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Lost for Words

I was spending my time in the doldrums
I'was caught in a cauldron of hate
1 felt persecuted and paralysed
1 thought that everything else would just wait

While you are wasting your time on your enemies
Engulfed in a fever of spite
Beyond your tunnel vision reality fades
Like shadows into the night

To martyr yourself to caution
Is not going to help at all
Because there’ll be no safety in numbers
When the Right One walks out of the door

Can you see your days blighted by darkness?
Is it true you beat your fists on the floor?
Stuck in a world of isolation
While the ivy grows over the door

So I open my door to my enemies
And I ask could we wipe the slate clean
But they tell me to please go fuck myself

You know you just can’t win

Pink Floyd
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RESUMO

A contaminag@o do solo e de dguas subterraneas por petrdleo e seus derivados
vem decorrendo no cotidiano em consequéncia dos vazamentos dos tanques de
estocagem, disposicdo inadequada ou acidentes nos processos de transportes destes
produtos. Dentre os varios constituintes da gasolina, o benzeno, etil-benzeno, tolueno e
xilenos (BTEX) sdo de particular importancia pela relativa solubilidade nos sistemas de
aguas subterrdneas, potencial cancerigeno e depressivo do sistema nervoso central. Os
fatores que influenciam os mecanismos de ag¢&o microbiana na degradagdo de compostos
orgédnicos de interesse vem demonstrando consideravel atengdo em varios paises nos
ultimos 20 anos como alternativas para otimizagdo das tecnologias de biorremediag¢do de
solos e aguas subterrdneas contaminadas pela gasolina. Enquanto a concentragdo dos
contaminantes, biomassa ativa, biodisponibilidade, temperatura, pH, nutrientes e
aceptores de elétrons tem sido frequentemente considerados, pouca ateng¢do tem sido
direcionada ao efeito do etanol presente em 22-24% na gasolina brasileira, no
comportamento cinético de degradagio biologica dos compostos BTEX. Este trabalho
analisa e discute os efeitos dos substratos tolueno, benzeno e etanol na cinética de
biodegradagdo por cultura pura de bactérias da espécie Pseudomonas putida F1. Os
experimentos de biodegradagdo foram realizados em microcosmos contendo meio MSB,

a concentragdo dos compostos € o inéculo celular. As andlises de degradacdo dos

compostos foram realizadas por cromatografia gasosa € a produgdo de biomassa ativa

estimada através do volume celular obtido pelo analisador de imagens acoplado ao
microscdpio optico de fluorescéncia. A equagio de Monod foi utilizada para descrever a
relacdo entre a taxa de degradagdio maxima de utilizagdo do substrato pmy € as
constantes de meia-velocidades K dos compostos testados. Todos os compostos
testados foram degradados simultaneamente a partir de uma concentragdo celular
aproximada de 10° células/mL. A presenga do substrato etanol demonstrou retardar o
inicio da degradagdo dos compostos tolueno e benzeno, reduzindo também as taxas de
utilizacdo destes substratos. Os resultados indicaram que o etanol foi utilizado
preferencialmente nas fases iniciais do crescimento celular como fonte de carbono,
interferindo nos pardmetros cinéticos de metabolizagdo dos compostos tolueno e

benzeno por PpF1.
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ABSTRACT

The soil and groundwater contamination by crude oil and their derivates have
been procceding daily from underground fuel storage tanks leaking, inapropriate
arrangement or accidents in their transport processes. Within a lot of gasoline
compounds, benzene, ethilbenzene, toluene and xilenes (BTEX) deserves a special
attention due their relative solubility in groundwater systems, carcinogenic properties and
central nervous system depresser engaging the water potability. The factors that
influence microbial action in the organics compounds degradation of interest have been
showing considerable attention in many coutries in the last 20 years as technological
alternatives for bioremediation of soil and groundwater contaminated with gasoline.
While the contaminants concentrations, active biomass, bioavailability, temperature, pH
nutrients and electron acceptors have been usually considered, few attention have been
directioned to the presence of 22-24% of ethanol in the brasilian gasoline concerned to
the kinetics behaviour of biological degradation for BTEX mineralization. This work
analises and discusses the effects of ethanol on the toluene and benzene biodegradation
kinetics by pure strain of Pseudomonas putida F1. Bioassays were realized in vials
containing MSB media, compounds concentration and cell inoculate. The compounds
degradation assay were analysed by gas cromatography and the biomass yield estimated
according to the cell biovolum determined through image analiser linked to fluorescent
optical microscopy approaches. The Monod model was used to describe the relation
between the specific growth rate pmx and the Monod’s half-velocity K, All the
compounds tested showed to be simultaneously degradated to a cell concentration near
to 10° cel/mL. The ethanol presence showed a delaying in the begining of toluene and
benzene degradation, also reducing the monoaromatics specific growth rate. The results
pointed out that ethanol was first used in the initial phase of bacterial growth as carbon
source, influencing the kinetics parameters of toluene and benzene biodegradation by

PpF1.



INTRODUCAO

~ Para atem-ier as suas necessidades bioldgicas e desenvolver suas atividades, o
homem faz, constantemente, uso dos recursos naturais. Desses recursos sdo retirados a
dgua; o ar; o alimento; a matéria prima para a execu¢do de seu abrigo, seus meios de
locomocio, seus méveis, utensilios e, principalmente, a energia que precisa para manter
a vida e desenvolver suas agdes (MOTA, 1997). A utilizacdo do petrdleo e de outras
fontes primdrias de energia nfo renovaveis como o gas natural, o cafvﬁo, aturfa e a
energia nuclear, apresentam além de custos e beneficios, inevitaveis riscos sanitarios e
ambientais (BRUNDTLAND ez al., 1991).

Em 1986 a Agéncia de Protegdo Ambiental Norte-Americana (EPA) estimou que
35% dos tanques de estocagem de combustiveis nos Estados Unidos apresentaram
‘vazamentos (BELLER et al., 1992); dos quais 400.000 foram substituidos ou adaptados
as legisla¢Ges federais que entram em vigor no final de 1998. Ainda em relag@o a estas
legislagGes, mais de 250.000 casos de vazamentos foram identificados com mais de
97.000 casos remediados. Semanalmente mais de 1.000 casos novos de vazamentos
estdo sendo encontrados em todo o territério norte-americano (BRATBERG AND
HOPKINS, 1995).

No Brasii, existem aproximadamente 27.000 postos de gasolina e, de acordo com
o relatorio de atividades da PETROBRAS (1996), o consumo nacional de derivados de
petroleo atingiu 90 milhdes de m’, equivalentes a 1,55 milhdo ‘de barris por dia, o que
representou um acréscimo de 6,3% em relagdo ao ano anterior; como exemplo, 0
consumo de gasolina automotiva alcancou 16,5 milbdes de m’ representando um
aumento de 17,1% em relacdo ao ano de 1995.

As preocupagdes relacionadas ao potencial de contaminagdo de aguas
subterrdneas pelo petréleo e seus derivados vem crescendo em Sdo Paulo € em outras
cidades como Curitiba (que ja possui legislacdo sobre o problema) e Joinville (SC). Em
Joinvile, a Prefeitura local fiscalizou 65 postos da cidade, constatando que apenas um
ndo continha problema de infiltragdo de gasolina no lengol fredtico (CORSEUIL AND
MARINS, 1997; CORSEUIL, 1997; FINOTTI AND CORSEUIL, 1997).

O destino das plumas de contaminagdo pela gasolina nos solos e 4guas
subterrdneas merecem destaque haja visto que dos muitos constituintes do petroleo, os

compostos de benzeno, tolueno, xilenos e etilbenzenos (BTEX) apresentam propriedades
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toxicoldgicas em baixas concentragdes. Estes compostos sdo relativamente soliveis em
dguas comparados com outros compostos do petréleo e frequentemente migram através
dos sistemas de Aguas subterrdneas contaminando possiveis fontes de agua potavel
(EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1994; COZZARELLI et al., 1995). Segundo a
Environmental Protection Agency (EPA), o benzeno apresenta potencial cancerigeno €
o tolueno pode causar depressio do sistema nervoso central (BELLER er al., 1992).
Desta forma, concentra¢Ges de benzeno, tolueno, xilenos e etilbenzenos superiores a 10,
700, 500 e 300ug/L respectivamente, comprometem a potabilidade da agua para
consumo humano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1993). No Braéil, a
legislagdo vigente descrimina dentre estes compostos, apenas O benzeno para
concentragdes acima de 10 ug/L) (CONAMA, 1986).

Para solucionar o problema, dispendiosas tecnologias fisico-quimicas vem sendo
aplicadas para se remediar solos e aquiferos contaminados pelo petréleo e seus derivados
como, por exemplo, a excavagdo e incinerag@o do solo, a oxidagdo quimica, a adsorcdo
por carvdo ativado, etc. Processos de degrada¢do bioldgica destes contaminantes,
também conhecidos por biorremediagdo vem também se destacando por eliminar uma
gama de contaminantes organicos a uma melhor relagdo custo-beneficio (CORSEUIL, et
al., 1996; CORSEUIL AND ALVAREZ, 1996acd). O processo se traduz na degradagio
de compostos orgénicos de interesse encontrados nos solos ou aguas subterrineas por
microorganismos que os utilizam metabolicamente para manutengdo celular e produgdo
de biomassa (WALTER AND CRAWFORD, 1997).

A eficiéncia dos sistemas biolégicos na biorremediagdo, € extremamente
dependente das propriedades cinéticas do crescimento populacional dos
microorganismos e das taxas de degradagdo do substrato. A determina¢io destes
pardmetros torna-se essencial para o desenvolvimento de estratégias de remo¢do de
compostos poluentes durante a operagdo (KLECKA AND MAIER, 1985). Estudos de
cintica microbiana podem desta maneira, prover dados que permitam avaliar a
persisténcia dos compostos quimicos em ecossistemas naturais, como as respectivas
concentra¢cdes em que estes podem estar sendo transportados a possiveis sitios de
exposicdo ao homem e outras espécies (JONES AND ALEXANDER, 1986;
ALEXANDER, 1994).

Enquanto a biorremediagdo vem apresentando respostas promissoras em vArios

paises do mundo na remediagdo de areas contaminadas pelo vazamento dos derivados do
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petréleo, a presenca de 22-24% de etanol adicionada na gasolina brasileira para aumentar
a octanagem do combustivel e reduzir a poluicdo atmosférica pode influenciar na
solubilizagdo dos BTX e nas taxas de degradagdo microbiana (FERNANDES AND
CORSEUIL, 1996; FERNANDES AND CORSEUIL, 1997; CORSEUIL AND
ALVAREZ, 1996B; CORSEUIL, et al., 1998; HUNT et al., 1997).

Os objetivos deste trabalho foram:

1) Analisar o crescimento bacteriano de células pertencentes a espécie Pseudomonas
putida F1 (PpFl) durante a degradagdo dos compostos testados como o tolueno,
benzeno e etanol e quantificar a biomassa bacteriana através de estimativas do biovolume

celular obtidos por microscopia 6ptica de fluorescéncia;

2) Investigar através.do modelo cinético de degradagdo microbiana, os possiveis
efeitos da presenga do etanol nas taxas de crescimento maximo especifico pmsx € nas
constantes de meia velocidade K de degradagdo dos compostos tolueno e benzeno por

células de Pseudomonas putida F1.



CAPITULO 2

2. Revisio bibliografica
2.1 Biorremediacao

Na biorremediag@o, compostos quimicos contaminantes podem ser degradados
por microorganismos autdctones (atenuacdo natural) ou aldctones (bioestimulacfo),
encontrados em solos ou 4aguas subterraneas (CORSEUIL AND MARINS, 1996;
CORSEUIL AND ALVAREZ, 1996a) (Figura 1). A degradagdo de hidrocafbonetos de
petréleo por microorganismos podem, por exemplo, diminuir o custo das estratégias de
tratamento do contaminante in situ (MONTGOMERY et al., 1997; KORDA ET ALL,
1997).

A degradagio aerdbica dos contaminantes encontrados no subsolo ocorre através
do oxigénio disponivel pela sua difusdo através da zona ndo saturada e pelo seu
transporte nos movimentos das aguas subterrdneas (AXELROD et al.,, 1997). Apés o
consumo do oxigénio dissolvido, microorganismos anaerdébicos comec;arh a se sobressair
nas atividades de degradag@o, utilizando como aceptores de elétrons o nitrato, o ion
férrico o sulfato e o didxido de carbono na respectiva ordem (CHO et al, 1997;
LIBELO et al., 1997). Desta forma, microorganismos presentes no solo podem consumir
os hidrocarbonetos de petroleo, se estes forem utilizados como fonte de elétrons
doadores para o metabolismo microbiano para obtengdo de energia, produgdo e

manutenc¢do celular, como demonstra a seguinte equacdo estequiométrica:

HC(doador de elétrons) + O;(aceptor de elétrons) + microorganismos + nutrientes

_) CO; + H,0 + microorganismos + metabdlitos

Os elétrons doadores neste caso, sd0 os compostos orgdnicos como os de
hidrocarbonetos de petréleo. A maioria dos compostos organicos poluentes sdo
primeiramente degradados aerobicamente (BELLER et al., 1992; EDWARDS AND
GRBIC-GALIC, 1992), ié., quando o oxigénio estd presente como aceptor final de
elétrons (WALTER AND CRAWFORD, 1997).
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Figura 1: Esquema ilustrativo simulando o vazamento da gasolina e algumas
consideragdes importantes nos processos de biorremediagio do solos e aquiferos
contaminados.



Segundo ARINBASAROV er al, 1997, cerca de 20 espécies de
microorganismos foram isoladas e capazes de degradarem os componentes do petrdleo.
A maioria (acima de 70%) pertencem ao género Pseudomonas, o restante pertencente
aos géneros Rhodococcus € Xanthomonas, com poucas formas ndo esporofiticas Gram-
negativas.

Como visto anteriormente, nos Gltimos 20 anos a biorremediagdo tem evoluido
para uma das mais empregadas tecnologias para descontaminacdo de uma enorme
variedade dos compostos contaminantes, inluindo os hidrocarbonetos de petrdleo

(WALTER AND CRAWFORD, 1997).

2.2 Pseudomonas spp. nos processos de biodegradacio.

O género Pseudomonads é frequentemente encontrado em sistemas de aquiferos
em consequéncia da extraordinaria versatilidade destes microorganismos de utilizar
diversas formas de substratos orginicos como fonte de energia. Outra caracteristica
interessante deste género € que muitas espécies ndo requerem vitaminas especificas,
aminoacidos ou fatores de crescimento. Espécies de Pseudomonads demonstraram
crescer em 127 fontes de carbdno organico diferentes. Esta caracteristica fisiologica
permite a estas espécies habitar aquiferos aerdbicos onde os substratos orgénicos sdo
limitados pelo carbono orgéinico lixiviado da superficie. A maioria das espécies de
Pseudomonads sdo aerdbicas restritas podendo existir algumas com a habilidade de
utilizar vias bioquimicas alternativas. A flexibilidade destes microorganismos em termos
de fontes de carbono e aceptores de elétrons utilizados, permitem a estes, crescerem em
subsolos sob condigdes variaveis (CHAPELLE, 1993).

Pseudomonas putida, tem numerosos potenciais em aplica¢cdes industriais de
biotransformag¢io que envolvem o uso de substratos orginicos como hidrocarbonetos
alifaticos saturados e insaturados, aliciclicos e aromaticos, alcoois e éters (INOUE et al.,
1991). Geralmente, estes compostos orgénicos sdo toxicos e comprometedores do
crescimento dos microorganismos por ocasionarem a particdo das membranas
(HEIPIEPER AND BONT, 1994), porém, microorganismos de P. putida ¢ P.
aeruginosa, assimilam estes compostos (INOUE et al., 1991; WEBER et al., 1993;
CRUDEN et al.,, 1992).



2.3 Vias bioquimicas de degradacio aerébica do benzeno e tolueno por

Pseudomonas putida F1

As vias bioquimicas de degrada¢io dos compostos como o benzeno, tolueno e
xileno foram estudadas em microorganismos da espéciec P. putida (Figura 2) e
posteriormente observadas em outros géneros como Acinetobacter, Bacillus,
Alcaligenes e Nocardia (LEE et al, 1995a; LEE et al, 1995b). O tolueno ¢
frequentemente o primeiro hidrocarboneto a ser degradado seguido pelos isémeros do
xileno (EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1992) em consequéncia do complexo
enzimatico especificas das espécies de P. putida, como a tolueno dioxigenase e xileno
oxidase, que sfo as primeiras a atuarem na oxidac¢do destes compostos até a formacdo de
um subproduto comum conhecido por catecol (Figura 2) (ZYLSTRA et al., 1988).

Um dos caminhos da quebra do catecol, a orto clivagem, € observada pela quebra
“do composto entre atomos de carbono que estdo ligados aos grupos hidroxila. A outra
via de quebra do catecol conhecida por meta clivagem, difere da oxidagdo orto por ter
inicio entre atomos de carbono onde somente um deles esta ligado ao grupo hidroxila. O
anel € entdo clivado por intermédio de uma hidrolase. Os produtos finais sdo acidos
organicos que podem ser posteriormente degradados até CO, (Figura 3)(CHAPELLE,
1993; LEE et al., 1995a).

Estudos com P. putida demonstram que os processos bioquimicos envolvidos na
degradacdo destes compostos monoaromaticos, assim como a presen¢a de sistemas
enzimaticos apropriados, contribuem potencialmente para biodegradagdo destes
poluentes (LEE ez al.,, 1995b).

Através da bioquimica de degradacio destes compostos, pode-se dizer que a
facilidade de metabolizar certos compostos, esta relacionada com a complexidade do
metabdlito que € formado. Moléculas mais complexas disponiveis aos miroorganismos,
sdo degradadas com menor eficiéncia, refletindo limitagdes bioquimicas das vias

degradativas disponiveis para metabolizagio destas (CHAPELLE, 1993).
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cis-glicol;, TACGDH, toluato-cis-glicol desidrogenase; CTL, catecol; 4MCL, 4- 969

metilcatecol; C230, catecol 2,3-dioxigenase.
Fonte: LEE et al., 1995a.
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2.4. Cinética de degradacio

Informagdes sobre a cinética de degradacio de compostos quimicos sio de
extrema importincia porque possibilitam estimar a persisténcia dos contaminantes no
ambiente, predizer suas concentra¢des em um dado tempo de modo a determinar a
possibilidade de completa degradacdo destes compostos, antes que atinjam sitios de
exposi¢do aos organismos. A biodegradacdo de um substrato organico particular pode
ser obtida por microorganismos que estfio: (a) crescendo diretamente em fun¢io do
substrato especifico como tnica fonte de energia; (b) crescendo sobre outro nutriente
organico como fonte de carbono e energia, € metabolizando, consequentemente o
substrato de interesse; ou (¢) ndo utilizando o substrato para o crescimento celular
(ALEXANDER, 1994).

Se um micoorganismo € inoculado em reatores contendo meio liquido, fatores de
crescimento € nutrientes inorganicos necessarios para degradag@o de um certo composto
qul’mico, a taxa do crescimento destes organismos sera diretamente proporcional a
concentra¢do do substrato disponivel. Desta forma, a taxa de crescimento dos
microorganismos em funcdo da concentragdo do substrato pode ser expressa

matematicamente segundo MONOD:
U= HUmax S/Ks+ S

onde p é a taxa de crescimento especifica da bactéria, umix € a taxa de crescimento
especifica maxima (que ocorre para altas conentra¢des de substrato), S € a concentragdo
do substrato ¢ K; € a constante que representa a concentra¢io do substrato para a qual a
taxa de crescimento é a metade da taxa de crescimento maxima (ALEXANDER, 1994;
ROBINSON AND TIEDIJE, 1983; McCARTY, 1972). A expressdo da equagdio de
Monod, € representada graficamente na Figura 4. Os valores de Ks representam a
afinidade do organismo em relagdo ao substrato, ou seja, quanto menor o valor de Ks,
maior a afinidade do microorganismo em relagfio a molécula em quest@o. Valores de Ks
podem variar para uma mesma espécie de bactéria quando varios substratos ou
concentragdes sdo analisadas. Para decomposi¢do aerdbica do substrato o valor de K

geralmente é menor que 20 mg/L. (McCARTY, 1972).

N
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Figura 4. Relacdo entre taxa de crescimento bacteriano e a concentragdo do substrato
(C) como fonte de energia.

Fonte: ALEXANDER, 1994.

Organismos ‘capazes de crescerem sob altas concentra¢les de substrato,
tipicamente crescem menos para baixas concentragdes, provavelmente por baixa
afinidade ao substrato (alto K,). Alternativamente, organismos que crescem
eficientemente em baixas concentragdes de substrato, geralmente exibem baixas taxas de
crescimento para altas concentragdes do substrato (baixo K;) (KLECKA AND MAIER,
1985).

Quando a concentragdo do substrato é muito maior que a constante de meia-
velocidade K, (So>>K,) (cinética logaritimica), a maior parte do substrato ird
desaparecer, enquanto os sistemas metabdlicos celulares sdo saturados (SIMKINS AND
ALEXANDER, 1984) (Figura5). Como exemplo, a mineralizagio de 5,0ng/mL a 1,0
pg/mL de fenol em 4gua de lago foi obtida pela andlise de cinética de degradacdo
logaritimica (JONES AND ALEXANDER, 1986). As taxas de mineralizacdo para altas
concentragdes (100pug/ml) de benzoato por uma popula¢do de Pseudomonas sp. também
foram medidas e calculadas pela andlise de regressdo ndo-linear, através da cinética

logaritimica segundo Monod (SIMKINS AND ALEXANDER, 1984).

39
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Fonte: ALEXANDER, 1994.

A cinética logaritimica de degradacgdo do substrato pode ser escrita como:

que integrando resuita em:

dS/dt = uméx(So + Xo - S)

S =Sp + Xo[1 — exp (Kmast)]

onde S, € a concentraggo inicial de substrato, S € a concentragio de substrato no tempo t

e Xo € a quantidade de substrato necessaria para produzir a populagio microbiana inicial

(ALEXANDER, 1994).

Quando a concentrag#o inicial de substrato € muito inferior a K (So <<K), a taxa

de crescimento diminui progressivamente, ou ainda, a taxa de crescimento microbiano

torna-se proporcional a concentragdo do substrato (SIMIKINS AND ALEXANDER,

1984). O numero de bactérias continua a crescer mesmo para baixas concentragdes de

substrato, porém, o periodo entre cada divisdo celular torna-se progressivamente maior.



O modelo logistico simula este tipo de cinética e esta representado na Figura 5. A

cinética logistica para degradag@o do substrato pode ser escrita como:

- dS/dt=dS(So + Xp—-S)

que integrando resulta em:
S =8¢ + Xo/1+ (Xo/Se) explk (So + Xo)t]

onde k = ums/Ks. A mineralizacdo de 2ng/mL fenol como fonte de carbono em agua de
lago foi obtida através do modelo logistico de cinética de degradagdo (JONES AND
ALEXANDER, 1986).

Quando a concentragdo inicial dé substrato € aproximadamente a mesma que K,
(So ~ Ky), a situacdo € mais complexa porque p ndo € diretamente dependente da
concentracdo inicial do substrato (quando Sp>>K ou S, <<K;) mas permite o
crescimento microbiano (Figura 5). A curva de Monod com crescimento, é apresentada

na Figura 5 . Matematicamente esta curva pode ser escrita como:
-dS/dt = pmax S(So + Xo - S)/K + S
ou por integragdo em:

K;In (S/So) = (So + Xo + Ks) In (X/Xo) - (So + Xo)pméxt

onde X ¢ a quantidade de substrato necessaria para a produgdo da popula¢do. O
metabolismo de benzoato por cultura de bactérias da espécie Pseudomonas sp. para
concentragdes deste composto proximas a K, demonstraram seguir a cinética de Monod
com crescimento (SIMKINS AND ALEXANDER, 1984).

Para os trés modelos apresentados, as células estdo se multiplicando em fungdo
do substrato quimico no qual a biodegradagdo estd sendo determinada, embora os
microorganismos possam estar crescendo sobre outras fontes de carbono presentes.
Neste caso, um dos compostos que esta servindo de suporte para o crescimento celular,

podera estar reprimindo o metabolismo de outro substrato (ALEXANDER, 1994)



2.5 Maultiplos substratos. O efeito Diauxie.

A cinética de degradagdo dos compostos organicos sdo alteradas pela presenga
de outros substratos nos quais os microorganismos podem utilizar simultaneamente.
Quando dois substratos sdo metabolizados a0 mesmo tempo, a degradag@o do composto
que esta presente em baixas concentra¢des, pode ser otimizada se a populagdo estd
crescendo na presenga do outro composto. Como exemplo, pode-se citar a otimizagdo
da degradagdo de p-nitrofenol (PNP), por cultura de células da espécie Pseudomonas
sp., que cresceram na presenga da glicose quando presente no meio (SCHIMIDT, et al.,
1987).

Quando dois ou mais substratos estdo em concentra¢des que permitem um
suporte energético para manutengdo € producdo de biomassa, o crescimento celular
exponencial caracteristico assume a predomindncia de fases exponenciais separadas por
um intervalo com pouco ou nenhum crescimento (Figura 6). Durante o periodo de
crescimento exponencial bacteriano, somente um dos substratos ¢ metabolizado,
enquanto o crescimento exponencial seguinte, corresponde ao crescimento para
utilizacdo do segundo substrato. Este fendmeno é conhecido como diauxie. O efeito
diauxie € caracterizado pela repressdo da sintese de enzimas metabolicas (repressdo
enzimatica) envolvidas na degradagdo inicial de um segundo substrato quando
microorganismos estdo degradando o primeiro substrato (ALEXANDER, 1994;
CALDWELL, 1995; COSTA, 1987).

Quando células de E. coli sdo cultivadas em meio contendo uma mistura de
lactose e glicose (Figura 6), a glicose € consumida antes que a lactose, e as enzimas
necessarias para a degradagdo do dissacaridio s6 comecam a ser sintetizadas quando a
concentragdo de glicose no meio resulta insuficiente para o fornecimento de carbono e
energia para a célula. Embora a lactose esteja presente no meio durante todo o tempo, a

inducdo das enzimas catabdlicas mantém-se reprimida na presenga de glicose.
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Figura 6. Crescimento bifasico de uma populagdo bacteriana na presenca de dois

substratos disponiveis.

Fonte: ALEXANDER, 1994; CALDWELL, 1995.

Desta maneira, a obtencdo de carbono e de energia a partir do dissacarideo ou
polissacaridio requer um certo numero de passos enzimaticos prévios até a obtencdo de
moléculas mais simples, enquanto a glicose € outros agucares semelhantes podem ser
captados e utilizados diretamente pelas células, sem maiores gastos energéticos
(COSTA, 1987).

Pode-se predizer que os microorganismos obtém 50% mais energia da oxidagdo
da molécula do etanol do que em relagdo aos,‘compostos BTX quando presentes no meio
(CORSEUIL, et al., 1998). As reagdes metabdlicas envolvidas na degradagdo de um
determinado substrato, para obtengdo de energia e multiplicagdo celular, sdo reagdes de
oxi-redugdo e envolvem, portanto, a transferéncia de elétrons entre um substrato e um
receptor de elétrons (oxigénio, nitrato, ion férrico, sulfato, etc) (CORSEUIL, 1997). As
meia-reagdes € as respectivas energias livre de formacgido dos compostos tolueno,

benzeno e etanol sdo representadas a seguir:
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Doadores de elétrons AG{(Kcal/ emol)
Tolueno: 1/36 C;Hg+ 7/18 H,O0=7/36 CO,+ H + ¢~ -5,46
Benzeno: 1/30 C¢Hg+2/5 H,O = 1/5CO+H + ¢ -5,26
Etanol: 1/12 C,H¢O+1/4 H,0 = 1/6 CO+H™+ ¢ -7,60

A mineraliza¢éo de P; (Fosforo total) e MPn (diidrogénio metil fosfonato), por
cultura pura de células de Pseudomonas testosteroni, demonstrou que pouca ou
nenhuma utilizacdo do MPn foi obtida enquanto presente o P; no meio e que, somente
ap6s completa remogéo de P;, se iniciou a degradacdo do MPn, demonstrando que,
fisiologicamente, as células selecionam entre possiveis fontes de alimento, as que
resultam em rendimento e custo energético mais favoravel (DAUGHTON, et al., 1979).

A adicdio de fontes alternativas de carbono como a acetona, a glicose, 0 metanol,
dcidos organicos e aminoacidos demonstraram inibir a degrada¢io anaerdbica de
compostos como o p-nitrofenol, fenol e tolueno por culturas metanogénicas
(SWINDOLL et al., 1988; EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1994).

Como as taxas de degradacdo do substrato estdo diretamente relacionadas com a
populagdo microbiana, o efeito diauxie pode nfo ser detectado se a biomassa presente é
grande o suficiente para metabolizar simultaneamente, todas as fontes de energias
presentes. SCHIMIDT, et al., 1987, descreveu o efeito diauxie para altas concentragdes
de p-nitrofenol e glicose, utilizados como fontes de energia por células de Pseudomonas
sp., sendo observado que a degradacdo simultdnea destes compostos foi obtida somente
quando altas concentra¢cdes de células estavam presentes no meio, ou seja, de
aproximadamente 3x10’ células/mL. Resultados semelhantes foram descritos para
utilizacdo da glicose e compostos aromaticos por Pseudomonas putida em reatores de

batelada (REBER AND KAISER APUD SCHIMIDT, et al., 1987).

2.6 Mecanismos de inducio e ativacdo dos catabdlitos.

A indugdo e repress@o de enzimas sdo fendmenos homeostdticos que permitem
ajustar o metabolismo celular através do controle de expressdo génica frente as
mudancas que ocorrem no ambiente, como descrito para o sistema de utilizacdo de
lactose na enterobactéria E. coli. Na indugdo enzimdtica, uma proteina repressora

inicialmente na fase ativa é desativada pela interagio com uma fonte de carbono e
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energia. Sob estas condigdes, a proteina repressora desocupa uma regido regulatoria do
genoma celular conhecida como locus operador (O) de forma a nfio poder prevenir a
ligagdo da molécula de DNA-dependente da RNA polimerase a uma outra regido do
genoma responsavel pela ligagdo da molécula de DNA-dependente da RNA-polimerase,
a regido promotora (P). A ligacdo da DNA-dependente da RNA-polimerase a regido P,
permite o reconhecimento da informagdo das sequéncias de bases e tem-se o inicio do
processo de formagdo de enzimas (Figura 7 (A)). A ativagdo dos catabdlitos é a segundo
maior mecanismo de controle de expressio génica que afetam o metabolismo
degradativo, agindo concomitantemente com a indu¢do enzimatica. Na ativa¢do dos
catabolitos, a presenca de uma molécula ativa de uma proteina regulatoria particular, a
proteina ativadora de catabolitos (CAP), e uma proteina repressora dos catabdlitos, a
adenosina monofosfato ciclica (cAMP) agem para utilizagdo de um substrato particular.
A atividade da CAP estd em fungdo da concentracdo intracelular de cAMP e
normalmente ¢ sintetizada em uma forma inativa convertendo-se para forma ativa através
da sua interagdo com a cAMP. A concentragdo de cAMP esta em fungdo do estado de
energia disponivel para a célula. Em meio contendo duas fontes de carbono como
energia, células de FE.coli utilizam, primeiramente a glicose produzindo altas
concentracdes de energia celular (ATP) e baixas concentragdes de cAMP e adenosina
difosfato (ADP). A partir de uma queda na concentragdo da glicose, o nivel de ATP
decresce no interior da célula ¢ aumenta consequentemente o nivel de cAMP, ativando a
CAP (Figura 7)O complexo cAMP/CAP, liga-se a regido P do genoma e facilita a
ligacdo da DNA-dependente RNA-polimerase permitindo a transcri¢do do cdédigo para a
utilizagdo da lactose (CALDWELL, 1995; COSTA, 1987).
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reguladora operadora promotora
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Figura 7. Esquema das regides do genoma bacteriano. (A) Repressdo. Uma proteina repressora ocupa
a regido do operador inibindo a ligagdo da DNA-dependente da RNA polimerase e prevenindo o
processamento da formagdo enzimatica. (B) Ativagio dos catabdlitos. Adenosina monofosato ciclica
(cAMP) interage com a proteina ativatora do catabélito na forma inativa (CAP) tornando-o ativo. O
CAP ativo facilita a ligagdo da molécula de DNA-dependente da RNA-polimerase a regido promotora,
permitindo a transcri¢do enzimatica.

Fonte: CALDWELL, 1995.

2.7 Determinaciio da biomassa.

A biomassa de uma populagéo bacteriana tem sido reconhecida como importante
parametro em relagd@o a ecologia microbiana, cinética e estimativas de taxas respiratorias
ou energéticas. A contagem destes micoorganismos € frequentemente requerida quando

se deseja estimar a produtividade de um sistema, a produgdo da biomassa ou o potencial
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de utiliza¢do do substrato (WALTER AND CRAWFORD, 1997).

Viérias técnicas tem sido utilizadas para se determinar a biomassa bacteriana em
ecossistemas naturais. Atualmente a técnica que tem recebido consideravel atengéo
considera a medida do biovolume celular bacteriano (volume por célula) para
posteriormente conversdo para biomassa celular como carbono por célula ou peso seco
(BRATBAK, 1985). A biomassa é obtida por varios métodos dependendo da amostra e
do proposito do estudo. Técnicas comumente utilizadas provém de estimativas do
biovolume bacteriano através de observagdes microscopicas (NORLAND et al., 1987).
Dentre estas técnicas, a microscopia de epifluorescéncia, microscopia eletronica,
microscopia de transmissdo de elétrons e analizadores eletronicos de particulas tem sido
utilizados.

Células bacterianas podem ser facilmente distinguidas de outras particulas da
amostra através das vdrias técnicas de microscopia. O corante para epifluorescéncia
conhecido por Alaranjado de acrinidina (AO), é amplamente utilizado para contagem
direta de bactérias, e tem sido utilizado também como metodologia para obtengdo do
volume bacteriano (BRATBAK, 1985). A utilizacdo deste corante, possibilita uma
contagem precisa, discriminando possiveis erros cometidos pela interferéncia de outras
particulas, porque liga-se a moléculas de RNA ou DNA. A contagem celular através da
microscopia direta tem se tornado popular devido a que muitas comunidades bacterianas
que ocorrem na natureza, ndo podem ser estimadas através da contagem das colOnias
sobre varios meios de cultura em placa. Uma desvantagem da metodologia e de ndo
poder distinguir microorganismos vivos, mortos ou dormentes. (KING AND PARKER,
1988).

Geralmente, a contagem visual direta das células sdo tediosas e refletem a
subjetividade da enumeragdo. O uso de um sistema de analise de imagens acoplado a
microscopios de fluorescéncia tem sido frequentemente utilizado para se evitar o
problema. O sistema digitaliza as imagens de células coradas de um determinado campo
visual através de uma cdmera acoplada ao microscopio. A imagem digitalizada pode
entdo ser arquivada, editada e analisada para contagem total dos microorganismos ou
para se estimar parametros celulares como perimetro, area, comprimento, e largura. Os
resultados podem ser expressos em unidades de pixels ou convertidos para micrometros
desde que convertidos adequadamente através de uma lamina de calibragdo padrdo para

cada objetiva utilizada. Os resultados obtidos podem ser impressos como imagens, dados
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estatisticos, ou histogramas. Ainda que os processos necessarios na preparacdo de
laminas, ajuste do foco e mudanga dos campos visuais, sd0 0s mesmos para os metodos
convencionais de observacdo direta, as analises de imagens se destacam principalmente
pela confiabilidade e otimizacdo do tempo nos registros dos dados (SIERACKI et al.,
1985).
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CAPITULO 3

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Biolégico

Para a realizagdo dos experimentos de biodegradagdo aerdbica do tolueno,
benzeno e etanol, foi utilizado cultura pura de bactérias da espécie Pseudomonas putida
F1 (PpFl) capazes de metabolizar o tolueno (Figura 8). O material biologico foi
concedido por Pedro Alvarez, P.h.D., 1997, (Department of Civil and Environmental
Engineering, University of IOWA, EUA).

Figura 8: Fotomicrografia de fluorescéncia de células de Pseudomonas putida F1.

Aumento 1000x.
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3.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado na propagacdo das células e nos experimentos de
biodegradacdo aerobica dos compostos testados foi o Hunter's Mineral Base (MSB)
(STANIER et al., 1966) (Apéndice I), o qual proporciona todos os ions metalicos
catidnicos em concentragdes suficientes e quantidades de nitrogénio e fosforo
necessarios para manter as populacdes de Pseudomonads em alta densidade.

O meio completo foi preparado por diluicdo de trés solu¢des estoques: uma
solug@o tampdo (solugdo A), uma solucdo de sulfato de amonia como fonte de nitrogénio
(solugdo C) e uma fonte de minerais (solu¢do B).

Solucdo A: Foi dissolvido 141,2 g (Na,HPO4) e 136 g (KH,PO4) em 1 L de 4gua
destilada. Esta solugdo apresentou um pH de 7,25.

Solucdo C: Foi dissolvido 200 g de (NH4),SOsem 1 L de dgua destilada.

Solucdo de metais: Foi dissolvido os seguintes reagentes em 800 mL de agua
deionizada, na respectiva ordem: 10,95 g (ZnSO,;e7H,0); 1,54 g (MnSO4e7H,0); 5,00 g
(FeSO4e7H,0; 392 mg (CuSO,e5H,0); 248 mg (Co(NOs),#6H,0) e 177 mg

(Na;B4O,¢10H,0). Adicionou-se algumas gotas de H,SO4 para retardar a precipitagdo.
A solugdo final foi avolumada para 1 L.

Solucdo B: 1445 g (MgSOs); 3,33 g (CaCLe2H,0); 9,25 mg
(NH4)sM070,4¢4H;0); 99 mg FeSO,e7H,0; 50 mL (solugdo de metais), avolumou-se a
solucdo final para 1 L.

Procedimento de preparo da Solucio B:

1. Foi dissolvido o MgS0s, o CaCl, e o (NHs)sMo070,404H,0 junto com o FeSO, em
150 mL de agua.
2. Avolumou-se a solug@o para 950 mL com 4gua deionizada e o pH ajustado para 6,8
com NaOH 10N. Isto foi feito vagarosamente para o pH ndo exceder a 7,0 e resultar na
formagdo de um precipitado.
3. Avolumou-se a solugdo para 1 L e estocou-se a temperatura de 4°C.

Para preparag¢do do meio MSB propriamente dito, foram adicionados as seguintes
solugdes para 1 L:

1. Solugdo A — 40mL

EJ
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2. Solu¢do B — 20mL
3. Solug¢dao C — 5 mL

As fontes de carbono organico como o tolueno, o benzeno e o etanol utilizadas
nos experimentos foram acrescidas ao meio MSB posteriormente a sua estereliza¢do em

autoclave a 120°C e 1 atm por 20 minutos.

3.3 Compostos quimicos

Os compostos quimicos utilizados neste trabalho foram o tolueno, o benzeno, e o

etanol, todos P.A., marca MERK®, com grau analitico superior a 99%.

3.4 Microcosmos

Os microcosmos utilizados nos experimentos de biodegradagdo dos compostos
testados foram preparados em frascos de 20 mL para Headspace AutoSampler (HP
7694) e previamente esterelizados como descrito acima. Em cada microcosmo foi
adicionado:

1. 5 mL de meio MSB (para se garantir o volume de oxigénio disponivel);

2. o inéculo celular preparado como descrito no item 3.7.1 (exceto para montagem da
curva de calibracdo e experimentos controle);

3. o volume da solug¢do padrdo contendo o composto a ser analisado.

Os microcosmos preparados foram tampados hermeticamente com septos de borracha
de 0,8 mm e 20 mm de diametro (Mod. HP) e com lacres de aluminio (Mod. HP) (Figura
9). Para cada experimento foram preparados aproximadamente 45 microcosmos.
Montado os experimentos, estes foram mantidos em agitagdo continua de 160 rpm em

agitador Dubnhoff e sob temperatura ambiente controlada de 23 + 1°C.

3.5. Solugdes padroes

As solucdes padrdes foram preparadas gravimetricamente (EDWARDS AND
GRBIC-GALIC, 1994) em balanga analitica (SHIMADZU, Mod Libror AEG-120g). A
pesagem dos compostos foi feita diretamente em frascos de 20 mL contendo 15 mL de

agua destilada.
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Figura 9: Microcosmos utilizados nos experimentos de biodegradagdo contendo SmL

de meio MSB.

estéril e entdo lacrados. A concentragdo da solugdo mae de cada composto em pMol/L
foi calculada com base no volume de 15 mL de 4dgua no frasco. As solugdes mée foram
preparadas em concentragdes inferiores aos limites de solubilidade de cada composto
monoaromatico (Quadro 1), ou seja, 200 mg/L para o tolueno, S00 mg/L para o benzeno
e 1000 mg/L para o etanol. Todas as solu¢des mée preparadas, permaneceram em
agitagdo continua por 48 horas em agitador Dubnhoff a 160 rpm para completa

solubilidade.

Quadro 1: Limites de solubilidades dos compostos tolueno, benzeno e etanol.

Composto Limite de solubilidade a 20°C (mg/L)
Etanol -
Tolueno 534,8
Benzeno 1791

Fonte: GUIGER, 1996.

A aliquota da solugdo mée necesséria para se obter a concentragdo desejada na
preparagdo da curva de calibragdo e nos experimentos, foi realizada através de

microseringas com vedacdo de gas (Mod. Hamilton).



3.6 Experimentos de biodegradacio.

Para as analises de biodegradagdo foram montados os seguintes experimentos:
1. isolados: tolueno, benzeno e etanol nas concentragdes de 217,39, 256,41 e 6521,73
uMol/L para tolueno, benzeno e etanol, respectivamente;
2. conjugados: tolueno (217,39uMol/L) e benzeno (256,41uMol/L); tolueno
(217,39uMol/L) e etanol (6521,73 uMol/L) e benzeno (256,41uMol/L ) e etanol
(6521,73 uMol/L ).

3.7 Procedimento analitico

Todos os experimentos foram analisados em triplicata. As analises foram
realizadas sob peridiocidade aleatoria de tempo em horas. Os microcosmos foram
diretamente analisados em cromatégrafo a gas (CG) Mod. Hewlett Packard 5890
equipado com Detector FID, coluna HP1 (Crosslinked Methyl Siloxane - didmetro 2,65
um e comprimento de 30 m), amostrador automatico Headspace Auto sampler (HS)
Mod. Hewlett Packard 7694, nas condi¢des descritas no Apéndice II.

O limite de detecgdo do CG utilizado nas condi¢gdes de analises para os
compostos benzeno, tolueno e etanol foram de 8ppb, 8ppb € 2 ppm, respectivamente.

A precisdo dos dados obtidos no CG foi testada de acordo com a porcentagem de
recuperacdo do SPIKE'"” segundo métodos da EPA 8015* (Tabela 1).

Os cromatogramas foram interpretados segundo o software ChemStation versdo

A.03.34. O Apéndice IV sumariza as condi¢des de trabalho utilizadas no HS e no CG.

3.8 Preparacio do inoculo

Células de PpF1 foram mantidas e repicadas em placas de Petri contendo 10 mL
do meio mineral basico (MSB) acrescido de 1,5 - 2% de agar e 1g/L de glicose e
estocadas em estufa incubadora a 23 + 1°C.

Para a montagem do indculo, células foram cuidadosamente transferidas com alga
de platina das placas de Petri para Erlenmayer contendo 20 mL de meio MSB
esterelizado como descrito anteriormnente. A solucdo resuspendida serviu como padrdo

para o in6culo.

503

9G

o~



TABELA 1: Porcentagem de recuperacdo do Spike obtido para andlises dos compostos

etanol, benzeno e tolueno em CG HP5890.

COMPOSTOS Porcentagem de LIMITE
recuperaciio em (%)® QC(%)"
Etanol 95.8 98.9 | 107,1 107 117-83
Benzeno 96,3 93,1 | 92,6 | 94,5 97-91
Tolueno 944 | 925 | 91,6 | 94,4 96-90

O volume da solugdo padrdo utilizada para inocular os experimentos na
concentragiio aproximada de 10° células/mL foi calculada com base na contagem direta
de células (item 3.9) e realizado com o auxilio de micropipetas automaticas (10 -

100uL).

3.9. Contagem celular

O numero de bactérias/ mL e a biomassa celular foram determinados com base na
microscopia direta de fluorescéncia (KING AND PARKER, 1988; SIERACKI et al.,
1985; HOBBIE et al., 1977) . Segundo varios autores, 0os microorganismos podem ser
contados utilizando-se microscopia direta e suas biomassas estimadas por fatores de
conversoes.

Meétodos de contagem em placa (UFC) ou em tubos multiplos (NMP) sdo
frequentemente empregados para este proposito mas foram desconsiderados para este
trabalho em virtude do consumo de tempo necessario ao periodo de incubagdo dos

organismos (RODRIGUEZ et al., 1992).

(1) Nome dado a solugdo através da qual se verifica a exatiddo (resultado obtido préximo ao
esperado) e a precisdo do equipamento.
(2) Ou ps (%), onde ps = 100 x A/T (A= concentra¢do obtida na andlise ¢ T = concentragdo

esperada).
(3) Limite de qualidade total ou a % da exatiddo da andlise apds a média das amostras (p) e o

desvio padrio (Sp) utilizando-se os calculos p-2Sp e p+25p.
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10 pL de cada amostra foi coletado em microseringa e espalhado sobre uma érea

delineada de 1 cm® em lamina de vidro para microscopia. As amostras foram fixadas

com calor e coradas com alaranjado de acrinidina (A.O.) (0,01%) por 2 minutos, e entdo

lavadas com agua.

As laminas foram observadas em microscopio trinocular equipado com
analizador de imagens (Mod. OLYMPUS - BX40), em aumento de 1000x em 6leo de
imersdo e sob fluorescéncia (lampada de halogénio Mod. Phillips 7724; 100 WHAL)
(Figura 10). A contagem das células foi obtida com o auxilio do software Image-Pro
Plus versdo 1.3.2. Cerca de 15 a 17 campos aleatérios por cm® de 4rea ocupada pela
amostra foram contados. A 4rea do campo visual foi de aproximadamente 2,92 x 107
mm’ obtida através da conversio da unidade de pixel para micron pela calibragdo do
equipamento com ldmina micrométrica (Olympus — 0,02 mm). O nimero aproximado
de células por mL da amostra foi determinado através da formula: [(niimero de células

X drea total (100 mm?*)/drea do campo visual (2,92 x 10~ mm?)/(0,01mL)].

Figura 10: Microscépio trinolcular com analizador de imagens.
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3.9.1 Cinética Microbiana

A determinagdo da cinética microbiana foi obtida empiricamente em fun¢do do
crescimento bioldgico e da utilizagdo do substrato com base na equacdo de Monod,
(McCARTY, 1972; ALEXANDER, 1994).

A taxa de consumo do substratro (S) pelo crescimento bacteriano em reatores em

batelada pode ser descrita por:
dS/dt = [pmax S/(Ks+S)]X/Y (1)

onde [msx € a taxa de crescimento especifico maxima (umol dia™), Ks é a constante de
meia-velocidade para o crescimento (umol) e Y é o coeficiente de produgdo celular
(ug(células) umol(substrato)™). O coeficiente de producio celular Y e a biomassa inicial
X, em g foram estimados com base no volume celular médio obtido.

A determinagdo do volume das células de PpF1 foi calculada (BRATBAK, 1985;
NORLAND et al., 1987) para bacilos (Eq. (2)) ou cocos (Eq. (3)):

V=nrL*(C-L/3)4(2)
ou
V=n/4 L*(L-L3)=
V=437r(3)
Onde:
V: Volume em pm’
L: Largura celular
C: Comprimento celular

r: Raio celular.

Utilizando-se a densidade equivalente a da agua, ou seja, 1Kg/L, a biomassa
celular fresca foi equivalente ao volume celular médio determinado.
A variavel X que representa a concentragdo da biomassa foi eliminada da

equacgdo 1 através da equacdo abaixo:

X= Y(So-S) +Xo (4)

(>



que descreve X no tempo t para S. Depois de eliminar-se X, a equagdo 1 torna-se:

dS/dt = -[ puaxS(Ks+S(Ks+S)][Y(So-S) + Xol/Y (5)

que por integragdo resulta em:

CuIn{[Y(Se-S)+Xo)/Xo} - C2In(S/So) = 1t max t (6)

onde C, = (KsY + SoY + Xo)/ (YSo + Xo) € C; = KsY/(YSo + Xo). A equagdo 1 descreve
uma curva em forma de S para o consumo do substrato durante o crescimento em
reatores em batelada. As analises de regressdo nfo-linear a partir da equagdo 5 foram
usadas para estimar os valores de Ks e pmix com auxilio do programa computacional
SigmaPth versdo 4.16.

Os dados para a curva de degradagdo e biomassa simulada segundo Monod, foi
plotada com base na equacéo abaixo (ROBINSON AND TIEDIJE, 1983; CORSEUIL,
1994; CORSEUIL AND WEBER, 1994):

dX/dt = [pume S/(Ks+S)1X (7)
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CAPITULO IV

4, Resultados e discusséo

4.1 Introducio

Os possiveis efeitos do etanol na cinética de biodegradacgdo aerobica dos compostos
tolueno e benzeno foram determinados através de experimentos em microcosmos contendo
meio de cultura MSB, a concentragdo dos substratos € microorganismos da espécie
Pseudomonas putida F1 (PpF1).

Os dados originais da degradagdo dos substratos testados, assim como da
concentragdo celular em nimero de células por mL, estdo apresentados nos Apéndice III e

1V, respectivamente.

4.2 Determinacio da biomassa

A biomassa celular de PpF1 foi obtida com base no volume celular, como descrito na
equacdo 3. Através da observacdo das células de PpF1 no analisador de imagens acoplado
ao microscopio Optico de fluorescéncia sob aumento de 1000x, determinou-se a area do
didmetro celular e consequentemente o raio celular (considerando a morfologia das células
de PpF1 (cocos)). O didmetro médio encontrado para uma amostragem aleatoria (n=20) foi
de 0,96 um com uma varidncia de 3% (Tabela 2). O peso fresco obtido foi de 4,8x10° mg.
A biomassa em peso seco foi estimada considerando o valor da matéria seca para células de
P. putida equivalente a 48,4% (BRATBAK AND DUNDAS, 1984). McCARTY, 1975

determinou o peso seco de uma célula bacteriana como sendo de 2x107° mg.
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TABELA 2: Tamanho das células de Pseudomonas putida F1 obtidos através do analizador
de imagens em microscopia 6ptica de fluorescéncia (Aumento 1000x).

Didmetro celular Meédia Desvio Padrio Varidncia
(um) (um)
0,74
0,79
0,80
0,79
0,90
1,00
1,11
1,07
0,97
1,27 0,96 +0,19 0,03
0,78
0,83
0,97
0,74
1,22
1,39
0,90
0,98
1,17
0,38

4.3 Cinética_de degradacdio dos compostes tolueno, benzeno e etanol testados

isoladamente

Os pardmetros da cinética de biodegradagdo dos compostos testados foram
verificados através da equag¢do de Monod, que descreve a taxa de utilizagdo do substrato em
fun¢do do crescimento bacteriano (SIMKINS AND ALEXANDER, 1984; KLECKA AND
MAIER, 1985; CORSEUIL, 1994; CORSEUIL AND WEBER, 1994).

Os valores para a maxima taxa de utilizagdo do substrato pms, € do coeficiente de
meia-velocidade K;, foram determinados para as curvas de degradag@o do substrato em
funcdo do tempo, através de analises estatisticas de regressdo ndo-linear, com a ajuda do

programa computacional SIGMAPLOT 4.16.
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Os coeficientes de maxima producdo celular Y, determinados neste trabalho, foram
obtidos apds a completa degradagfio mensuravel dos compostos de interesse. CORSEUIL,
1994; CORSEUIL AND WEBER, 1994, determinaram valores de Y segundo modelos
termodinidmicos de McCARTY, 1975, de degradagio dos compostos tolueno, benzeno e
xileno, utilizando como base, calculos estequiométricos que relacionam a energia livre de
reagdo destes compostos com a produgdo celular maxima. Os valores encontrados por este
autor foram de 0,65, 0,66 e 0,67 mg (células) mg(substrato)’l para benzeno, tolueno e
xileno, respectivamente.

Os resultados obtidos durante a fase de crescimento celular de PpF1 em relagdo aos
substratos testados, demonstraram que mesmo apos a completa degradacdo destes, células
de PpF1 mantiveram o crescimento (Tabelas 34, 35 € 36 (APENDICE 1V)). A presenca de
outros compostos intermedidrios ou subprodutos formados pela metabolizagdo dos
substratos tolueno, benzeno e etanol, como por exemplo, o catecol para os compostos
monoaromaticos (LEDDY et al., 1995; LEE et al., 1995ab), suportam a idéia de que estes
subprodutos serviram de substrato para manuten¢io do crescimento celular influenciando
consequentemente nos coeficientes de Y para 48, 96 ¢ 144 horas (Tabela 3).

Os dados obtidos e simulados da cinética de biodegradagdo e do crescimento da
biomassa verificado nos experimentos de degradagio de 217,39uMol/L de tolueno,
256,41uMol/L de benzeno e 6521,73uMol/l. de etanol testados isoladaménte estdo
apresentados nas Figuras 11 (A)(B)(C). De acordo com os dados obtidos, verificou-se que
os compostos tolueno e benzeno, foram completamente degradados em 24 horas (Figuras
11(A)(B)), com taxas de utilizagio maxima do substrato p max respectivas de 0,56+0,04
uMol h' e 0,48+0,05uMol h' (Tabela 4). Os coeficientes de meia-velocidade K obtidos
para estes compostos testados a concentragdo equivalente de 20 mg/L foram de 53,14uMol

e 50,5uMol para o tolueno e benzeno, respectivamente (Tabela 5).
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TABELA 3. Coeficientes de produgdo celular (Y) em func¢do das céncentragﬁes testadas

dos compostos tolueno, benzeno e etanol para 48, 96 e 144 horas.

Compostos Coeficiente de producio celular Y '
(ng pMol™)

48 h 96 h 144 h

Tolueno 128,73 175,23 127,62
(217,39uMolL)

Benzeno 30,59 154,68 69,78
(256,41 uMolL)

Etanol 51,62 80,64

(6521,73uMolL)

73,89

O substrato etanol testado isoladamente na concentragdo

6521,73uMoV/L

demonstrou ser completamente degradado em aproximadamente 38 horas (Figura 11 C) a

uma taxa de degradagéo inferior aquela observada para os demais compostos, ou seja, Mmax

0,47+0,03uMol h' (Tabela 5) e a uma constante de meia-velocidade de 2254uMol (Tabela

5).
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