero como na dgua subterranea
(Mormile e at, 1994). A diversidade microbiolégica existente no solo influencia diretamente
na degrada¢do de um determinado composto (Corseuil e Weber, 1994). De acordo com
Webster (1985), uma populagio média de 10° e 107 de célula por grama de solo seco pode

viabilizar o uso de técnicas de biorremediagdo.’ A biorremediagdo artificial € um processo



que além de fazer o uso da populagdo autoctone pode também adicionar populagdes
aloctones. A introducdo de populagbes aldctones torna-se necessaria em casos drasticos de
polui¢do onde a populagdo microbiana foi totalmente eliminada ou o local contaminado
encontra-se totalmente estéril justificando-se, portanto, a introdugo de microrganismos com
capacidade metabolica especializada em degradar contaminantes especificos. Pode ainda
haver a necessidade da adi¢do de varios nutrientes com fosforo (P) e nitrogénio (N) ou o
oxigénio para acelerar a biodegradagdo e conseqiientemente elevar o custo da area a ser
tratada.

A injegdo de oxigénio através de bombas compressoras pode ser outra alternativa
para estimular a biodegradagdo de contaminantes de forma aerdbia em zonas insaturadas
(Corseuil e Weber, 1993). Estudos realizados por Wilson e Ward (1987), sugeriram que o
bombeamento de oxigénio em areas contaminadas pode ser mil vezes mais eficiente quando
comparado com a adigdo da dgua em processos de biorremediagdo. Em areas contaminadas
por derramamentos de gasoliné: a injecdo de oxigénio estimula a biodegradagdo de seus
derivados proporcionada pelo aumento de aceptores de elétrons no meio e pelo aumento da
temperatura no sistema subsupérﬁcial (Corseuil, 1994a). A eficiéncia na renovagdo de
oxigénio do sistema aqiiifero estd diretamente relacionada com a permeabilidade do material
litolégico, uma vez que quanto mais permedvel melhor o deslocamento do oxigénio entre as

particulas.

2.2 Compostos Quimicos

Em locais contaminados, a absorgdo pelo organismo humano dos compostos

benzeno, tolueno e orfo-xileno pode ocorrer através da pele, das vias respiratorias, ou
| quando ingeridos, podem atingir os alvéolos e o tecido hematopoético (Goodman, 1980;
Rostagno, 1996). Em cobaias de laboratdrio observou-se outros efeitos negativos como

aberragdes em niimero, estruturas de cromossomos e danificagdes na morfologia da cabega
—
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de espermatozdides (Huff et al, 1989). Estes compostos facilmente identificaveis pelo cheiro
caracteristico, possuem anel benzénico sendo uma molécula planar com atomos de carbono
ligados a atomos de hidrogénio (Figura - 1). A existente ligagdo entre os seis carbonos
destes ‘compostos condiciona uma estabilidade que lhes permite a condi¢do de ser pouco
soluvel em agua. A densidade destes éompostos de 0,874 kg para o benzeno, 0,881 kg para
o tolueno e 0,890 kg para o orfo-xileno faz com que estes compostos, em caso de
derramamentos, permane¢am na superficie de lengdis freaticos. A solubilidade e a
volatilidade tornam-se importantes propriedades uma vez que influenciam diretamente no

transporte destes compostos em agqiiiferos.

Benzeno Tolueno

Figura - 1 Anéis benzénicos

2.3 Adaptacio de populacdes microbianas

A utilizagdo de bactérias e fungos para solucionar problemas causados por
compostos que contaminam o solo e sistemas aqiiiferos, € um processo vidvel e tem obtido
bons resultados mesmo com certos limites fisiologicos, onde as enzimas bacterianas podem

~ aumentar a velocidade de conversdo de produtos toxicos em compostos ndo téxicos (Young

e Cerniglia, 1995). Um microecossistema pode ser visto como uma série de reagdes redox
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integradas para a obten¢@o de energia por células microbianas, sendo que muitas reagdes
cataliticas exercidas por microrganismos sdo fundamentais para a manutenggo do balango de
elétrons no metabolismo celular (Alexander, 1985). A incorporagéo de um contaminante em
reagdes redox contribui muitas vezes como doador ou receptor de elétrons sendo este
oxidado ou reduzido (Dolfing et al, 1990). ’

O efeito de um composto toxico sobre uma populagdo microbiana pode variar
consideravelmente dependendo da caracteristica e quantidade do contaminante, periodo em
que 0 composto permanece na area e as limitagSes das condigGes ambientais do local
contaminado. As caracteristicas fisicas ¢ quimicas do solo poderdo atuar amenizando os
efeitos toxicos sobre os microrganismos autoctones (Scow et al, 1986). Muitos
microrganismos catalisam essas rea¢Ges essenciais para a manutengdo do balango de elétrons
do complexo microecossistema. Para um contaminante ser incorporado neste sistema redox
de reagGes, ele precisa servir como doador ou receptor de elétrons, s entéo serd oxidado ou
reduzido a exemplo de muitos compostos organicos halogenados (Liu e Suflita, 1993).

Os microrganismos sobrevivem em seus habitats porque possuem condigdes
metabdlicas para explorar os recursos diépbm’veis freqlientemente encontrados em seu nicho.
Os contaminantes sio, em muitos casos, uma fonte de energia para microrganismos que
exigem adaptagdes da microflora residente. As populagbes que sobrevivem ao contato com

o poluente podem muitas vezes levar um certo periodo para se adaptar as novas condigdes,

também conhecida como fase “lag”. A eficiéncia e o tempo da degradagdo depende deste

periodo de adaptagdo. Muitos outros fatores também influenciam no desenvolvimento da
populagdo autdctone apds a introdugdo do contaminante no local, entre eles, fatores
abibticos tais como pH, temperatura, caracteristicas do solo e disponibilidade de nutrientes
(Santos et al, 1996). Outros fatores bidticos como competicdo e predagdo também
influenciam a degradagdo de compostos contaminantes (Bower e Zehnder, 1993).

Células procariticas ou eucariéticas em contato com deteri;linados agentes
quimicos podem ser consideradas subletais quando estas sobrevivem e tornam-se mais
resistentes, suportando concentragGes mais elevadas destes agentes. Este fen6meno pode ser

considerado, a nivel genético, como uma reparagdo adaptativa que pode ser explicada pelo
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acimulo intracelular de uma ou mais enzimas capazes de eliminar lesdes provocadas no
DNA da célula pelo contato com o composto. A resposta adaptativa tem sido descrita apos
o contato com diversos agentes quimicos, incluindo o peréxido de hidrogénio, substancia
que atua tendo como intermedidrios determinados radicais livres especialmente a hidroxila
(Caldwell, 1995).

A seleg@o de microrganismos pode vir a ocorrer sob altas concentragdes do
contaminante minimizando o nimero de espécies e favorecendo os individuos mais aptos em
degradar o composto quimico. A capacidade da populagdo microbiana em superar o impacto
de um contaminante e o tempo necessdrio para que o processo de adaptagéo ocorra, boderé
influenciar diretamente na persisténcia do contaminante no ambiente (Arvin et al, 1989). A
habilidade de comunidades microbioldgicas em se adaptar e resistir a compostos quimicos
sintéticos € exemplificada pela resisténcia gradativa de bactérias em relagdo aos antibidticos
nas ultimas décadas (Goodman, 1980). A resisténcia bacteriana ao longo dos anos
demonstra a capacidade que populagées microbianas possuem em se adaptar a novos
compostos sintéticos. A adaptag@o seletiva envolve mudangas na especificidade de enzimas e
novos substratos ou até mesmo em atividades metabdlicas. A evidéncia destes mecanismos
genéticos de adaptag@o € usualmente comprovada por analise de proteinas ou seqiiéncia de
genes (Lajoie, et al 1992). Esta adaptagdo resulta em uma selegdo de espécies e
transformagGes especificas de enzimas oxidativas com o substrato envolvido no processo
degradativo (Dixon e Webb, 1979; Jenkins et al, 1986; Chapelle, 1993).

Em alguns casos de contaminagfo por compostos toxicos, a biodegradagéo podera
ser incompleta e uma populagdo microbiana estarda condenada uma vez que os
microrganismos despendem energia no processo sem conseguir elementos para seu
desenvolvimento (Riser-Roberts, 1992). Em cultura mista estas dificuldades podem ser
superadas e a co-metabolizagdo passar a ser um processo normal. Este processo pode
ocorrer entre duas populagGes intéragindo-se e o metabdlito resultante da degradagdo de
uma populagdo poderd ser degradado por outra. Esta interagdo positiva entre populagdes
microbianas possibilita a atuagdo de diferentes microrganismos na utilizagdo de um substrato

complexo de forma mais eficiente (Young e Cerniglia, 1995). Uma relagdo microbiana
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positiva entre populagdes diferentes pode criar novas possibilidades para que estas ocupem .

novos nichos, o que poderia ndo ocorrer sob condigdes de isolamento de uma tnica espécie.
As interagbes populacionais podem aumentar suas taxas metabllicas, o crescimento
populacional e seus niveis de sobrevivéncia. Os efeitos benéficos sobre interagdes
populacionais microbianas sdo amplamente conhecidos, onde uma populac@o se beneficia do
subproduto de uma reagdio de outra populagéo sem prejudicar a primeira. Este processo
conhecido como comensalismo também pode ser chamado de co-metabolismo (figura - 2).

O co-metabolismo, sendo um processo natural nio freqiientemente usado para
tratar residuos organicos, € favorecido por populagdes mistas afetando favoravelmente a
biodegradagdo de compostos Organicos a serem degradados (Norris, 1993). A
transformag@o de compostos organicos envolve basicamente dois processos: no primeiro, a
biodegradagdo ocorre quando o organismo consome o substrato diretamente para satisfazer
suas necessidades energéticas e de carbono orgénico; no | segundo, o co-metabolismo, a
biodegradagdo pode ocorrer de forma parcial envolvendo duas ou mais espécies de
microrganismos. Para que este processo ocorra uma populagdo deve possuir enzimas

capazes de degradar um determinado produto em um outro subproduto, favorecendo uma

segunda populagdo na utilizagdo deste subproduto. Outro fator importante na co- .

metabolizagdo € a presenga de outras fontes de carbono e de energia para manutengdo e
formagdo de organelas, uma vez que no processo de biodegradagdo os subprodutos ndo
serdo utilizados pela primeira populagdo. A transformag¢io do produto em subproduto pode
ser observada na figura - 2, onde a bactéria Mycobacterium vaccae transforma o ciclo
hexano no subproduto ciclo hexanol, favorecendo as bactérias do tipo Pseudomonas na

obtengédo de energia e finalizando o subproduto em CO; e H,O.
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Figura - 2 Co-metabolismo entre bactérias, Mycobacterium vaccae e Pseudomonas

(Atlas e Bartha, 1987)
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2.4 Disponibilidade de aceptores de elétrons

O potencial de oxidagdo e redugdo de um solo ¢ basicamente expressado pela
disponibilidade de elétrons encontrando-se entre eles, o oxigénio (O,), nitrato (NOs), ions de
ferro (Fest), sulfato- (SO4%), e o didxido de carbono(CO,). A variagdo na concentragio
destes potenciais redox afetam diretamente o catabolismo celular através de centenas de
reagdes enzimdticas ¢ de energia quimica, influenciando na biodegrada¢do dos compostos

hidrocarbonetos monoaromaticos.

Oxigénio - Em solos arenosos, a presenga de um grande nimero de macroporos
favorecem a oxigenagdo e infiltragdo de agua podendo facilitar a biodegradagdo aerdbia dos
compostos BTX. Em reagdes de transferéncia de elétrons, a biodegradagdo aerdbia dos
compostos benzeno, tolueno e orfo-xileno ocorre rapidamente por necessitarem em média
de 3 mg/l de oxigénio para consumir 1 mg/l de cada composto BTX (Corseuil e Alvarez,
1996b). Entretanto, em concentragdes elevadas de contaminantes, a biodegradagdio aerébia
pode ser afetada uma vez que depende da dilui¢do da pluma do composto (Wilson e Ward,
1987). A concentragdo geralmente de 6 a 12 mg/l de oxigénio encontrado em aguas
subterraneas, bem como a presenga de outros substratos, impde limites na biodegradagéo

dos compostos BTX (Alvarez e Vogel, 1995).

O uso do perdxido de hidrogénio como fonte alternativa para oxigenagdo de

- sistemas subsuperficiais apresenta-se como mais um recurso a ser aplicado na
biorremediagdo. Entretanto, existem poucas pesquisas sobre seu potencial bem como as
limitagGes quanto ao seu uso (Hinchee, 1994). Em uma érea onde haja necessidade urgente
de descontaminagéo, o perdxido de hidrogénio, em condigSes controladas, pode vir a ser um

estimulador da biodegradagdo através da reagéo:
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H,0, ~”H,0+% O

onde teremos uma molécula de 4gua e % de oxigénio. Esta reagdo podera ser catalisada por
ferro, manganés ou por enzimas do tipo catdlise produzidas_pof muitas bactérias. A catalise
por metais do perdxido de hidrogénio pode, em muitos casos, modificar o pH do sistema
aqiiifero e dificultar o ataque dos microrganismos aos compostos xenobidticos. O perdxido
de hidfogénio pode ainda ser téxico para os microrganismos quando em concentragdes
insuportéaveis pelas populagdes microbianas autdctones. Portanto, antes de sua aplicagdo em
um sistema subsuperficial, hd a necessidade da realizagdo de testes laboratoriais para se
saber em que nivel o peroxido de hidrogénio torna-se toxico para populagdo microbiana

autoctone.

Nitrato - Depois do oxigénio, o nitrato ¢ termodinamicamente o melhor receptor
de elétrons, tendo sido considerado uma boa alternativa para a biodegradagdo de
hidrocarbonetos arométicos (Hutchins, 1991; Alvarez e Vogel, 1991). A sua utilizagdo na
biorremediagdo ¢ atrativa porque o nitrato € altamente solivel em agua e, portanto, pode ser
mais facilmente introduzido e misturado em uma pluma de contaminantes. A biodegradagio
do composto tolueno na presenga de nitrato resulta em nitrogénio, dgua e didxido de

carbono (observado na seguinte reacdo).

C;Hs + 7.2 NO; = 3.6 N, + 7.6 H,0 +7 CO,
No entantd, em caso de adigdo em excesso de nitrato ha a possibilidade deste composto
atingir niveis elevados em &guas subterrineas e tornar-se um poluente. Aguas de
abastecimento contendo quantidades excessivas de nitrato podem causar a
metahemoglobinemia em criangas, sendo o limite estabelecido para este tipo de dgua de 45
mg/1 sob forma de nitrato ou 10 mg/1 sob a forma de nitrogénio. Porém a biodegradagdo do
benzeno,o principal contaminante dentre os BTX, ndo foi comprovada em condigdes

desnitrificantes. Todavia, quando o oxigénio nio estd mais disponivel, a desnitrificagdo
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torna-se uma opgdo vidvel onde bactérias do género Pseudomonas juntamente com outras
bactérias facultativas podem atuar e degradar os compostos hidrocarbonetos
monoaromaticos. Os efeitos de interagdo entre substratos também sdo importantes
mecanismos que devem ser compreendidos para a andlise dos BTX no meio ambiente (Anid
et al, 1993). '

Tons de ferro - Apés o término do oxigénio e o nitrato, a biodegradagdo ocorre
através de algumas bactérias redutoras de ferro capazes de degradar os compostos
hidrocarbonetos monoaromaticos. A presenga abundante de ions de ferro em aguas
subterraneas possibilitam a biodegrada¢do dos compostos BTX, exemplificado pela reagdo

abaixo com 0 composto tolueno:
C;H; + 36 Fe** + 21H,0 => 36 Fe’* + 7HCO;- + 43 H'

Embora os ions de ferro seja uma importante fonte aceptora de elétrons, pouco se conhece
sobre o envolvimento deste composto nos mecanismos da biodegradagdo dos
hidrocarbonetos monoaromaticos. Estudos sobre os efeitos da transformagio .de Fe(III) para
Fe(Il), envolvendo os BTX com o objetivo de se conhecer melhor os fatores que afetam as
condi¢Ges nutricionais, do metabolismo e do crescimento de bactérias redutoras de ferro,

sd0 necessarios para poder explorar este potencial (Norris et al, 1993).

Sulfato - O uso do sulfato para degrada¢do dos BTX sob condi¢gdes de redugdo de
sulfato também pode ocorrer (reagdo abaixo). Este processo, embora lento, é importante
porque .ocorre proximo do centro da pluma do contaminante (Corseuil ¢ Alvarez, 1996a).
Porém, em reagGes onde obtém-se subprodutos como o sulfeto de hidrogénio (H.S), o
processo anaerdbio pode ser afetado uma vez que concentragdes de sulfeto podem inibir o

processo metanogénico (Hilton e Oleszkiewicz, 1988).

C/Hs + 4.5 SO +3 H,O = 2.25 H,S THCO> + 0,25H"

O
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Dioéxido de carbono - As bactérias metanogénicas tém em comum a capacidade de
formar metano como produto final do seu metabolismo, apesar do mecanismo ndo ser
totalmente conhecido. Segundo Oremland apud Montenegro (1994), as bactérias
metanogénicas utilizam como fonte de energia e carbono, um nimero reduzido de
compostos simples como hidrogénio, didéxido de carbono, acetato, formiato, metanol e
- aminas metiladas. Sob condi¢Ses anaerdbias, a biodegradagdo de alguns compostos
hidrocarbonetos monoaromaticos como o benzeno e tolueno podem ser reduzidos a CO2 e
metano (Grbic-Galic e Vogel, 1987).

2.5 Biodegradacio aerébia

Na presenga de moléculas de oxigénio compostos como benzoatos, fendis, anilinas -

e hidrocarbonetos monoaromaticos sdo inicialmente oxidados por enzimas mono ou
dioxigenases e convertidos em catecol e posteriormente mineralizados (Zeyer, et al, 1986).
As oxidagbes biologicas se processam por uma incorporag:ﬁd direta de moléculas de
oxigénio em compostos organicos através de reagdes enzimaticas oxidativas. Estas
oxidagbes sdo catalisadas por uma série de enzimas que ativam moléculas de oxigénio,
conhecidas como oxigenases. Dependendo se apenas um ou ambos os oxigénios sdo
introduzidos no substrato, estas oxigenases sdo subclassificadas como monoxigenases ou
dioxigenases. Enquanto as dioxigenases inicialmente preferem substratos ativos funcionais
com dois 4tomos de oxigénio, os quais sdo incorporados ao substrato organico observado

na seguinte estequimetria:
R-H+02=>RO2 H

As monoxigenases podem atuar quimicamente sobre compostos inertes como

esterdides ou anéis aromaticos e converté-los em alcdois e fendis desempenhando um
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importante papel na biodegradagdo. Catalisam reacGes nas quais apenas um atomo de
oxigénio ¢ incorporado na molécula do substrato organico. O outro atomo é reduzido a
4gua. As monoxigenases necessitam de um substrato e um co-substrato que atuam como
. redutores de dois atomos de oxigénio. O substrato principal fornece dois atomos de
oxigénio e 0 co-substrato fornece atomos de hidrogénio para reduzir o segundo 4tomo de

oxigénio a 4gua observada na equacdo abaixo:
AH+BH2 +0-0> A-OH+ H20

O substrato principal que aceita um atomo de oxigénio é AH, enquanto BH2
fornece atomos de hidrogénio para reduzir outro oxigénio. A maioria das monoxigenases
que catalisam rea¢des nas quais o substrato principal torna-se hidroxilado, sdo chamadas de
hidrolases (Baggi, et al, 1987). Outro fatdr importante € o reconhecimento de que muitos
sistemas contendo monoxigenases possuem o0 mesmo tipo de biocatalisadores caracterizados
como hemoproteinas, denominadas citocromos. ‘

O mecanismo mais energéticamente favoravel para microrganismos oxidarem
compostos organicos € o metabolismo aerébio no qual o oxigénio molecular é usado como
um aceptor terminal de elétrons. Dentre os varios caminhos para a célula produgzir
Adenosina Trifosfato (ATP) com redugdo de oxigénio encontra-se o ciclo dos acidos
tricarboxilicos. O ciclo tricarboxilico € iniciado apds a glicdlise onde o 4cido pirdvico €
oxidado. O 4cido pirtivico perde um didxido de carbono passando a éacido acético na forma
de acetil Coenzima A (Acetil-CoA). A descarboxilagdo oxidativa do piruvato para o Acetil-
coA envolve basicamente trés enzimas: a desidrogenase piruvica, a transacetilase
diidrolipéica, e desidrogenase diidrolipdica. A condensacdo do Acetil-Coa com o &acido
oxalacético para formar 4cido citrico & catalisada pela enzima sintetase citrica. Com a
oxidagdo do acido citrico, composto por seis carbonos, € oxidado e libera o 2° didxido de
" carbono reduzindo a adenina dinucleotideo (NAD") para NADH. A energia liberada nesta
oxidagdo ¢ capturada na forma de guanosina trifosfato (GTP). A sintetase do 4cido citrico

ocorre através da atuagdo da enzima aconitase a qual adiciona H,O a dupla ligagdo do acido

%
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cis-aconitico formando um acido citrico e um acido isocitrico. O acido isocitrico é oxidado
pela desidrogenase isocitrica formando o oc-cetoglutarato e CO,, a desidrogenase isocitrica é

estimulada por moduladores positivos ADP e NAD. O oc-cetoglutarato sofre a atuagdo da
enzima desidrogenase isocitrica formando o succinil CoA e CO,. O succinil-CoA, um
tioester succinico de alta-energia, perde seu grupo CoA pela reagdo de energia com a
guanosina difosfato (GDP) e fosfato. A enzima envolvida nesta reagdo € a tioquinase
‘succinica que produz a formagédo de ligacdo de fosfato rica de energia do GTP, a partir de
GDP e Pi, derivado do tioester rica de energia do succinil-CoA. O GTP formado nessa
rea¢do pode doar seu grupo fosfato terminal ao ADP para formar o ATP, pela a¢do da
nucleosideo difosfatase. A formagdo de ATP acoplado & deacilagdo do succinil-CoA ¢é
muitas vezes chamada de fosforilagdo ao nivel de substrato. O succinato é oxidado a
fumarato pela flavoproteina do fumarato para L-malato que é catalisada pela enzima

fumarase. E ﬁnalmenté_fechando o ciclo do 4cido tricarboxilico, o malato é oxidado pela

~desidrogenase L-malica ligada a0 NAD (Chapelle, 1993), (Figura 3). Os dtomos de .

hidrogénio (H") produzidos durante o ciclo tricarboxilico, por oxidagdo de substratos
acidos, sdo despojados de seus elétrons que se dirigem para a cadeia de transporte de
elétrons, na extremidade da qual o oxigénio € reduzido a 4gua. Os ions H' remanescentes
sdo impulsionados através da membrana bacteriana por proteinas de transporte, produzindo
um pH e uma diferenga elétroquimica entre o interior e a parte de fora da célula. A energia

livre estocada nesse gradiente € usada para a sintese de moléculas de ATP (Caldwel, 1995).
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Figura 3 - Modelo simplificado da biodegradagdo do anel benzénico via ciclo tricarboxilico
através de meta ou orfo clivagem (Atlas and Bartha, 1987; Baggi et al, 1987;
Chapelle, 1993).
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2.6 Biodegradacio anaerébia

O metabolismo microbiano de compostos aromaticos em condigdes anaerdbias que
envolvem condigdes denitrificantes, metanogénicas e redugdo de sulfato sdo
fundamentalmente diferentes de condigdes aerdbias de biodegradagdo (Zeyer et al, 1986).
Em ambientes anaerdbios os microrganismos sdo capazes de produzir enzimas especiais para
degradarem os mais diversos tipos de substratos, bem como sintetizar o material essencial
para sua manuteng@o e sobrevivéncia. Cada espécie tem seu papel dentro do processo da
digestdo anaerdbia e, em conjunto, as espécies bacterianas podem atuar de forma simbidtica,
a fim de produzirem energia e matéria prima para a biossintese, 0 metabolismo celular e
conseqiientemente degradar compostos organicos. No processo anaerdbio, a oxidagdo do
composto organico ocorre na auséncia de oxigénio, porém na presenga de cadeias
transportadoras de elétrons especificos para cada microrganismo, com diferentes receptores
finais de elétrons, tais como nitrato, sulfato, didoxido de carbono entre outros. Muitos
estudos provaram que diferentes aceptores de elétrons podem ser usados na biodegradagio
de compostos monoaromaticos (Edwards et al, 1992; Alvarez e Vogel, 1995). Em
condi¢Ges anaerdbias compostos como fendis, catecdis e acidos halogenados podem ser
degradados (Suflita et al, 1982). As condigdes empregadas pelos microrganismos em seus
passos metabolicos sdo determinadas pelos tipos de reagdes disponiveis e pelas condigdes de
crescimento destes. Comprovagdes praticas sobre a degradagdo anaerdbia do anel benzénico
tendo conseqiientemente como derivados fendis, ciclohexanos, acido propandico, dioxido de
carbono e agua na presenca de enxofre e ferro sdo apresentadas nas reagdes abaixo. Os
compostos hidrocarbonetos monoarométicos e halogenados podem, portanto, ser
degradados tanto de forma aerébia como anaerdbia. A biodegrada¢do anaerdbia de
compostos halogenados esta diretamente influenciada pela presenga de outros aceptores de
elétrons como ions de ferro e sulfeto (Edwards e Grbic-Galic, 1994). A adi¢do de acidos
orgénicos ou alcéois como doadores de elétrons pode estimular a transformagdo redutiva de

contaminantes haloaromaticos (Duetz et al, 1994).
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Reagdo bidtica com Tolueno envolvendo enxofre com crescimento celular

(1) C;Hg + 4.09 SO + 0.17 NH," + 2.49 H,0 = 2.04 H,S + 2.04HS + 0.17
CsH,0,N (Células) + 6.16 HCO; + 0.2 H *

C-Hg + 108 FC(OH);; (S) = 36 Fe;0y4 (S) +7 HCO5 + 159 H,0 + 7H+
(AG”) = -3,174 kJ/reaciio (Sem crescimento celular e com formag&o de magnetita)

(Adaptado de Beller et al, 1992)

2.7 Biodegradacgido dos compostos hidrocarbonetos monoaromaticos

As tecnologias como conjunto de conhecimento cientifico para tratar &reas
contaminadas envolvem varios processos fisico-quimicos que otimizam as transformagdes de
um contaminante. Entre eles a adsor¢do em carvdo ativado, torre de aeragdo, oxidagdo
quimica e degradagdo bioloégica que sdo usados para remover contaminantes organicos de
aguas subterraneas e de sistemas de solo subsuperficial (Corseuil, 1994b). Estes processos
podem ser implementados para controlar o movimento de plumas (contaminantes), tratar
aguas subterraneas e/ou descontaminar solos em zonas saturadas e ndo saturadas
hipoteticamente representado na figura 4. A forma usada para a descontaminagdo de
aqiiiferos envolve tecnologias que recalcam a dgua subterranea para a superficie ou tratam a
contaminag¢do no local. Longos periodos de tempo e altos custos estdo normalmente
associados com esquemas de bombear e tratar aguas subterraneas para remediagdo de areas
contaminadas. As desvantagens destas tecnologias estdo ligadas a grande quantidade de
agua subterranea que deve ser removida para ser processada (Bauer e Capone, 1988). Em
comparagio as demais tecnologias de tratamento, a biorremediagio no local, é

economicamente mais viavel que os demais, porém muitas vezes limitada pelas dificuldades
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no transporte de nutrientes ou receptores de elétrons, no controle das condi¢des para

aclimatagdo e degradacdo dos contaminantes em sistemas subsuperficiais (Corseuil, 1994a).

Zona ndo saturada

S, g s s SR e

Flgura 4 - Contammaqao de 4 aguas subterraneas por denamamentos de gasolina.

Em uma comunidade bacteriana, o fluxo de energia depende diretamente de fatores
abidticos, da capacidade de biodegradarem compostos quimicos, e do conhecimento das
relagdes dose-resposta existente entre as concentragdes dos contaminantes quimicos e dos
organismos envolvidos neste processo. Pouco se sabe sobre a relagdo de concentragdes de

nutrientes e a capacidade metabolica bacteriana em degradar hidrocarbonetos
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monoaromaticos. Os compostos quimicos toxicos presentes no meio aquatico geralmente
sdo dependentes de equilibrio quimico e em alguns casos, podem estimular a produgdo de
enzimas especificas por bactérias que por conseqiiéncia podem aumentar a biodegradagéo

dos compostos BTX (Kazumi et al, 1995).

No complexo ambiente subsuperficial, as bactérias representam o grupo microbiano
mais abundante capaz de utilizar hidrocarbonetos aromaticos (Atlas e Bartha, 1987). Estes
microrganismos tem uma grande diversidade metabdlica e portanto tem um papel importante
na degradagdo inicial de hidrocarbonetos. Os géneros mais comumente isolados de locais
contaminados sdo Pseudomonas, Arthrobacter, Alcaligenes, Corynebacterium,
Flavobacterium, Nocardia, Achromobacter, Micrococcus e Mycobacterium. Bactérias do
género Pseudomonas possuem uma ampla capacidade de degradar benzeno, tolueno,
etilbenzeno, benzoato, p-hidroxibenzoato, clorobenzeno, p-diclorobenzeno, fenol, sacilato, e
naftaleno (Atlas e Bartha, 1987; Sikkema et al, 1995). A biodegradagdo sendo um
mecanismo natural de remediagdo, pode rapidamente mineralizar o benzeno em ambientes
aerdbios (Ramadan et al, 1990). Sob estas mesmas condi¢des além do benzeno, o tolueno, o
orto, para e meta-xileno também podem ser biotransformados (Gibson e Subramanian,
1984). Para mineralizar ou crescer em um substrato de pouca solubilidade em agua, os
microrganismos precisam sofrer algumas adaptagdes fisiologicas (Stucki e Alexander, 1987).
As bactérias aerObias iniciam a oxidagdo dos hidrocarbonetos aromaticos incorporando dois
atomos de oxigénio molecular no anel aromatico para formar um dihidrodiol com uma
configuragdo cis. A continuagdo da oxidagdo dos cis-dihidrodiols leva a formagdo de
catecdis que sdo substratos para as enzimas que catalisam a fissdo do nucleo aromatico via

caminho orto ou meta (Renganathan e Johnston, 1989).
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2.8 Fatores que afetam a biodegradacio dos compostos hidrocarbonetos

monoaromaticos

Apesar da descoberta de que os hidrocarbonetos possam ser degradados
rapidamente em condigGes aerdbias, alguns estudos mostram que os BTX persistem em
sistemas subsuperficiais por longos periodos, mesmo apds a adigdo de nutrientes e oxigénio
(Barker et al., 1987; Aelion, 1987; Anderson, 1995). A completa mineralizagdo dos
hidrocarbonetos monoaromaticos em aqiiiferos arenosos ocorreu somente apds 434 dias,
sendo que o benzeno foi o contaminante com maior persisténcia (Barker et al., 1987).
Experimentos em microcosmos com solos contaminados com combustivel de aviagdo
revelaram que benzeno e tolueno ndo foram degradados em um periodo de seis meses em
presenga de oxigénio (Aelion e Bradley, 1991). Possiveis explicagdes para estas observagdes
foram a preferencial utilizagdo de fontes de carbono mais facilmente disponiveis aos
microrganismos e a toxicidade devido aos altos niveis de contaminagdo. Determinadas
condi¢gdes como a alta concentragdo de contaminantes podem limitar o desenvolvimento de
microrganismos e conseqiientemente suas produgdes enzimaticas, podendo inviabilizar a
biodegradagdo dos compostos contaminantes. Embora as caracteristicas fisicas e quimicas
dos contaminantes possam facilitar a biotransformagdo, as condi¢des ambientais influenciam

na atuagdo dos microrganismos (Spain e Veld, 1983).

Entre outros fatores que inibem a biodegradag@o, estdo as caracteristicas do solo.
Analises do solo sdo da maior importancia para se detectar problemas de deficiéncia ou
toxidez de macro e micronutrientes. As analises quimicas podem determiné-las permitindo a
sua diminui¢do ou complementagdo de nutrientes para um melhor desenvolvimento de
microrganismos. Entre nutrientes usados com maior freqiiéncia estdo a amonia (NHs),
nitrato (NOs), sédio (Na) e o potassio (K). A presenca de ions de metais de magnésio
(Mg®"), célcio (Ca*") em solugSes nutritivas tem aumentado a sobrevivéncia de bactérias

Pseudomonas putida na presenca de tolueno (Karlson e Frankenberger, 1989). A
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disponibilidade de carbono (C), nitrogénio (N) e fosforo (P), deve encontrar-se em
condigdes proporcionais de 250: 10: 3 (C: N: P), considerada 6tima para a biodegradagéo.
Entretanto, em condigdes proporcionais de 100: 10: 2 (C: N: P), tem permitido a
biodegradacdo de contaminantes. Por outro lado concentragdes altas de nutrientes podem
inibir 0 processo. Por exemplo: Se o Fe e Mn sdo encontrados em altas concentragdes ou
em niveis toxicos determinados por andlise quimica, ha necessidade de corre¢do do solo ou
do substrato a ser utilizado aumentando-se o pH para provocar insolubilizagdo desses
elementos. Dependendo do meio e do processo de biodegradagdo o pH 6timo pode variar
devendo ser determinado experimentalmente. Outro fator importante é que esta medigdo
possibilita avaliar a atividade de elétrons no meio, permitindo saber em que grau de redugdo
esta submetido o substrato. A presenga de uma outra fonte de carbono poderia estimular a
degradagdo dos compostos BTX através da indugdo de enzimas catabolicas (Alvarez e
Vogel, 1991), ou poderia inibir a degradagdo destes contaminantes por causa de toxicidade,
repressdo catabdlica ou deplegdo de receptores de elétrons. Por exemplo, a degradacdo de
benzeno por uma populagdo microbiana mista em um efluente de refinaria foi inibida pela
presenga de fenol (Meyer et al., 1981). No entanto, em estudos realizados por Bollag e Liu
(1985), a degradagdo de fendis foi aumentada pela presenca de substratos facilmente

degradaveis como os aminoacidos.

2.9 Influéncia do etanol na biodegradacﬁb dos compostos hidrocarbonetos

monoaromaticos

No Brasil em derramamentos acidentais, o alcool hidratado (~ 95%) presente na
proporgdo de 22% na gasolina brasileira, pode afetar a biodegradag¢do dos BTX em aguas
subterraneas. As interagdes entre o etanol e os compostos BTX podem causar um
comportamento completamente diferente no deslocamento da pluma em relagdo a outros
derramamentos acidentais observados em outros paises onde ndo existe adi¢do de etanol na

gasolina. Entre as possibilidades que podem afetar o comportamento dos hidrocarbonetos
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monoaromaticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno em sistemas subsuperficiais na
presenga de etanol estdo o aumento da mobilidade e da solubilidade destes compostos na
agua subterranea e a diminui¢do da biodegradagdo natural por microrganismos, resultando

no aumento da persisténcia destes compostos na dgua subterranea (Butler et al, 1992).

O etanol é completamente miscivel em agua. Deste modo, a sua concentragdo
devera ser maior que a dos compostos BTX em &4guas subterrdneas contaminadas com
misturas de etanol e gasolina. Compostos altamente soliiveis tem um menor potencial de
adsorcdo, neste caso, o etanol terda uma mobilidade maior que a dos compostos BTX na
agua subterranea (Santos e Corseuil, 1995). O etanol quando presente em altas
concentragdes poderia também diminuir o retardo causado pela adsor¢do no solo, do
benzeno, tolueno e orto-xileno em &aguas subterrdneas. O etanol pode também ser
biodegradado em preferéncia aos BTX e consumir todo o oxigénio necessario para a
degradagdo dos hidrocarbonetos monoaromaticos. Além disso, o etanol em alta
concentragdo, pode ser toxico ou inibitorio para os microrganismos degradadores de BTX.
Alguns compostos quimicos alteram microecossistemas for¢gando populagdes microbianas a
se adaptarem as novas condi¢des estabelecidas, provocando mudangas que estimulam a

produgdo de novas enzimas capazes de degradar os novos compostos.

Um exemplo cléssico de indug@o de enzimas € a repressdo catabolica causada pela
presenga de mais de um substrato. Estudos realizados por Monod appud Caldwel (1995)
com E. coli e sua habilidade em degradar glicose e lactose, revelaram que estes
microrganismos degradavam primeiramente glicose e posteriormente a lactose independente
de um suporte nutricional. Para que ocorresse a biodegradagdo da lactose havia a
necessidade da formagdo de algumas proteinas essenciais durante a biodegradagdo da
lactose. O crescimento a E. coli no meio contendo glicose com posterior transferéncia para
outro meio de cultivo contendo o mesmo substrato ocorria imediatamente apds a
transferéncia. O mesmo ocorria quando bactérias crescidas no meio contendo glicose e
lactose eram transferidas para um meio contendo glicose. Entretanto, quando as células

bacterianas cultivadas em glicose eram transferidas para o meio de cultura contendo lactose,
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observava-se um periodo estacionario no crescimento celular. E finalmente quando se
estudava a biodegradagdo em um meio contendo glicose e lactose observou-se que os
microrganismos somente degradaram lactose apds o término da glicose (Figura 4). Este
estudo serviu para se entender melhor o processo de indugdo e repressdo catabdlica onde o
metabolismo da glicose atua como controlador do metabolismo da lactose através da
alteragdo na concentragdo de Adenosina Trifosfato (ATP), adenosina Difosfato (ADP), e do
ciclo da Adenosina monofosfato (AMP), importante regulador do fendmeno da repressédo
catabolica (Caldwel, 1995).

O metabolismo de lactose da E. coli esclarece o sistema de regulagdo transcricional
de genes procaridticos. S0 necessérias duas enzimas para o metabolismo de lactose nesse
organismo: galactosidiopermease, responsével pelo transporte de lactose para dentro da
célula bem como sua concentragdo, e a betagalactosidase, que catalisa a hidrdlise de lactose
em galactose e glicose. A E. coli do tipo selvagem produz estas enzimas e uma terceira
enzima, a tiogalactosidio-transacetilase, em quantidades muito pequenas, cerca de dez
moléculas por células, na auséncia de lactose. Quando em contato com lactose, a taxa de
sintese destas enzimas aumenta até 1000 vezes. Pode se dizer que o tipo selvagem foi
induzido a sintetizar as enzimas que funcionam no metabolismo da lactose, quando o
substrato das enzimas ou a atividade enzimatica estiver presente. Apds alguma incerteza
inicial sobre se foi a sintese de enzima ou a atividade enzimatica que foi afetada pela lactose,
tornou-se evidente que a presenga de lactose realmente induzia a sintese de enzimas, na
linhagem indutivel. A lactose, o substrato, agiu neste caso como um indutor enziméatico
(Chapelle, 1993). As enzimas cuja produgdo € aumentada quando estd presente um
substrato, podem ser designadas como enzimas indutiveis (Hollaender et al, 1982). No
cromossomo da E. coli estdo incluidos 3 genes: y, z e a, referentes a betagalactosidase,
galactosidio-permease e tiogalactosidio-transacetilase respectivamente encontrando-se em
contiguidade e regulados juntos. O sistema genético que regula este complexo enzimatico é
chamado de operon. A informagdo genética desses trés genes é transcrita em uma Unica

molécula de mRNA que € subseqiientemente traduzida em cadeias polipeptidicas das trés
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enzimas citadas acima. Os trés genes juntos com os sitios promotor e operador formam o lac
operon. A base da regulagdo da sintese das trés enzimas reside em um outro sitio, o
regulador, e na interagdo de seu produto proteico com a lactose e com o sitio operador. O
sitio regulador produz uma proteina repressora com 360 aminoacidos. Na auséncia da
lactose, a proteina repressora se liga ao operador tipo selvagem, impedindo assim a ligagdo
da RNA-polimerase ao promotor, ndo havendo portanto a transcri¢éo dos trés genes. Mas a
lactose, caso presente liga-se ao repressor e altera sua forma, impedindo-o de se ligar ao
operador. O resultado é que os trés genes sdo transcritos. A lactose, substrato para a
betagalactosidase e galactosidio-permease, age portanto como um indutor do operon.
Entretanto, outras linhagens do bacilo E. coli, derivadas por mutagdes a partir do tipo
selvagem indutivel, produzem enzimas continuamente, esteja ou ndo presente a lactose. A
ativagdo do operon da lactose requer ainda moléculas de proteinas receptoras de catabdlitos
(CRP). No caso da presenca da glicose, ocorre a interferéncia do ciclo adenosina-
monofosfato (¢CAMP) o que resulta em um bloqueio da formag¢do do complexo do cAMP-

CRP bloqueando a transcrigdo do operon lac (Warth, 1991).
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Figura 5 - Repressdo catabolica do crescimento celular de E. coli em meios de cultura contendo
glicose ¢ lactose. (1) Bactérias crescidas em lactose e transferidas para um meio contendo uma mistura de
glicose ¢ lactose, (2) Bactérias crescidas em um meio contendo glicose e transferidas para um meio contendo
glicose e lactose, (3) Bactérias crescidas em um meio contendo glicose e transferidas para outro meio
contendo somente lactose.







































































































































































































































