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Lost for Words

I  was spending my time in the doldrums 
I  was caught in a cauldron o f  hate 

I  fe lt persecuted and paralysed 
I  thought that everything else would just wait

While you are wasting your time on your enemies 
Engulfed in a fever o f  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 ’11 be no safety in numbers 
When the Right One walks out o f  the door

Can you see your days blighted by darkness?
Is it true you beat your fists on the floor? 

Stuck in a world o f  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 contaminação do solo e de águas subterrâneas por petróleo e seus derivados 

vem decorrendo no cotidiano em consequência dos vazamentos dos tanques de 

estocagem, disposição inadequada ou acidentes nos processos de transportes destes 

produtos. Dentre os vários constituintes da gasolina, o benzeno, etil-benzeno, tolueno e 

xilenos (BTEX) são de particular importância pela relativa solubilidade nos sistemas de 

águas subterrâneas, potencial cancerígeno e depressivo do sistema nervoso central. Os 

fatores que influenciam os mecanismos de ação microbiana na degradação de compostos 

orgânicos de interesse vem demonstrando considerável atenção em vários países nos 

últimos 20 anos como alternativas para otimização das tecnologias de biorremediação de 

solos e águas subterrâneas contaminadas pela gasolina. Enquanto a concentração dos 

contaminantes, biomassa ativa, biodisponibilidade, temperatura, pH, nutrientes e 

aceptores de elétrons tem sido frequentemente considerados, pouca atenção tem sido 

direcionada ao efeito do etanol presente em 22-24% na gasolina brasileira, no 

comportamento cinético de degradação biológica dos compostos BTEX. Este trabalho 

analisa e discute os efeitos dos substratos tolueno, benzeno e etanol na cinética de 

biodegradação por cultura pura de bactérias da espécie Pseudomonas putida Fl. Os 

experimentos de biodegradação foram realizados em microcosmos contendo meio MSB, 

a concentração dos compostos e o inóculo celular. As análises de degradação dos 

compostos foram realizadas por cromatografia gasosa e a produção de biomassa ativa 

estimada através do volume celular obtido pelo analisador de imagens acoplado ao 

microscópio óptico de fluorescência. A equação de Monod foi utilizada para descrever a 

relação entre a taxa de degradação máxima de utilização do substrato f w  e as 

constantes de meia-velocidades Ks dos compostos testados. Todos os compostos 

testados foram degradados simultaneamente a partir de uma concentração celular 

aproximada de 106 células/mL. A presença do substrato etanol demonstrou retardar o 

início da degradação dos compostos tolueno e benzeno, reduzindo também as taxas de 

utilização destes substratos. Os resultados indicaram que o etanol foi utilizado 

preferencialmente nas fases iniciais do crescimento celular como fonte de carbono, 

interferindo nos parâmetros cinéticos de metabolização dos compostos tolueno e 

benzeno por PpF l.
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ABSTRACT

The soil and groundwater contamination by crude oil and their derivates have 

been proceeding 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 biodégradation 

kinetics by pure strain of Pseudomonas putida FI. 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 (j.max and the Monod's half-velocity K*. All the 

compounds tested showed to be simultaneously degradated to a cell concentration near 

to 106 cell/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 o f bacterial growth as carbon 

source, influencing the kinetics parameters o f toluene and benzene biodégradation by
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Para atender às suas necessidades biológicas e desenvolver suas atividades, o 

homem faz, constantemente, uso dos recursos naturais. Desses recursos são retirados a 

água; o ar; o alimento; a matéria prima para a execução de seu abrigo, seus meios de 

locomoção, seus móveis, utensílios e, principalmente, a energia que precisa para manter 

a vida e desenvolver suas ações (MOTA, 1997). A utilização do petróleo e de outras 

fontes primárias de energia não renováveis como o gás natural, o carvão, a turfa e a 

energia nuclear, apresentam além de custos e benefícios, inevitáveis riscos sanitários e 

ambientais (BRUNDTLAND et a i, 1991).

Em 1986 a Agência de Proteção Ambiental Norte-Americana (EPA) estimou que 

35% dos tanques de estocagem de combustíveis nos Estados Unidos apresentaram 

vazamentos (BELLER et ai, 1992); dos quais 400.000 foram substituídos ou adaptados 

às legislações federais que entram em vigor no final de 1998. Ainda em relação à estas 

legislações, 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 

estão sendo encontrados em todo o território norte-americano (BRATBERG AND 

HOPKINS, 1995).

No Brasil, existem aproximadamente 27.000 postos de gasolina e, de acordo com 

o relatório de atividades da PETROBRAS (1996), o consumo nacional de derivados de 

petróleo atingiu 90 milhões de mJ, equivalentes a 1,55 milhão de barris por dia, o que 

representou um acréscimo de 6,3% em relação ao ano anterior; como exemplo, o 

consumo de gasolina automotiva alcançou 16,5 milhões de m3 representando um 

aumento de 17,1% em relação ao ano de 1995.

As preocupações relacionadas ao potencial de contaminação de águas 

subterrâneas pelo petróleo e seus derivados vem crescendo em São Paulo e em outras 

cidades como Curitiba (que já possui legislação sobre o problema) e Joinville (SC). Em 

Joinvile, a Prefeitura local fiscalizou 65 postos da cidade, constatando que apenas um 

não continha problema de infiltração de gasolina no lençol freático (CORSEUIL AND 

MARINS, 1997; CORSEUIL, 1997; FINOTTI AND CORSEUIL, 1997).

O destino das plumas de contaminação pela gasolina nos solos e águas 

subterrâneas merecem destaque haja visto que dos muitos constituintes do petróleo, os 

compostos de benzeno, tolueno, xilenos e etilbenzenos (BTEX) apresentam propriedades

__________________ ___________ INTRODUÇÃO ______________________ _ _ _
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toxicológicas em baixas concentrações. Estes compostos são relativamente solúveis em 

águas comparados com outros compostos do petróleo e frequentemente migram através 

dos sistemas de águas subterrâneas contaminando possíveis fontes de água potável 

(EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1994; COZZARELLI et al., 1995). Segundo a 

Environmental Protection Agency (EPA), o benzeno apresenta potencial cancerígeno e 

o tolueno pode causar depressão do sistema nervoso central (BELLER et al., 1992). 

Desta forma, concentrações de benzeno, tolueno, xilenos e etilbenzenos superiores a 10, 

700, 500 e 300(ig/L respectivamente, comprometem a potabilidade da água para 

consumo humano (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 1993). No Brasil, a 

legislação vigente descrimina dentre estes compostos, apenas o benzeno para 

concentrações acima de 10 |J.g/L) (CONAMA, 1986).

Para solucionar o problema, dispendiosas tecnologias físico-químicas vem sendo 

aplicadas para se remediar solos e aquíferos contaminados pelo petróleo e seus derivados 

como, por exemplo, a excavação e incineração do solo, a oxidação química, a adsorção 

por carvão ativado, etc. Processos de degradação biológica destes contaminantes, 

também conhecidos por biorremediação vem também se destacando por eliminar uma 

gama de contaminantes orgânicos a uma melhor relação custo-benefício (CORSEUIL, et 

al., 1996; CORSEUIL AND ALVAREZ, 1996acd). O processo se traduz na degradação 

de compostos orgânicos de interesse encontrados nos solos ou águas subterrâneas por 

microorganismos que os utilizam metabolicamente para manutenção celular e produção 

de biomassa (WALTER AND CRAWFORD, 1997).

A eficiência dos sistemas biológicos na biorremediação, é extremamente 

dependente das propriedades cinéticas do crescimento populacional dos 

microorganismos e das taxas de degradação do substrato. A determinação destes 

parâmetros toma-se essencial para o desenvolvimento de estratégias de remoção de 

compostos poluentes durante a operação (KLECKA AND MAIER 1985). Estudos de 

cinética microbiana podem desta maneira, prover dados que permitam avaliar a 

persistência dos compostos químicos em ecossistemas naturais, como as respectivas 

concentrações em que estes podem estar sendo transportados a possíveis sítios de 

exposição ao homem e outras espécies (JONES AND ALEXANDER 1986; 

ALEXANDER, 1994).

Enquanto a biorremediação vem apresentando respostas promissoras em vários 

países do mundo na remediação de áreas contaminadas pelo vazamento dos derivados do
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petróleo, a presença de 22-24% de etanol adicionada na gasolina brasileira para aumentar 

a octanagem do combustível e reduzir a poluição atmosférica pode influenciar na 

solubilização dos BTX e nas taxas de degradação 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 à espécie Pseudomonas 

putida F1 (PpFl) durante a degradação dos compostos testados como o tolueno, 

benzeno e etanol e quantificar a biomassa bacteriana através de estimativas do biovolume 

celular obtidos por microscopia óptica de fluorescência;

2) Investigar através do modelo cinético de degradação microbiana, os possíveis 

efeitos da presença do etanol nas taxas de crescimento máximo específico |a.máx e nas 

constantes de meia velocidade Ks de degradação dos compostos tolueno e benzeno por 

células de Pseudomonas putida F l.
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CAPÍTULO 2

2. Revisão bibliográfica

2.1 Biorremediação

Na biorremediação. compostos químicos contaminantes podem ser degradados 

por microorganismos autóctones (atenuação natural) ou alóctones (bioestimulação), 

encontrados em solos ou águas subterrâneas (CORSEUIL AND MARINS, 1996; 

CORSEUIL AND ALVAREZ, 1996a) (Figura 1). A degradação de hidrocarbonetos de 

petróleo 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 degradação aeróbica dos contaminantes encontrados no subsolo ocorre através 

do oxigênio disponível pela sua difusão através da zona não saturada e pelo seu 

transporte nos movimentos das águas subterrâneas (AXELROD et al., 1997). Após o 

consumo do oxigênio dissolvido, microorganismos anaeróbicos começam a se sobressair 

nas atividades de degradação, utilizando como aceptores de elétrons o nitrato, o íon 

férrico o sulfato e o dióxido de carbono na respectiva ordem (CHO et al., 1997; 

LIBELO et al., 1997). Desta forma, microorganismos presentes no solo podem consumir 

os hidrocarbonetos de petróleo, se estes forem utilizados como fonte de elétrons 

doadores para o metabolismo microbiano para obtenção de energia, produção e 

manutenção celular, como demonstra a seguinte equação estequiométrica:

HC(doador de elétrons) + 02(aceptor de elétrons) + microorganismos + nutrientes 

CO2 + H2 O + microorganismos + metabólitos

Os elétrons doadores neste caso, são os compostos orgânicos como os de 

hidrocarbonetos de petróleo. A maioria dos compostos orgânicos poluentes são 

primeiramente degradados aerobicamente (BELLER et al., 1992; EDWARDS AND 

GRBIC-GALIC, 1992), i.é., quando o oxigênio está presente como aceptor final de 

elétrons (WALTER AND CRAWFORD, 1997).
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4 Análise química dos 
tipos de contaminantes 
e suas concentrações.

.1 Análises da 
geologia e 

hidrologia dos 
solos c subsolos 
para eslimar os 

efeitos de 
absorção e 

adsorçào dos 
contaminamos.

cinética de 
degradação dos 
contaminantes.

Figura 1: Esquema ilustrativo simulando o vazamento da gasolina e algumas 
considerações importantes nos processos de biorremediação do solos e aquíferos 
contaminados.
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Segundo ARINBASAROV et al., 1997, cerca de 20 espécies de 

microorganismos foram isoladas e capazes de degradarem os componentes do petróleo. 

A maioria (acima de 70%) pertencem ao gênero Pseudomonas, o restante pertencente 

aos gêneros Rhodococcus e Xanthomonas, com poucas formas não esporofíticas Gram- 

negativas.

Como visto anteriormente, nos últimos 20 anos a biorremediação tem evoluído 

para uma das mais empregadas tecnologias para descontaminação de uma enorme 

variedade dos compostos contaminantes, inluíndo os hidrocarbonetos de petróleo 

(WALTER AND CRAWFORD, 1997).

2.2 Pseudomonas spp. nos processos de biodegradação.

O gênero Pseudomonads é frequentemente encontrado em sistemas de aquíferos 

em consequência da extraordinária versatilidade destes microorganismos de utilizar 

diversas formas de substratos orgânicos como fonte de energia. Outra característica 

interessante deste gênero é que muitas espécies não requerem vitaminas específicas, 

aminoácidos ou fatores de crescimento. Espécies de Pseudomonads demonstraram 

crescer em 127 fontes de carbono orgânico diferentes. Esta característica fisiológica 

permite a estas espécies habitar aquíferos aeróbicos onde os substratos orgânicos são 

limitados pelo carbono orgânico lixiviado da superfície. A maioria das espécies de 

Pseudomonads são aeróbicas restritas podendo existir algumas com a habilidade de 

utilizar vias bioquímicas alternativas. A flexibilidade destes microorganismos em termos 

de fontes de carbono e aceptores de elétrons utilizados, permitem a estes, crescerem em 

subsolos sob condições variáveis (CHAPELLE, 1993).

Pseudomonas putida, tem numerosos potenciais em aplicações industriais de 

biotransformação que envolvem o uso de substratos orgânicos como hidrocarbonetos 

alifáticos saturados e insaturados, aücíclicos e aromáticos, álcoois e éters (INOUE et al., 

1991). Geralmente, estes compostos orgânicos são tóxicos e comprometedores do 

crescimento dos microorganismos por ocasionarem a partição das membranas 

(HEIPIEPER AND BONT, 1994), porém, microorganismos de P. putida e P. 

aeruginosa, assimilam estes compostos (INOUE et al., 1991; WEBER et al., 1993; 

CRUDEN et a l, 1992).
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2.3 Vias bioquímicas de degradação aeróbica do benzeno e tolueno por 

Pseudomonas putida F1

As vias bioquímicas de degradação dos compostos como o benzeno, tolueno e 

xileno foram estudadas em microorganismos da espécie P. putida (Figura 2) e 

posteriormente observadas em outros gêneros como Acinetobacter, Bacillus, 

Alcaligenes e Nocardia (LEE et al, 1995a; LEE et al., 1995b). O tolueno é 

frequentemente o primeiro hidrocarboneto a ser degradado seguido pelos isômeros do 

xileno (EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1992) em consequência do complexo 

enzimático específicas das espécies de P. putida, como a tolueno dioxigenase e xileno 

oxidase, que são as primeiras a atuarem na oxidação destes compostos até a formação de 

um subproduto comum conhecido por catecol (Figura 2) (ZYLSTRA et al., 1988).

Um dos caminhos da quebra do catecol, a orto clivagem, é observada pela quebra 

do composto entre átomos de carbono que estão ligados aos grupos hidroxila. A outra 

via de quebra do catecol conhecida por meta clivagem, difere da oxidação orto por ter 

início entre átomos de carbono onde somente um deles está ligado ao grupo hidroxila. O 

anel é então clivado por intermédio de uma hidrolase. Os produtos finais são ácidos 

orgânicos que podem ser posteriormente degradados até CO2 (Figura 3)(CHAPELLE, 

1993; LEE et al., 1995a).

Estudos com P. putida demonstram que os processos bioquímicos envolvidos na 

degradação destes compostos monoaromáticos, assim como a presença de sistemas 

enzimáticos apropriados, contribuem potencialmente para biodegradação destes 

poluentes (LEE et al., 1995b).

Através da bioquímica de degradação destes compostos, pode-se dizer que a 

facilidade de metabolizar certos compostos, está relacionada com a complexidade do 

metabólito que é formado. Moléculas mais complexas disponíveis aos miroorganismos, 

são degradadas com menor eficiência, refletindo limitações bioquímicas das vias 

degradativas disponíveis para metabolização destas (CHAPELLE, 1993).
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CLIVAGEM  DO ANEL

I------------ » -  CICLO  DO ÁCIDO TRICARBOXÍLICO

Figura 2. Vias metabólicas construídas para degradação simultânea dos BTX. Linhas 
pontilhadas representam a via tod e linhas sólidas representam a via tol. Abreviações: B, 
benzeno; T, tolueno; x, xileno; TODO, tolueno dioxigenase; XO, xileno oxidase; BADH, 
benzil alcool desidrogenase; BALDH, benzaideído desidrogenase; BA, ácido benzóico; 
TA, ácido tolúico; TADO, toluato desidrogenase; BCG, benzeno-cis-glicol; TCG, 
tolueno-cis-glicol; XCG, xilenocis-glicol; BACG, benzoato-cis-glicol; TACG, toluato- 
cis-glicol; TACGDH, toluato-cis-glicol desidrogenase; CTL, catecol; 4MCL, 4- 
metilcatecol; C230, catecol 2,3-dioxigenase.
Fonte: LEE et a i, 1995a.
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2.4. Cinética de degradação

Informações sobre a cinética de degradação de compostos químicos são de 

extrema importância porque possibilitam estimar a persistência dos contaminantes no 

ambiente, predizer suas concentrações em um dado tempo de modo a determinar a 

possibilidade de completa degradação destes compostos, antes que atinjam sítios de 

exposição aos organismos. A biodegradação de um substrato orgânico particular pode 

ser obtida por microorganismos que estão: (a) crescendo diretamente em íimção do 

substrato específico como única fonte de energia; (b) crescendo sobre outro nutriente 

orgânico como fonte de carbono e energia, e metabolizando, consequentemente o 

substrato de interesse; ou (c) não utilizando o substrato para o crescimento celular 

(ALEXANDER, 1994).

Se um micoorganismo é inoculado em reatores contendo meio líquido, fatores de 

crescimento e nutrientes inorgânicos necessários para degradação de um certo composto 

químico, a taxa do crescimento destes organismos será diretamente proporcional a 

concentração do substrato disponível. Desta forma, a taxa de crescimento dos 

microorganismos em função da concentração do substrato pode ser expressa 

matematicamente segundo MONOD:

JJ' {-Imáx S/Ks "t" S

onde [i é a taxa de crescimento específica da bactéria, (j.máx é a taxa de crescimento 

específica máxima (que ocorre para altas conentrações de substrato), S é a concentração 

do substrato e Ks é a constante que representa a concentração do substrato para a qual a 

taxa de crescimento é a metade da taxa de crescimento máxima (ALEXANDER, 1994; 

ROBINSON AND TIEDJE, 1983; McCARTY, 1972). A expressão da equação de 

Monod, é representada graficamente na Figura 4. Os valores de Ks representam a 

afinidade do organismo em relação ao substrato, ou seja, quanto menor o valor de Ks, 

maior a afinidade do microorganismo em relação a molécula em questão. Valores de Ks 

podem variar para uma mesma espécie de bactéria quando vários substratos ou 

concentrações são analisadas. Para decomposição aeróbica do substrato o valor de Ks 

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



11

Figura 4. Relação entre taxa de crescimento bacteriano e a concentração do substrato 

(C) como fonte de energia.

Fonte: ALEXANDER, 1994.

Organismos capazes de crescerem sob altas concentrações de substrato, 

tipicamente crescem menos para baixas concentrações, provavelmente por baixa 

afinidade ao substrato (alto K s). Alternativamente, organismos que crescem 

eficientemente em baixas concentrações de substrato, geralmente exibem baixas taxas de 

crescimento para altas concentrações do substrato (baixo Ks) (KLECKA AND MAIER, 

1985).

Quando a concentração do substrato é muito maior que a constante de meia- 

velocidade Ks, (S o»K s) (cinética logarítimica), a maior parte do substrato irá 

desaparecer, enquanto os sistemas metabólicos celulares são saturados (SIMKINS AND 

ALEXANDER, 1984) (Figura5). Como exemplo, a mineralização de 5,0ng/mL a 1,0 

(ig/mL de fenol em água de lago foi obtida pela análise de cinética de degradação 

logarítimica (JONES AND ALEXANDER, 1986). As taxas de mineralização para altas 

concentrações (100pg/ml) de benzoato por uma população de Pseudomonas sp. também 

foram medidas e calculadas pela análise de regressão não-linear, através da cinética 

logarítimica segundo Monod (SIMKINS AND ALEXANDER, 1984).



12

C S 
O u 
N B 
C S 
E T 
N R 
T A 
R T 
A O
Ç
Ã
O

TEMPO

Figura 5. Curvas de degradação para substratos que são metabolizados por 

diferentes tipos de cinética.

Fonte: ALEXANDER, 1994.

A cinética logarítimica de degradação do substrato pode ser escrita como:

onde So é a concentração inicial de substrato, S é a concentração de substrato no tempo t 

e X o é a  quantidade de substrato necessária para produzir a população microbiana inicial 

(ALEXANDER, 1994).

Quando a concentração inicial de substrato é muito inferior a Ks (So <<KS), a taxa 

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

toma-se proporcional a concentração do substrato (SIMIKINS AND ALEXANDER

1984). O número de bactérias continua a crescer mesmo para baixas concentrações de 

substrato, porém, o período entre cada divisão celular toma-se progressivamente maior.

dS/dt = |4.máj(So + X0 -  S)

que integrando resulta em:

S = So + Xo[l -  exp (fXmáxt)]
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O modelo logístico simula este tipo de cinética e está representado na Figura 5. A 

cinética logística para degradação do substrato pode ser escrita como:

- dS/dt = dS(S0 + Xo -  S)

que integrando resulta em:

S = So + X„/l+ (Xo/So) exp[k (So + X0)t]

onde k = Umáx/Ks. A mineralização de 2ng/mL fenol como fonte de carbono em água de 

lago foi obtida através do modelo logístico de cinética de degradação (JONES AND 

ALEXANDER, 1986).

Quando a concentração inicial do substrato é aproximadamente a mesma que Ks, 

(So ~  Ks), a situação é mais complexa porque p. não é diretamente dependente da 

concentração inicial do substrato (quando S o » K s ou So <<K S) 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 = S(S0 + Xo -  S)/Ks + S

ou por integração em:

Ks ln (S/So) = (So + Xo + Ks) ln (X/X0) -  (S0 + X0)nmáIt

onde X é a quantidade de substrato necessária para a produção da população. O 

metabolismo de benzoato por cultura de bactérias da espécie Pseudomonas sp. para 

concentrações deste composto próximas a Ks, demonstraram seguir a cinética de Monod 

com crescimento (SIMKINS AND ALEXANDER, 1984).

Para os três modelos apresentados, as células estão se multiplicando em função 

do substrato químico no qual a biodegradação está sendo determinada, embora os 

microorganismos possam estar crescendo sobre outras fontes de carbono presentes. 

Neste caso, um dos compostos que está servindo de suporte para o crescimento celular, 

poderá estar reprimindo o metabolismo de outro substrato (ALEXANDER, 1994)
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2.5 Múltiplos substratos. O efeito Diauxie.

A cinética de degradação dos compostos orgânicos são alteradas pela presença 

de outros substratos nos quais os microorganismos podem utilizar simultaneamente. 

Quando dois substratos são metabolizados ao mesmo tempo, a degradação do composto 

que está presente em baixas concentrações, pode ser otimizada se a população está 

crescendo na presença do outro composto. Como exemplo, pode-se citar a otimização 

da degradação de /7-nitrofenol (PNP), por cultura de células da espécie Pseudomonas 

sp., que cresceram na presença da glicose quando presente no meio (SCHIMIDT, et al.,

1987).

Quando dois ou mais substratos estão em concentrações que permitem um 

suporte energético para manutenção e produção de biomassa, o crescimento celular 

exponencial característico assume a predominância de fases exponenciais separadas por 

um intervalo com pouco ou nenhum crescimento (Figura 6). Durante o período de 

crescimento exponencial bacteriano, somente um dos substratos é metabolizado, 

enquanto o crescimento exponencial seguinte, corresponde ao crescimento para 

utilização do segundo substrato. Este fenômeno é conhecido como diauxie. O efeito 

diauxie é caracterizado pela repressão da síntese de enzimas metabólicas (repressão 

enzimática) envolvidas na degradação inicial de um segundo substrato quando 

microorganismos estão degradando o primeiro substrato (ALEXANDER, 1994; 

CALDWELL, 1995; COSTA, 1987).

Quando células de E. coli são cultivadas em meio contendo uma mistura de 

lactose e glicose (Figura 6), a glicose é consumida antes que a lactose, e as enzimas 

necessárias para a degradação do dissacarídio só começam a ser sintetizadas quando a 

concentração 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 

indução das enzimas catabólicas mantêm-se reprimida na presença de glicose.
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Figura 6. Crescimento bifásico de uma população bacteriana na presença de dois 

substratos disponíveis.

Fonte: ALEXANDER, 1994; CALDWELL, 1995.

Desta maneira, a obtenção de carbono e de energia a partir do dissacarídeo ou 

polissacarídio requer um certo número de passos enzimáticos prévios até a obtenção de 

moléculas mais simples, enquanto a glicose e outros açúcares semelhantes podem ser 

captados e utilizados diretamente pelas células, sem maiores gastos energéticos 

(COSTA, 1987).

Pode-se predizer que os microorganismos obtêm 50% mais energia da oxidação 

da molécula do etanol do que em relação aos compostos BTX quando presentes no meio 

(CORSEUIL, et al., 1998). As reações metabólicas envolvidas na degradação de um 

determinado substrato, para obtenção de energia e multiplicação celular, são reações de 

oxi-redução e envolvem, portanto, a transferência de elétrons entre um substrato e um 

receptor de elétrons (oxigênio, nitrato, íon férrico, sulfeto, etc) (CORSEUIL, 1997). As 

meia-reações e as respectivas energias livre de formação dos compostos tolueno, 

benzeno e etanol são representadas a seguir:
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Doadores de elétrons

Tolueno: 1/36 C7H8 + 7/18 H20  = 7/36 C02 + H+ + e' 

Benzeno: 1/30 C6H6+2/5 H20  = 1/5C02+H+ + e 

Etanol: 1/12 C2H60+l/4 H20  = 1/6 C02+H++ e

AGf°(Kcal/ e mol)

-5,46

-5,26

-7,60

A mineralização de Pi (Fósforo total) e MPn (diidrogênio metil fosfonato), por 

cultura pura de células de Pseudomonas testosteroni, demonstrou que pouca ou 

nenhuma utilização do MPn foi obtida enquanto presente o P; no meio e que, somente 

após completa remoção de P j, se iniciou a degradação do MPn, demonstrando que, 

fisiologicamente, as células selecionam entre possíveis fontes de alimento, as que 

resultam em rendimento e custo energético mais favorável (DAUGHTON, et al., 1979).

A adição de fontes alternativas de carbono como a acetona, a glicose, o metanol, 

ácidos orgânicos e aminoácidos demonstraram inibir a degradação anaeróbica de 

compostos como o /»-nitrofenol, fenol e tolueno por culturas metanogênicas 

(SWINDOLL et al., 1988; EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1994).

Como as taxas de degradação do substrato estão diretamente relacionadas com a 

população microbiana, o efeito diauxie pode não ser detectado se a biomassa presente é 

grande o suficiente para metabolizar simultaneamente, todas as fontes de energias 

presentes. SCHIMIDT, et a l, 1987, descreveu o efeito diauxie para altas concentrações 

de p-nitrofenol e glicose, utilizados como fontes de energia por células de Pseudomonas 

sp., sendo observado que a degradação simultânea destes compostos foi obtida somente 

quando altas concentrações de células estavam presentes no meio, ou seja, de 

aproximadamente 3x107 células/mL. Resultados semelhantes foram descritos para 

utilização da glicose e compostos aromáticos por Pseudomonas putida em reatores de 

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

2.6 Mecanismos de indução e ativação dos catabólitos.

A indução e repressão de enzimas são fenômenos homeostáticos que permitem 

ajustar o metabolismo celular através do controle de expressão gênica frente às 

mudanças que ocorrem no ambiente, como descrito para o sistema de utilização de 

lactose na enterobactéria E. coli. Na indução enzimática, uma proteína repressora 

inicialmente na fase ativa é desativada pela interação com uma fonte de carbono e
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energia. Sob estas condições, a proteína repressora desocupa uma região regulatória do 

genoma celular conhecida como locus operador (O) de forma a não poder prevenir a 

ligação da molécula de DNA-dependente da RNA polimerase a uma outra região do 

genoma responsável pela ligação da molécula de DNA-dependente da RNA-polimerase, 

a região promotora (P). A ligação da DNA-dependente da RNA-polimerase a região P, 

permite o reconhecimento da informação das sequências de bases e tem-se o início do 

processo de formação de enzimas (Figura 7 (A)). A ativação dos catabólitos é a segundo 

maior mecanismo de controle de expressão gênica que afetam o metabolismo 

degradativo, agindo concomitantemente com a indução enzimática. Na ativação dos 

catabólitos, a presença de uma molécula ativa de uma proteína regulatória particular, a 

proteína ativadora de catabólitos (CAP), e uma proteína repressora dos catabólitos, a 

adenosina monofosfato cíclica (cAMP) agem para utilização de um substrato particular. 

A atividade da CAP está em função da concentração intracelular de cAMP e 

normalmente é sintetizada em uma forma inativa convertendo-se para forma ativa através 

da sua interação com a cAMP. A concentração de cAMP está em função do estado de 

energia disponível para a célula. Em meio contendo duas fontes de carbono como 

energia, células de E.coli utilizam, primeiramente a glicose produzindo altas 

concentrações de energia celular (ATP) e baixas concentrações de cAMP e adenosina 

difosfato (ADP). A partir de uma queda na concentração da glicose, o nível de ATP 

decresce no interior da célula e aumenta consequentemente o nível de cAMP, ativando a 

CAP (Figura 7)0 complexo cAMP/CAP, liga-se a região P do genoma e facilita a 

ligação da DNA-dependente RNA-polimerase permitindo a transcrição do código para a 

utilização da lactose (CALDWELL, 1995; COSTA, 1987).
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Figura 7. Esquema das regiões do genoma bacteriano. (A) Repressão. Uma proteína repressora ocupa 
a região do operador inibindo a ligação da DNA-dependente da RNA polimerase e prevenindo o 
processamento da formação enzimática. (B) Ativação dos catabólitos. Adenosina monofosato cíclica 
(cAMP) interage com a proteína ativatora do catabólito na forma inativa (CAP) tomando-o ativo. O 
CAP ativo facilita a ligação da molécula de DNA-dependente da RNA-polimerase a região promotora, 
permitindo a transcrição enzimática.
Fonte: CALDWELL, 1995.

2.7 Determinação da biomassa.

A biomassa de uma população bacteriana tem sido reconhecida como importante 

parâmetro em relação à ecologia microbiana, cinética e estimativas de taxas respiratórias 

ou energéticas. A contagem destes micoorganismos é frequentemente requerida quando 

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

Várias técnicas tem sido utilizadas para se determinar a bio massa bacteriana em 

ecossistemas naturais. Atualmente a técnica que tem recebido considerável atenção 

considera a medida do bio volume celular bacteriano (volume por célula) para 

posteriormente conversão para biomassa celular como carbono por célula ou peso seco 

(BRATBAK, 1985). A biomassa é obtida por vários métodos dependendo da amostra e 

do propósito do estudo. Técnicas comumente utilizadas provém de estimativas do 

biovolume bacteriano através de observações microscópicas (NORLAND et al., 1987). 

Dentre estas técnicas, a microscopia de epifluorescência, microscopia eletrônica, 

microscopia de transmissão de elétrons e analizadores eletrônicos de partículas tem sido 

utilizados.

Células bacterianas podem ser facilmente distinguidas de outras partículas da 

amostra através das várias técnicas de microscopia. O corante para epifluorescência 

conhecido por Alaranjado de acrinidina (AO), é amplamente utilizado para contagem 

direta de bactérias, e tem sido utilizado também como metodologia para obtenção do 

volume bacteriano (BRATBAK, 1985). A utilização deste corante, possibilita uma 

contagem precisa, discriminando possíveis erros cometidos pela interferência de outras 

partículas, porque liga-se a moléculas de RNA ou DNA. A contagem celular através da 

microscopia direta tem se tomado popular devido a que muitas comunidades bacterianas 

que ocorrem na natureza, não podem ser estimadas através da contagem das colônias 

sobre vários meios de cultura em placa. Uma desvantagem da metodologia e de não 

poder distinguir microorganismos vivos, mortos ou dormentes. (KING AND PARKER

1988).

Geralmente, a contagem visual direta das células são tediosas e refletem a 

subjetividade da enumeração. O uso de um sistema de análise de imagens acoplado a 

microscópios de fluorescência 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 câmera acoplada ao microscópio. A imagem digitalizada pode 

então ser arquivada, editada e analisada para contagem total dos microorganismos ou 

para se estimar parâmetros celulares como perímetro, área, comprimento, e largura. Os 

resultados podem ser expressos em unidades de pixels ou convertidos para micrômetros 

desde que convertidos adequadamente através de uma lâmina de calibração padrão para 

cada objetiva utilizada. Os resultados obtidos podem ser impressos como imagens, dados
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estatísticos, ou histogramas. Ainda que os processos necessários na preparação de 

lâminas, ajuste do foco e mudança dos campos visuais, são os mesmos para os métodos 

convencionais de observação direta, as análises de imagens se destacam principalmente 

pela confiabilidade e otimização do tempo nos registros dos dados (SIERACKI et ai,

1985).
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CAPÍTULO 3

3 MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 M aterial Biológico

Para a realização dos experimentos de biodegradação aeróbica do tolueno,

benzeno e etanol, foi utilizado cultura pura de bactérias da espécie Pseudomonas putida

Fl (PpFl) capazes de metabolizar o tolueno (Figura 8). 0  material biológico foi

concedido por Pedro Alvarez, P.h.D., 1997, (Department of Civil and Environmental

Engineering, University of IOWA, EU A).
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Figura 8: Fotomicrografia de fluorescência de células de Pseudomonas putida Fl. 

Aumento lOOOx.



3.2 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado na propagação das células e nos experimentos de 

biodegradação aeróbica dos compostos testados foi o Hunter's Mineral Base (MSB) 

(STANIER et al., 1966) (Apêndice I), o qual proporciona todos os íons metálicos 

catiônicos em concentrações suficientes e quantidades de nitrogênio e fósforo 

necessários para manter as populações de Pseudomonads em alta densidade.

O meio completo foi preparado por diluição de três soluções estoques: uma 

solução tampão (solução A), uma solução de sulfato de amónia como fonte de nitrogênio 

(solução C) e uma fonte de minerais (solução B).

Solução A: Foi dissolvido 141,2 g (Na2H P04) e 136 g (KH2P 04) em 1 L de água 

destilada. Esta solução apresentou um pH de 7,25.

Solução C: Foi dissolvido 200 g de (NEU)2S 04 em 1 L de água destilada.

Solução de metais: Foi dissolvido os seguintes reagentes em 800 mL de água 

deionizada, na respectiva ordem: 10,95 g (ZnS04«7H20); 1,54 g (MnS04»7H20); 5,00 g 

(FeS04«7H20 ; 392 mg (CuS04»5H20); 248 mg (Co(N03)2«6H20 ) e 177 mg 

(Na2B40 7«10H20). Adicionou-se algumas gotas de H2S 04 para retardar a precipitação. 

A solução final foi avolumada para 1 L.

Solução B: 14,45 g (MgS04); 3,33 g (CaCl2«2H20); 9,25 mg 

(NH4)6Mo70 24«4H20); 99 mg FeS04*7H20 ; 50 mL (solução de metais), avolumou-se a 

solução final para 1 L.

Procedimento de preparo da Solução B:

1. Foi dissolvido o M gS04, o CaCl2 e o (NELt)6Mo7024«4H20  junto com o FeS04 em 

150 mL de água.

2. Avolumou-se a solução para 950 mL com água deionizada e o pH ajustado para 6,8 

com NaOH 10N. Isto foi feito vagarosamente para o pH não exceder a 7,0 e resultar na 

formação de um precipitado.

3. Avolumou-se a solução para 1 L e estocou-se a temperatura de 4°C.

Para preparação do meio MSB propriamente dito, foram adicionados as seguintes 

soluções para 1 L:

1. Solução A —> 40mL



2. Solução B -» 20mL

3. Solução C —> 5 mL

As fontes de carbono orgânico como o tolueno, o benzeno e o etanol utilizadas 

nos experimentos foram acrescidas ao meio MSB posteriormente a sua esterelização em 

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

3.3 Compostos químicos

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

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

3.4 Microcosmos

Os microcosmos utilizados nos experimentos de biodegradação 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 oxigênio disponível);

2. o inóculo celular preparado como descrito no item 3.7.1 (exceto para montagem da 

curva de calibração e experimentos controle);

3. o volume da solução padrão contendo o composto a ser analisado.

Os microcosmos preparados foram tampados hermeticamente com septos de borracha 

de 0,8 mm e 20 mm de diâmetro (Mod. HP) e com lacres de alumínio (Mod. HP) (Figura 

9). Para cada experimento foram preparados aproximadamente 45 microcosmos. 

Montado os experimentos, estes foram mantidos em agitação contínua de 160 rpm em 

agitador Dubnhoií e sob temperatura ambiente controlada de 23 ± 1 °C.

3.5. Soluções padrões

As soluções padrões foram preparadas gravimetricamente (EDWARDS AND 

GRBIC-GALIC, 1994) em balança analítica (SHIMADZU, Mod Libror AEG-120g). A 

pesagem dos compostos foi lèita diretamente em frascos de 20 mL contendo 15 mL de 

água destilada.
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Figura 9: Microcosmos utilizados nos experimentos de biodegradação contendo 5mL 

de meio MSB.

estéril e então lacrados. A concentração da solução mãe de cada composto em (J.M0I/L 

íbi calculada com base no volume de 15 mL de água no frasco. As soluções mãe foram 

preparadas em concentrações inferiores aos limites de solubilidade de cada composto 

monoaromático (Quadro 1), ou seja, 200 mg/L para 0 tolueno, 500 mg/L para o benzeno 

e 1000 mg/L para 0 etanol. Todas as soluções mãe preparadas, permaneceram em 

agitação contínua 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 alíquota da solução mãe necessária para se obter a concentração desejada na 

preparação da curva de calibração e nos experimentos, foi realizada através de 

microseringas com vedação de gás (Mod. Hamilton).
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3.6 Experimentos de biodegradação.

Para as análises de biodegradação foram montados os seguintes experimentos:

1. isolados: tolueno, benzeno e etanol nas concentrações de 217,39, 256,41 e 6521,73 

(j.Mol/L para tolueno, benzeno e etanol. respectivamente;

2. conjugados: tolueno (217,39|aMol/L) e benzeno (256,4l|^Mol/L); tolueno 

(217,39p.Mol/L) e etanol (6521,73 (J.M0I/L) e benzeno (256,4ljiMol/L ) e etanol 

(6521,73 |aMol/L ).

3.7 Procedimento analítico

Todos os experimentos foram analisados em triplicata. As análises foram 

realizadas sob peridiocidade aleatória de tempo em horas. Os microcosmos foram 

diretamente analisados em cromatógrafo a gás (CG) Mod. Hewlett Packard 5890 

equipado com Detector FID, coluna HP1 (Crosslinked Methyl Siloxane - diâmetro 2,65 

(im e comprimento de 30 m), amostrador automático Headspace Auto sampler (HS) 

Mod. Hewlett Packard 7694, nas condições descritas no Apêndice II.

O limite de detecção do CG utilizado nas condições de análises para os 

compostos benzeno, tolueno e etanol foram de 8ppb, 8ppb e 2 ppm, respectivamente.

A precisão dos dados obtidos no CG foi testada de acordo com a porcentagem de 

recuperação do SPIKE(1) segundo métodos da EPA 8015a (Tabela 1).

Os cromatogramas foram interpretados segundo o software ChemStation versão 

A.03.34. O Apêndice IV sumariza as condições de trabalho utilizadas no HS e no CG.

3.8 Preparação do inóculo

Células de PpFl foram mantidas e repicadas em placas de Petri contendo 10 mL 

do meio mineral básico (MSB) acrescido de 1,5 - 2% de ágar e lg/L de glicose e 

estocadas em estufa incubadora a 23 ± 1 °C.

Para a montagem do inóculo, células foram cuidadosamente transferidas com alça 

de platina das placas de Petri para Erlenmayer contendo 20 mL de meio MSB 

esterelizado como descrito anteriormnente. A solução resuspendida serviu como padrão 

para o inóculo.
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TABELA 1: Porcentagem de recuperação do Spike obtido para análises dos compostos 

etanol, benzeno e tolueno em CG HP5890.

COMPOSTOS Porcentagem de LIMITE

recuperação em (%)(2> OCí%Y:"

Etanol 95.8 98.9 107,1 107 117-83

Benzeno 96,3 93,1 92,6 94,5 97-91

Tolueno 94,4 92.5 91,6 94,4 96-90

O volume da solução padrão utilizada para inocular os experimentos na 

concentração aproximada de 10J células/mL tbi calculada com base na contagem direta 

de células (item 3.9) e realizado com o auxílio de micropipetas automáticas (10 - 

lOOuL).

3.9. Contagem celular

O número de bactérias/ mL e a biomassa celular foram determinados com base na 

microscopia direta de fluorescência (KING AND PARKER, 1988; SIERACKI et al, 

1985; HOBBIE et al., 1977) . Segundo vários autores, os microorganismos podem ser 

contados utilizando-se microscopia direta e suas biomassas estimadas por fatores de 

conversões.

Métodos de contagem em placa (UFC) ou em tubos múltiplos (NMP) são 

frequentemente empregados para este propósito mas foram desconsiderados para este 

trabalho em virtude do consumo de tempo necessário ao período de incubação dos 

organismos (RODRIGUEZ et al., 1992).

(1) Nome dado à solução através da qual se verifica a exatidão (resultado obtido próximo ao 
esperado) e a precisão do equipamento.
(2) Ou ps (%), onde ps = 100 x A/T (A= concentração obtida na análise e T = concentração 

esperada).

(3) Limite de qualidade total ou a % da exatidão da análise após a média das amostras [p) e o 

desvio padrão (Sp) utilizando-se os cálculos p-2Sp e p+2Sp.
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10 jaL de cada amostra foi coletado em microseringa e espalhado sobre uma área 

delineada de 1 cm2 em lâmina de vidro para microscopia. As amostras foram fixadas 

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

lavadas com água.

As lâminas foram observadas em microscópio trinocular equipado com 

analizador de imagens (Mod. OLYMPUS - BX40), em aumento de 1000x em óleo de 

imersão e sob fluorescência (lâmpada de halogênio Mod. Phillips 7724; 100 WHAL) 

(Figura 10). A contagem das células foi obtida com o auxílio do software Image-Pro 

Plus versão 1.3.2. Cerca de 15 à 17 campos aleatórios por cm2 de área ocupada pela 

amostra foram contados. A área do campo visual foi de aproximadamente 2,92 x 10'3 

mm2 obtida através da conversão da unidade de pixel para micron pela calibração do 

equipamento com lâmina micrométrica (Olympus -  0,02 mm). O número aproximado 

de células por mL da amostra foi determinado através da fórmula: [(número de células 

x área total (100 mm2)/área do campo visual (2,92 x 10'3 mm2)/(0,01mL)].

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

A determinação da cinética microbiana foi obtida empiricamente em fixnção do 

crescimento biológico e da utilização do substrato com base na equação 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 = [^wS/0£s+S)]X/Y (1)

onde Umax é a taxa de crescimento específico máxima (jimol dia'1), Ks é a constante de 

meia-velocidade para o crescimento (jimol) e Y é o coeficiente de produção celular 

(fig(células) jamol(substrato)'1). O coeficiente de produção celular Y e a biomassa inicial 

Xo em g foram estimados com base no volume celular médio obtido.

A determinação do volume das células de PpFl foi calculada (BRATBAK, 1985; 

NORLAND et a i, 1987) para bacilos (Eq. (2)) ou cocos (Eq. (3)):

V = n L2 (C -  L/3)4 (2) 

ou

V = 7i/4 L2 (L -L/3) =

V = 4/3 ti r3 (3)

Onde:

V: Volume em |o,m3 

L: Largura celular 

C: Comprimento celular 

r: Raio celular.

Utilizando-se a densidade equivalente a da água, ou seja, lKg/L, a biomassa 

celular fresca foi equivalente ao volume celular médio determinado.

A variável X que representa a concentração da biomassa foi eliminada da 

equação 1 através da equação abaixo:

X = Y(So-S) +X0 (4)
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que descreve X no tempo t para S. Depois de eliminar-se X, a equação 1 toma-se:

dS/dt = -[ jimaxS(J&+S(A5+S)] [Y(S0-S) + Xo]/Y (5)

que por integração resulta em:

C,ln{[Y(S(rS)+Xo]/Xo} - C2In(S/S„) = \i m!at (6)

onde Ci = (KsY + SoY + Xo)/ (YS0 + Xo) e C2 = KsY/(YSo + Xo). A equação 1 descreve 

uma curva em forma de S para o consumo do substrato durante o crescimento em 

reatores em batelada. As análises de regressão não-linear a partir da equação 5 foram 

usadas para estimar os valores de Ks e {j.máx com auxílio do programa computacional 

SigmaPlot versão 4.16.

Os dados para a curva de degradação e biomassa simulada segundo Monod, foi 

plotada com base na equação abaixo (ROBINSON AND TIEDJE, 1983; CORSEUIL, 

1994; CORSEUTL AND WEBER 1994):

d X /d t= ^ maiS/(À5+S)]X (7)
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________________________________CAPÍTULO IV________________________________

4. Resultados e discussão

4.1 Introdução

Os possíveis efeitos do etanol na cinética de biodegradação aeróbica dos compostos 

tolueno e benzeno foram determinados através de experimentos em microcosmos contendo 

meio de cultura MSB, a concentração dos substratos e microorganismos da espécie 

Pseudomonas putida F1 (PpFl).

Os dados originais da degradação dos substratos testados, assim como da 

concentração celular em número de células por mL, estão apresentados nos Apêndice III e 

IV, respectivamente.

4.2 Determinação da biomassa

A biomassa celular de PpFl foi obtida com base no volume celular, como descrito na 

equação 3. Através da observação das células de PpFl no analisador de imagens acoplado 

ao microscópio óptico de fluorescência sob aumento de 1000x, determinou-se a área do 

diâmetro celular e consequentemente o raio celular (considerando a morfologia das células 

de PpFl (cocos)). O diâmetro médio encontrado para uma amostragem aleatória (n=20) foi 

de 0,96 jam com uma variância de 3% (Tabela 2). O peso fresco obtido foi de 4,8x10'10 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 2x10'10 mg.



31

TABELA 2: Tamanho das células de Pseudomonas putida F1 obtidos através do analizador 
de imagens em microscopia óptica de fluorescência (Aumento lOOOx).

Diâmetro celular Média Desvio Padrão Variância
(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
0,88

4.3 Cinética de degradação dos compostos tolueno, benzeno e etanol testados 

isoladamente

Os parâmetros da cinética de biodegradação dos compostos testados foram 

verificados através da equação de Monod, que descreve a taxa de utilização do substrato em 

função do crescimento bacteriano (SIMKINS AND ALEXANDER 1984; KLECKA AND 

MAIER, 1985; CORSEUIL, 1994; CORSEUIL AND WEBER, 1994).

Os valores para a máxima taxa de utilização do substrato i-w , e do coeficiente de 

meia-velocidade Ks, foram determinados para as curvas de degradação do substrato em 

função do tempo, através de análises estatísticas de regressão não-linear, com a ajuda do 

programa computacional SIGMAPLOT 4.16.



Os coeficientes de máxima produção celular Y, determinados neste trabalho, foram 

obtidos após a completa degradação mensurável dos compostos de interesse. CORSEUIL, 

1994; CORSEUIL AND WEBER, 1994, determinaram valores de Y segundo modelos 

termodinâmicos de McCARTY, 1975, de degradação dos compostos tolueno, benzeno e 

xileno, utilizando como base, cálculos estequiométricos que relacionam a energia livre de 

reação destes compostos com a produção celular máxima. Os valores encontrados por este 

autor foram de 0,65, 0,66 e 0,67 mg (células) mg(substrato)'1 para benzeno, tolueno e 

xileno, respectivamente.

Os resultados obtidos durante a fase de crescimento celular de PpFl em relação aos 

substratos testados, demonstraram que mesmo após a completa degradação destes, células 

de PpFl mantiveram o crescimento (Tabelas 34, 35 e 36 (APÊNDICE IV)). A presença de 

outros compostos intermediários ou subprodutos formados pela metabolização dos 

substratos tolueno, benzeno e etanol, como por exemplo, o catecol para os compostos 

monoaromáticos (LEDDY et al., 1995; LEE et al., 1995ab), suportam a idéia de que estes 

subprodutos serviram de substrato para manutenção do crescimento celular influenciando 

consequentemente nos coeficientes de Y para 48, 96 e 144 horas (Tabela 3).

Os dados obtidos e simulados da cinética de biodegradação e do crescimento da 

biomassa verificado nos experimentos de degradação de 217,39|xMol/L de tolueno, 

256,4lp.Mol/L de benzeno e 6521,73jjM o1/L de etanol testados isoladamente estão 

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 utilização máxima do substrato n „áx respectivas de 0,56+0,04 

(xMol h '1 e 0,48±0,05(j.Mol h '1 (Tabela 4). Os coeficientes de meia-velocidade Ks obtidos 

para estes compostos testados a concentração equivalente de 20 mg/L foram de 53,14(j.Mol 

e 50,5|aMol para o tolueno e benzeno, respectivamente (Tabela 5).
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TABELA 3. Coeficientes de produção celular (Y) em função das concentrações testadas 

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

Compostos Coeficiente de produção celular Y 

(p-g i^Mor1)

48 h 96 h 144 h

Tolueno 128,73 175,23 127,62

(217,39pMolL)

Benzeno 30,59 154,68 69,78

(256,4 lpMolL)

Etanol 51,62 73,89 80,64

(6521,73|íMo1L)

O substrato etanol testado isoladamente na concentração 6521,73jj,Mo1/L 

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

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

0,47±0,03|j.Mol h'1 (Tabela 5) e a uma constante de meia-velocidade de 2254jj.Mol (Tabela
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Figuras 11(A)(B)(C): (A) Dados obtidos e simulados para biodegradação de 

217,39(j.Mol/L de Tolueno, (B) para biodegradação de 256,41 |j.Mol/L de benzeno e (C) 

para biodegradação de 6521,73(j.Mol/L de etanol.
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TABELA 4: Coeficientes de máxima taxa de utilização do substrato (jimax) para os 

compostos tolueno, benzeno e etanol testados isoladamente.

Compostos Concentração 

Inicial de 

substrato So 

(H-Mol/L)

Biomassa celular 

inicial Xo

(Rg/L)

Coeficiente 

de produção 

celular Y

(lig n-Mol'1)

Coeficiente

f̂ máx

(jiMol h ‘)

Erro

padrão

Coeficiente 

de correlação

Tolueno 217,39 0,2 13,85 0,56 0,046 0,98

Benzeno 256,41 0,7 9,19 0,48 0,054 0,95

Etanol 6521,73 0,7 20,92 0,47 0,035 0,98

TABELA 5: Coeficientes de meia-velocidade (ÂTS) obtidos para os compostos tolueno, 

benzeno e etanol testados isoladamente.

Compostos Concentração 

inicial 

So (jJ.Mol/L)

Biomassa

inicial

Xo({ig/L)

Coeficiente de 

meia-velocidade 

Ks (nMol)

Erro

padrão

Coeficiente 

de correlação

Tolueno 217,39 0,2 53,14 19,07 0,98

Benzeno 256,41 0,7 50,5 27,11 0,95

Etanol 6521,41 0,7 2254 529,5 0,98
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4.4. Influência do etanol nos parâmetros cinéticos de degradação dos compostos 

tolueno e benzeno

As figuras 12(A)(B), apresentam respectivamente, os dados obtidos e simulados da 

cinética de degradação de 217,39|aMol/L de tolueno e 256,4 l|aMol/L de benzeno testados 

em presença de 6521,73|aMol/L de etanol. De acordo com os dados apresentados nestas 

Figuras, observou-se que a degradação completa dos compostos tolueno e benzeno foram 

obtidas para 36-30 horas, respectivamente. Os coeficientes fj.máx e Ks obtidos para o tolueno 

e benzeno foram de |amax = 0,34±0,09uMol h'1; Ks=76,97|_iMol e jj.max =0.37±0.14|_iMol h'1; 

Ks=67,06fj.Mol, respectivamente (Tabelas 6 e 7). As taxas de p.max obtidas para os compostos 

tolueno e benzeno na presença do etanol foram inferiores em cerca de 39% e 23%, 

respectivamente. Os valores de Ks para os compostos tolueno e benzeno aumentaram 

consideravelmente em 45% e 33%, respectivamente quando em presença do etanol. Os 

menores valores encontrados da taxa de degradação dos compostos tolueno e benzeno, 

assim como os maiores valores de Ks obtidos para os compostos tolueno e benzeno quando 

em presença do etanol, poderiam indicar uma menor afinidade enzimática aos substratos 

monoaromáticos em função da presença do etanol.

Os compostos tolueno e benzeno testados conjuntamente, demonstraram ser 

totalmente degradados em 20 horas (Figura 13), a uma taxa nmax de 0,78+0,1 lpMolL h'1 e 

0,46±0,07p.MolL h"1, respectivamente (Tabela 8). De acordo com os resultados obtidos 

neste experimento, verificou-se que as taxas de degradação para o substrato tolueno (jj.max), 

aumentou consideravelmente para 39% e diminuiu para o benzeno em 4%. Os maiores 

valores de obtidos nesta fase experimental para o tolueno, confirmaram a afinidade 

enzimática da tolueno dioxigenase encontrada em PpFl em relação ao substrato benzeno. 

Segundo EDWARDS AND GRBIC-GALIC, 1992 e LEE et al„ 1995a, o tolueno é 

frequentemente o primeiro hidrocarboneto a ser degradado, seguido pelos isômeros do 

xileno e benzeno. LEE et al., 1995a, explicou ainda que, as taxas de biodegradação do 

benzeno verificadas por Pseudomonas putida.
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Figuras 12(A)(B): (A) Dados obtidos e simulados para biodegradação de 217,39 fiMol/L 
de tolueno conjugado a 6521,73|xMol/L de etanol (X o = l,3 0 x l0 3 células/mL) e (B) para 
biodegradação de 254,41 ̂ Mol/L de benzeno conjugado a 6521,73(j.Mol/L de 
etanoLTolueno adicionado de 6521,73fxMol/L de Etanol (X q=  2,7x103 células/mL).
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TABELA 6: Coeficientes de máxima taxa de utilização do substrato ((j.maxJ para os 

compostos tolueno e benzeno adicionados de 6521,73|iMol/L de etanol.

Compostos Concentração 

Inicial de 

substrato So 

(|iMoL/L)

Biomassa celular 

inicial Xo 
(Jig/L)

Coeficiente de 

produção 

celular Y

(Hg liMoC1)

Coeficiente

{-lmáx

(nMol h 1)

Erro

padrão

Coeficiente de 

correlação

Tolueno 217,39 0.2 34,01 0,34 0,095 0,96

Benzeno 256,41 0,7 17,7 0,37 0,147 0,97

TABELA 7: Coeficientes de meia-velocidade (Ks) obtidos para os compostos tolueno e 

benzeno adicionados de 6521,73(j.Mol/L de etanol.

Compostos Concentração Biomassa Coeficiente de E rro Coeficiente

inicial inicial meia-velocidade padrão de correlação

So OM ol/L) Xo(ng/L) Ks (|J.Mol)

Tolueno 217,39 0.2 76,97 63,5 0,96

Benzeno 256,41 0.7 67,06 79,69 0,97
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TABELA 8: Coeficientes de máxima taxa de utilização do substrato (^w) obtidos para 

217,39uMol/L de tolueno testado conjuntamente com 256,41 (j.Mol/L de 

benzeno.

Compostos Biomassa celular 

inicial Xo
(Hg/L)

Coeficiente de 

produção 

celular Y

(Hg nMol"1)

Coeficiente

M-máx

((iMol h'1)

Erro

padrão

Coeficiente de 

correlação

Tolueno 0,4 25,76 0,78 0,11 0.98

Benzeno 0,4 25,76 0,46 0.07 0.96

TABELA 9: Coeficientes de meia-velocidade (Ks) obtidos para os compostos tolueno e 

benzeno testados conjugadamente.

Compostos Concentração Biomassa Coeficiente de Erro Coeficiente

inicial inicial meia-velocidade padrão de correlação

So (i^Mol/L) X o^g/L ) Ks (jiMol)

Tolueno 217,39 0,2 204,1 51,04 0,98

Benzeno 256,41 0,7 76,17 36,16 0,96
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TB 101, foram menores em relação ao tolueno e ao xileno, em resultado da baixa atividade 

da enzima tolueno dioxigenase, específica desta espécie de microorganismo. Segundo 

SCHIMIDT, et a l, 1987, a mineralização de compostos químicos de interesse, podem ser 

afetadas se substratos suplementares forem acrescentados, ou seja, quando dois substratos 

são metabolizados simultaneamente, a degradação do composto que está presente em menor 

concentração é influenciada se a população está crescendo inicialmente na presença de um 

outro substrato presente em maior concentração. Como exemplo, SWINDOLL, et al, 

1988, determinaram que a adição de fontes alternativas de carbono, como a glicose ou 

aminoácidos, reduziram as taxas de mineralização do /?-nitro feno 1 por Pseudomonas sp., em 

resposta a maior facilidade de degradação aos compostos adicionados.

As taxas de degradação do substrato etanol quando testado na presença do tolueno e 

do benzeno foram de 0,31±0,08}iMol h"1 e 0,46±0,03fiMol h'1 (Tabela 10). De acordo com 

os dados apresentados, verificou-se que o substrato tolueno reduziu consideravelmente a 

taxa de degradação do etanol em 34%. A presença do benzeno conjugado ao etanol, não 

demonstrou influenciar nas taxas de degradação deste substrato, como se verifica nas 

Tabelas 4 e 10. Os coeficientes de meia-velocidade obtidos para o etanol reduziram em 

aproximadamente 43% e 26% quando na presença dos composto tolueno e benzeno, 

respectivamente (Tabela 11). De acordo com os coeficientes Ks obtidos para o etanol 

quando na presença dos compostos tolueno e benzeno, pode-se deduzir uma maior afinidade 

das células de PpFl ao etanol quando também presentes os compostos monoaromáticos.
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TABELA 10: Coeficientes de máxima taxa de utilização do substrato (jj.máx) para o etanol 

adicionados de 217,39 pMol ÍL de tolueno e 256,41 (j.Mol/L de benzeno.

Compostos Concentração 

Inicial de 

substrato So 
(nMol/L)

Biomassa celular 

inicial Xo
(Hg/L)

Coeficiente de 

produção 

celular Y

(Hg p.Moi'1)

Coeficiente

l̂ máx 
(nMol h 1)

Erro

padrão

Coeficiente de 

correlação

Etanol +  

Tolueno

6521.73 0,3 7 0,31 0,082 0,95

Etanol +  

Benzeno

6521,73 0,6 16,13 0,46 0,032 0,95

TABELA 11: Coeficientes de meia-velocidade (Ks) obtidos para 0 composto etanol 

adicionado de 217,39|j.MolL/L de tolueno ou 256,4IjjMoIL/L de benzeno.

Compostos Concentração 

inicial 

So (jiMol/L)

Biomassa

inicial

Xo(ng/L)

Coeficiente de 

meia-velocidade 

Ks (fiMol)

Erro

padrão

Coeficiente 

de correlação

Etanol + 

Tolueno

6521,73 0,3 1276 1592 0,95

Etanol + 

Benzeno

6521,73 0,6 1666 496,5 0,95
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As taxas de degradação k dia'1 (^w /Y ) observadas para os compostos tolueno e 

benzeno na presença do etanol foram reduzidas respectivamente em 75% e 60% (Tabela 

12). As Figuras 14(A)(B), apresentam as taxas de crescimento máxima específicas em j-W 

d ia1 para os compostos tolueno e benzeno. De acordo com estas Figuras observou-se que as 

taxas de utilização dos compostos benzeno e tolueno pela presença do etanol foi reduzida 

em aproximadamente 23% e 39%, respectivamente.

TABELA 12: Efeito do etanol nas taxas de degradação (k dia'1) dos compostos tolueno

e benzeno.

Compostos Valores Valores %
k dia' 1 k dia' 1 

(Na presença do 
etanol)

de redução

Tolueno 0,97 0,24 75%

Benzeno 1,25 0.50 60%
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Concentração substrato (mg/L)

Degradação benzeno ——  Degradação benzeno em presença do etand

(B)

Figuras 14(A)(B): (A) Efeito do etanol nas taxas de crescimento máximo específico (|J.máx) 

dos compostos tolueno e (B) benzeno.
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4.5 Análise do crescimento bacteriano em função dos substratos testados

Os modelos matemáticos utilizados para descrever as curvas de biodegradação de 

um determinado substrato podem apresentar grandes variações em função da presença de 

um segundo substrato disponível como fonte de energia para os microorganismos. A correta 

interpretação destes modelos depende, portanto, do conhecimento dos mecanismos de onde 

a população metabolicamente ativa, está crescendo. O início da degradação mensurável dos 

compostos tolueno e benzeno testados isoladamente, foi detectado em 18 h e 13 h para uma 

população de células equivalente a 4,79x106 e 7,87x105 células/mL, respectivamente 

(Figuras 15 (A)(B)). Quando testados conjugadamente, estes compostos demonstraram ser 

visualmente consumidos em 14 h para uma população de 2,68x106 células/mL (Figura 16). 

Ainda em relação à esta figura, pode-se observar através do consumo dos substratos, a 

maior afinidade da enzima tolueno dioxigenase característica de PpFl ao substrato tolueno, 

confirmando os resultados descritos nas literaturas consultadas.

O crescimento bacteriano em função dos compostos testados apresentaram fases 

iniciais onde nehuma degradação mensurável dos compostos foi detectada. WIGGINS, et 

ai, 1987, apontam que este período inicial de ausência de degradação corresponde em uma 

fase associada a vários fatores como: (a) um tempo necessário para o sistema enzimático ser 

induzido ou para mutações genéticas poderem ocorrer; (b) tempo necessário para que 

populações metabolicamente ativas se tomem suficientemente grande para degradar um 

composto químico e (c) a preferência da utilização de outros substratos presentes, antes do 

composto químico de interesse. A presença de um complexo enzimático próprio à 

degradação dos compostos testados como a tolueno dioxigenase, pode excluir a 

possibilidade da existência de uma fase de aclimatação necessária de indução enzimática em 

células de PpFl.
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Figuras 15 (A)(B) : (A) Degradação de 20 mg/L de tolueno em função do crescimento 
bacteriano (Y= 0,1859x + 3,0004; R2 = 0,98) e (B) degradação de 20 mg/L de benzeno em 
função do crescimento bacteriano (Y= 0,1441x + 3,6076; R2 = 0,96).
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Figura 16 : Degradação de 20mg/L de tolueno conjugado a 20mg/L de benzeno em função 
do crescimento bacteriano (Y= 0,187x + 3,6302; R2 = 0,93).

Com relação ao substrato etanol testado isoladamente, pode-se verificar um maior 

período sem detecção da degradação deste composto em relação aos compostos de tolueno 

e benzeno (Figura 17). De acordo com esta Figura, observou-se que o início da degradação 

do etanol foi detectado em 24 horas a uma concentração bacteriana de 2,19x106 células/mL. 

Este maior período sem degradação mensurável deste substrato em relação aos substratos 

tolueno e benzeno, poderia estar correlacionado a maior concentração deste substrato 

testado. Como todos os compostos foram utilizados como fonte de substrato para 

crescimento celular de Ppfl, o tempo em fase de aclimatação poderia ser explicado como 

período necessário para células de PpFl desenvolverem uma população crítica suficiente 

para início da degradação mensurável dos substratos (CORSEUIL AND WEBER 1994). 

Desta maneira, se uma população inicial bacteriana é de 102 células por unidade de volume e 

se em cada divisão celular é destruído 1,0 pg do substrato orgânico, um declínio na 

concentração de um composto presente a uma concentração de 0,1 [ig por unidade de 

volume não seria detectada inicialmente (ALEXANDER, 1994).
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□  Degradação etanol ♦  Crescimento PpF1

Figura 17 : Degradação de 300 mg/L de etanol em função do crescimento bacteriano (Y= 
0,1285x + 3,3516; R2= 0,97).

Segundo este mesmo autor, a aparente fase de aclimatação está relacionada então, a 

imprecisão das análises em detectar a perda de 100 pg destruídos por uma população inicial 

de 102 ou 103 células. É evidente notar também que esta aparente fase de aclimatação é 

maior para maiores concentrações de substratos testados por unidade de volume quando 

expostos a população celular de 103 células por volume. A degradação de 50 ng/mL de p- 

nitrofenol (PNP), por células de Pseudomonas sp. foi alcançada, por exemplo, somente 

quando a concentração celular atingiu 3xl07 células/mL (SCHIMIDT et al., 1987). Da 

mesma forma, a degradação de 2p.g de PNP em água de lago também foi detectada somente 

após a concentração celular atingir 105 células/mL, concretizando a hipótese que o período 

de aclimatação está relacionado ao tempo necessário para que pequenas populações de 

organismos capazes de degradar compostos químicos de interesse, atinjam densidades 

celulares consideráveis para a detecção da mineralização (WIGGINS, et al., 1987).

ALVAREZ AND HUNT, 1997 concluiram que nenhuma variação no período de 

fase de aclimatação dos compostos tolueno e benzeno por PpFl foi detectado quando estes 

foram testados isoladamente ou na presença de 50, 100 e 300 mg/L de etanol quando uma
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população inicial de aproximadamente 106 céluals/mL foi inoculada. Geralmente os solos e 

águas naturais possuem pequenas populações de microorganismos agindo em muitos 

compostos orgânicos sintéticos para manter seu crescimento (ALEXANDER, 1994). Com 

base nisto, os efeitos de uma população microbiana relativamente alta, testadas 

experimentalmente podem mascarar algumas informações precisas na cinética de degradação 

de um determinado composto de interesse quando presente nestes ambientes naturais. 

Enquanto 4 mg/L ou 2,5 mg/L de tolueno e benzeno, respectivamente foram utilizados para 

produção de células de 103 para 106 células/mL (Figuras 15(A)(B), cerca de 0,55mg/L de 

tolueno ou 0,1 mg/L de benzeno em presença do etanol, foram utilizados para atingir esta 

mesma concentração final(Figuras 18(A)(B)). Os dados indicaram que a produção inicial de 

células ocorreu em função da utilização do etanol como fonte de substrato. Após atingir a 

concentração aproximada de 106 células/mL, as células degradaram simultaneamente os 

compostos. Ainda em relação as Figuras 18(A)(B), observou-se que o etanol retardou 

consideravelmente da degradação dos compostos tolueno e benzeno para 33 e 26 horas, 

respectivamente. Os dados obtidos sugerem que mesmo sendo degradado por caminhos 

enzimáticos diferentes, a presença do etanol testado a uma concentração superior aos 

compostos tolueno e benzeno (300:20 mg/L), estaria reprimindo a metabolização dos 

substratos tolueno e benzeno, e sendo utilizado inicialmente na produção celular (efeito 

diauxie) até a obtenção de uma população relativamente alta (106 células/mL) onde se 

observou o consumo simultâneo dos compostos. A presença de uma população 

relativamente grande, pode mascarar os mecanismos de utilização preferencial do substrato 

como descrito previamente neste trabalho. Como descrito por CORSEUIL, 1997, a 

utilização preferencial ao substrato etanol pode ser explicada tanto pela facilidade de 

metabolização deste substrato como pela obtenção de maior energia liberada pela quebra 

desta molécula em relação aos compostos monoaromáticos de tolueno e benzeno. Segundo 

SCHIMIDT, et al., 1985 e 1987, quando dois substratos estão presentes em altas 

concentrações e são utilizados como fonte de energia por uma determinada população 

microbiana, o composto metabolizado preferencialmente pode causar a repressão no 

metabolismo de degradação do segundo.
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Figuras 18 (A)(B): (A) Degradação de 20mg/L de tolueno em presença de 300 mg/L de 
etanol em função do crescimento bacteriano (Y= 0,106x + 3,7136; R2 = 0,91) e(B) 
degradação de 20mg/L de benzeno em presença de 300 de etanol em função do 
crescimento bacteriano (Y= 0,127x + 3,4031; R2 = 0,96).
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Experimentos onde a glicose e o fenol foram consumidos simultaneamente por uma 

população de Pseudomonas putida (ATCC 17514), observou-se que mesmo apresentando 

vias enzimáticas distintas para metabolização destes compostos, a presença da glicose 

demonstrou afinidade pela enzima de degradação do fenol, reduzindo consequentemente a 

atividade de metabolização do fenol (WANG et al., 1996).
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CAPÍTULO V

5. Conclusões e Recomendações

5.1 Conclusões

O presente estudo avaliou os efeitos do etanol no crescimento e no 

comportamento cinético de biodegradação aeróbica dos compostos tolueno e benzeno em 

cultura pura de células da espécie Pseudomonasputida F l. As principais conclusões obtidas 

neste trabalho foram:

A biomassa total foi determinada através do biovolume celular determinado através 

de análises de imagens obtidas por microscopia óptica de fluorescência. O valor do peso 

seco encontrado para uma célula bacteriana da espécie P. putida Fl foi de 2,2xlO'10 mg. A 

utilização de um sistema de análise de imagens acoplado ao microscópio óptico como o 

utilizado neste trabalho, estimou rápida e precisamente a concentração celular e a biomassa 

nos microscosmos utilizados.

Os coeficientes de produção celular (Y) obtidos, variaram de acordo com os 

experimentos conduzidos. Valores de Y para os compostos tolueno, benzeno e etanol, 

testados isoladamente foram de 13,85, 9,19 e 20,92 pg p-mol'1, respectivamente. Mesmo 

após a completa degradação mensurável dos compostos de interesse, observou-se o 

crescimento bacteriano para 48, 96 e 144 horas.

A degradação mensurável dos compostos testados foram obtidas a partir de uma 

concentração bacteriana aproximada de 106 células/mL.

As taxas de degradação (fimáx) obtidas pela análise de regressão não-linear para 

217,39|j.Mol/L de tolueno, 256,49(j.Mol/L de benzeno e 6521,73pMol/L de etanol testados 

isoladamente foram de 0,56pMol h 1, 0,48p.Mol h'1 e 0,47pMol h '1, respectivamente. Os
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valores do coeficiente de meia-velocidade obtidos nesta fase experimental foram de 

53,14[aMol, 50,5pMol e 2254|iMol para o tolueno, benzeno e etanol, respectivamente.

As taxas de degradação máxima obtidas para o tolueno e benzeno testados 

conjugadamente foram de 0,78|j.Mol h'1 e 0,46p.Mol h'1 com respectivos coeficientes Ks de 

204,l(j.Mol e 76,17|jM oL  Microorganismos da espécie PpFl confirmaram nesta fase 

experimental, uma maior taxa de degradação do composto tolueno em relação ao benzeno 

evidenciado pela especificidade enzima-substrato conferida a enzima tolueno dioxigenase, 

característica desta espécie de microorganismo.

As taxas de degradação dos tolueno e benzeno em presença do etanol foram de

0,34|jM o1 h'1 e 0,37jxMol h'1, respectivamente. O etanol demonstrou reduzir as taxas de 

utilização máxima do tolueno e benzeno em cerca de 39% e 23%, respectivamente. As taxas 

de degradação dos sustratos tolueno e benzeno (k dia’1) foram reduzidas em 75% e 60%, 

respectivamente. Os coeficientes K* obtidos para o tolueno e benzeno testados em presença 

do etanol aumentaram para 76,97|aMol (31%) e 67,06jj.Mol (32%), respectivamente.

Os resultados obtidos nos experimentos de crescimento bacteriano em função do 

consumo dos substratos testados, comprovaram que células de PpFl seletivas aos 

compostos tolueno e benzeno pela presença da enzima tolueno-dioxigenase, cresceram 

preferencialmente no substrato etanol. Esta utilização inicial do etanol testado a uma maior 

concentração em relação aos compostos tolueno e benzeno, poderia ser explicada através 

dos mecanismos de repressão enzimática existentes nos microorganismos. Estes resultados 

sugerem que em outras espécies de microorganismos encontrados em solos e aquíferos, o 

etanol pode demonstrar um efeito muito mais significativo na redução das taxas de 

degradação dos BTX.

Os resultados obtidos através das curvas de degradação dos compostos tolueno e 

benzeno testados segundo Monod, demonstraram uma variação no comportamento de 

células de PpFl em resposta da presença do etanol. Nos casos de biorremediação in situ, a
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preferência dos microorganismos ao substrato etanol pode retardar o início de degradação 

dos compostos BTX, depleciando as concentrações de oxigênio, aceptores de elétrons e 

nutrientes necessários para a degradação destes.

O conhecimento adquirido deste estudo, poderá prover informações adicionais na 

interpretação dos dados de cinética microbiana em ecossistemas naturais, assim como 

elucidar maneiras de otimizar os processos de degradação dos compostos BTX em casos de 

contaminação ambiental.
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5.2 Recomendações

1. Definir um modelo matemático que avalie a influência do etanol na 

degradação dos compostos BTX.

2. Determinar parâmetros cinéticos de biodegradação in situ para se avaliar a 

importância dos efeitos interativos dos compostos BTX no ambiente.

3. Avaliar os efeitos do etanol na biodegradação dos BTX em outras espécies 

de microorganismos para a obtenção de dados adicionais do comportamento enzimático em 

outras populações bacterianas.

4. Testar diferentes concentrações do etanol na degradação dos compostos

BTX.

5. Estudar através de técnicas de biologia molecular a separação e quantificação 

de enzimas relacionadas a degradação dos BTX.



APÊNDICE I

Composição do meio Mineral Hunter’s Base (MSB).
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TABELA 13: Composição do meio MSB (STAINER ET AL., 1966):

Solução A Solução C Metais Solução B MSB

sía2H P04 - 141,2g/L (NHOaSíV

200g/L

ZnS04 •7H20  

10,95g/L

M gS04 

14,45 g/L

Solução A: 

40mL

KH2P 0 4 - 136g/L MnS04 *7H20  

l,54g/L

CaCl2 • 2H20  

3,33g/L

Solução B: 

20 mL

FeS04 «7H20 

5,00g/L

(NH4)6Mo70 24 • 

4H20  

9,25mg/L

Solução C: 

5mL

Cu(N0 3 ) 2 • 

6H20  392 

mg/L

FeS04«7H20

99mg

CoíNOs^ • 

6H20  248 

mg/L

Metais 44 

50mL

Na2B40 7

• io h2o

I77.mg/L



APÊNDICE n

Condições de trabalho utilizadas no Headspace e no cromatógrafo gasoso.
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TABELA 14: Condições de trabalho utilizadas no Headspace HP7694.

Parâmetros Valor
(T°C)

Parâmetros Valor
(min.)

Parâmetros Valor
ipsi)

Oven 75 

Loop 80 

Tr. Line 80

Ciclo CG 7

Equilíbrio do 4 
vial

Pressurização 0,13 
Loop 0,01 

Equilíbrio do 0,01 
Loop

Injeção 0,3

Pressão de 6,1 
arraste 

Pressão no 19,6 
vial

TABELA 15: Condições de trabalho utilizadas no Cromatógrafo à gás HP5890.

Parâmetros Valores
(T°C)

Parâmetros Valores
(min.)

Eventos Integração Valores

Injetor A 250 Oven Equilíbrio 2 Area rejeitada 0
Detector A 300 Altura do pico inicial 0,04
Detector B 220 Limite Inicial 0

Oven 70 -  2min. Integração 0,2
Taxa T°C/min 10/min.
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APÊNDICE H l

Tabelas de degradação dos compostos hidrocarbonetos monoaromáticos e etanol em
função do tempo.
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TABELA 16: Experimento - degradação de 217,39 jamol/L (20 mg/L) de tolueno por
PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
|imoI/L

Amostra 2 
jxmol/L

Amostra 3 
p.mol/L

Média
jimol/L

Desvio
Padrão

0 256,88 204,69 212,00 224,52 28,25
10 226,15 241,58 237,85 235,19 8,05
18 182,95 171,67 199,15 184,59 13,81
19 141,05 145,31 146,04 144,13 2,69
20 104,46 95,57 131,80 110,61 18,88
21 9,206 24,79 0,83 11,61 12,15

22,5 1,16 1,69 21,30 8,05 11,47
23,5 0 2,15 0,00 0,71 0,41
24,5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 17: Controle - degradação de 217,39 p.mol/L (20 mg/L) de tolueno por PpF l.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
[imol/L

Amostra 2 
fimol/L

Amostra 3 
(j.mol/L

Média
(imol/L

Desvio
Padrão

0 227,54 217,47 204,78 216,59 11,40
18 229,28 215,34 254,19 232,93 19,68
20 180,23 203,28 226,22 203,24 22,99

23,5 186,6 282,13 236,25 234,99 47,77
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TABELA 18:_Experimento - degradação de 256,41 ^moI/L (20 mg/L) de benzeno por
PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
jamol/L

Amostra 2 
(imol/L

Amostra 3 
Hm o J/L

Média
{imoI/L

Desvio
Padrão

0 253,35 264,71 254,74 257,60 6,19
13 213,76 234,37 221,89 223,34 10,38
16 177,93 229,48 203,82 203,74 25,77

18 180,39 198,12 192,84 190,45 9,10
19 118,84 132,78 135,43 129,01 8,91
20 45,92 111,48 61,92 73,10 34,18
23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 19: Controle - degradação de 256,41 }imol/L (20 mg/L) de benzeno por 
PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
p.mol/L

Amostra 2 
jamol/L

Amostra 3 
jj.mol/L

Média
fimol/L

Desvio
Padrão

0 239,60 226,97 251,35 239,30 12,19
16 247,32 252,71 248,60 249,54 2,81
20 237,15 248,16 270,33 251,88 16,89
23 224,17 231,58 252,98 236,24 14,96
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TABELA 20: Experimento - degradação de 6521,73 ^moI/L (300 mg/L) de etanol por
PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
mo I/L

Amostra 2 
[imol/L

Amostra 3 
(j.moI/L

Média
jimol/L

Desvio
Padrão

0 5694,45 7018,13 7023,06 6578,54 765,65
24 5810,10 6218,91 6475,71 6168,24 335,68
28 6035,71 6233,02 5729,36 5999,36 253,78
32 6233,02 4180,26 5729,36 5380,88 1069,82
34 4034,19 3896,19 4957,67 4296,01 577,14
35 2069,67 2333,06 2833,82 2412,18 388,17

35.5 608,28 1022,73 1087,91 906,30 260,14
36 558,71 407,78 510,97 492,48 77,14
37 426,28 143,41 210,58 260,09 147,79

37.5 128,08 16,32 23,06 55,82 62,66
38 10,91 24,45 17,93 17,76 6,77
39 7,82 7,04 12,36 9,07 2,87
40 10,97 5,41 9,13 8,50 2,83
44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 21: Controle - degradação de 6521,73 |j.mol/L (300 mg/L) de etanol por 
PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
fim o I/L

Amostra 2 
(imol/L

Amostra 3 
limol/L

Média
fimol/L

Desvio
Padrão

0 5938,43 6096,95 6883,36 6306,24 506,04
34 6279,28 6409,78 5770,6 6153,22 337,72
37 6811,56 6853,32 6906,13 6857,00 47,39
44 6928,00 6671,63 6698,34 6765,99 140,93
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TABELA 22: Experimento - degradação de 256,41 jirnol/L (20 mg/L) de benzeno
adicionado de 217,39 jamol/L (20 mg/L) de tolueno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
p.mol/L

Amostra 2 
pjnol/L

Amostra 3 
{imol/L

Média
jamol/L

Desvio
Padrão

0 263,91 285,62 259,97 269,83 13,81
14 261,37 269,89 256,98 262,74 6,56
15 206,44 224,32 201,7 210,82 11,92
16 194,37 195,76 205,64 198,59 6,14
17 94,15 126,06 102,96 107,72 16,47
18 32,64 77,65 82,07 64,12 27,35
19 31,42 26,12 28,47 28,67 2,65
20 30,42 0,55 11,62 14,19 15,10
21 0,16 0,67 0,19 0,34 0,28
22 0,19 0,19 0,28 0,22 0,05
24 0,14 0,21 0,17 0,17 0,03
27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 23: Controle - degradação de 256,41 fimol/L (20 mg/L) de benzeno 
adicionado de 217,39 jimol/L (20 mg/L) de tolueno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
fxmol/L

Amostra 2 
(imol/L

Amostra 3 
fxmol/L

Média
fimol/L

Desvio
Padrão

0 260,89 262,75 251,12 258,25 6,24
16 264,52 262,3 272,82 266,54 5,54
20 266,53 266,2 294,46 275,73 16,22
27 268,35 271,93 262,3 267,52 4,86
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TABELA 24: Experimento - degradação de 217,39 nmol/L (20 mg/L) de tolueno
adicionado de 256,41/L jimol/L (20 mg/L) de benzeno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
fimol/L

Amostra 2 
fj.mol/L

Amostra 3 
(imol/L

Média
(imol/L

Desvio
Padrão

0 246,16 254,47 249,67 250,10 4,17
14 213,06 216,3 211,95 213,77 2,26
15 100,97 118,85 93,52 104,44 13,01
16 70,23 72,59 99,09 80,63 16,02
17 30,61 38,46 31,13 33,40 4,38

" 18 5,81 22,43 27,14 18,46 11,20
19 6,13 5,06 4,43 5,20 0,85
20 5,30 0,45 1,00 2,25 2,65
22 0,36 0,23 0,33 0,30 0,06
24 0,00 0,26 0,20 0,15 0,13
27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 25: Controle - degradação de 217,39 pimoI/L (20 mg/L) de tolueno 
adicionado de 256,41 |amol/L (20 mg/L) de benzeno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
p.mol/L

Amostra 2 
fimol/L

Amostra 3 
jimoI/L

Média
fimoI/L

Desvio
Padrão

0 233,01 222,51 216,22 223,91 8,48
16 239,46 223,31 239,67 234,14 9,38
20 231,45 233,91 254,76 240,04 12,80
27 240,28 235,25 237,91 237,81 2,51
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TABELA 26: Experimento - degradação de 256,41 fxmol/L (20 mg/L) de benzeno
adicionado de 6521,73 ^imol/L (300 mg/L) de etanol por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
jimol/L

Amostra 2 
jj.mol/L

Amostra 3 
limol/L

Média
(j.mol/L

Desvio
Padrão

0 244,06 258,96 258,33 253,78 8,42
21 247,96 244,52 265,38 252,62 11,18
24 187,08 77,35 164,19 142,87 57,88
25 42,57 73,3 59,07 58,31 15,37
26 0,19 0,27 1,39 0,61 0,67
28 0,00 0,17 3,37 1,18 1,89
30 0,00 0,14 0,14 0,09 0,08
33 0,00 0,23 0,00 0,07 0,13
38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 27: Controle - degradação de 256,41 îmoI/L (20 mg/L) de benzeno 
adicionado de 6521,73 fimoI/L (300 mg/L) de etanol por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
fxmol/L

Amostra 2 
jimol/L

Amostra 3 
jimol/L

Média
fxmol/L

Desvio
Padrão

0 262,55 250,44 283,07 265,35 16,49
25 238,79 255,01 257,24 250,34 10,07
30 261,64 275,98 263,48 267,03 7,80
38 278,46 260,17 265,42 268,01 9,41
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TABELA 28: Experimento - degradação de 6521,73 p.mol/L (300 mg/L) de etanol
adicionado de 256,41 ^mol/L (20 mg/L) de benzeno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
fxmol/L

Amostra 2 
(j.mol/L

Amostra 3 
jj.moI/L

Média
limoI/L

Desvio
Padrão

0 6848,54 7345,76 6451,15 6881,81 448,23
21 5577,04 7192,34 7116,89 6628,75 911,59
24 5928,78 7480,21 6189,13 6532,70 830,82
25 6673,06 6524,89 6367,26 6521,73 152,92
26 5557,95 6483,26 6682,89 6241,36 600,21
28 6377,34 6092,32 5942,91 6137,52 220,71
30 4714,06 4616,82 4452,28 4594,38 132,32
33 2128,95 1694,91 1431,36 1751,74 352,25
38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 29: Controle - degradação de 6521,73 iunol/L (300 mg/L) de etanol 
adicionado de 256,41 }xmol/L (20 mg/L) de benzeno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
jimol/L

Amostra 2 
(imol/L

Amostra 3 
fimol/L

Média
(j.mol/L

Desvio
Padrão

0 7959,36 6008,13 7001,78 6989,75 975,67
25 6185,45 6386,28 6671,91 6414,54 244,45
30 6930,8 6633,69 6576,47 6713,65 190,21
38 6549,28 6732,39 6903,86 6728,51 177,32
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TABELA 30: Experimento - degradação de 217,39 jamol/L (20 mg/L) de toiueno
adicionado de 6521,73 iimol/L (300 mg/L) de etanol por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
{imol/L

Amostra 2 
(imoI/L

Amostra 3 
jj.mol/L

Média
|i.mol/L

Desvio
Padrão

0 227,43 221,81 223,46 224,23 2,88
13 214,88 219,71 219,36 217,98 2,69
15 201,65 220,53 232,14 218,10 15,38
19 214,88 219,71 175,65 200,5 21,56
24 195,60 156,66 200,81 184,35 24,12
33 26,83 0,32 30,80 19,31 16,57
36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 31: Controle - degradação de 217,39 |jmol/L (20 mg/L) de toiueno 
adicionado de 6521,73 |i.mol/L (300 mg/L) de etanol por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(j,mol/L

Amostra 2 
(imol/L

Amostra 3 
fimoI/L

Média
jimol/L

Desvio
Padrão

0 220,07 221,61 237,97 226,55 9,91
33 233,19 225,30 242,43 233,64 8,57
40 219,03 205,68 187,80 204,17 15,66
44 213,72 220,59 227,53 220,61 6,90
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TABELA 32: Experimento - degradação de 6521,73 fxmol/L (300 mg/L) de etanol
adicionado de 217,39 [imoI/L (20 mg/L) de tolueno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
jimoI/L

Amostra 2 
|imol/L

Amostra 3 
jumol/L

Média
(imol/L

Desvio
Padrão

0 6719,34 6412,04 6473,50 6534,96 162,60
13 6591,30 6787,60 6027,89 6468,93 394,36
15 6264,13 6465,69 6385,60 6371,80 101,48
24 6102,52 6100,56 6143,30 6115,46 24,13
33 6228,95 6026,86 6079,50 6111,77 104,83
36 5614,82 6015,67 - 5815,24 283,44
40 1194,56 1438,32 1660,93 1431,27 233,26
42 270,84 622,30 262,73 385,29 205,29
44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TABELA 33: Controle - degradação de 6521,73 iimoI/L (300 mg/L) de etanol 
adicionado de 21739 jjmol/L (20 mg/L) de tolueno por PpFl.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
p.mol/L

Amostra 2 
p.mol/L

Amostra 3 
p.moI/L

Média
p.mol/L

Desvio
Padrão

0 6852,73 6526,36 6524,56 6634,55 188,95
33 6949,30 6325,02 7200,08 6824,8 450,61
40 6381,50 6897,65 7440,73 6906,62 529,67
44 6885,21 6322,45 7559,39 6922,35 619,30
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APÊNDICE IV

Tabelas do número de células/mL em fimção do tempo de degradação dos compostos 
hidrocarbonetos monoaromáticos e etanol.
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TABELA 34: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 217,39 jxMol/L (20 mg/L) de Tolueno.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(células/mL)

Média 
(célu las/m L)

Desvio
padrão

0 0,87x103 l,17xl03 0,29x103 0,77x103 ±0,447
10 3,65x106 5,15xl06 3,43xl06 4,07x106 ±0,936
18 6,01xl06 3,43x106 4,93x106 4,79x106 ±1,295
19 6,22x106 6,46x106 2,57xl06 5,08x106 ±2,179
20 6,18xl06 4,58xl06 6,62x106 5,79x106 ±1,073
21 8,80xl06 7,27x106 8,16xl06 8,07x106 ±0,768

22,5 1,28x107 l,13xl07 1,22x107 l,21xl07 ±0,075
24,5

r-OX l,33xl07 l,61xl07 1,36x107 ±0,231
48 1,28x10® 1,37x10® 1,177x10® 1,27x10® ±0,096
96 0,85x10® 1,37x10® 2,97x10® 1,73x10® ±1,101
144 1,07x108 1,31x10® 1,41x10® 1,26x10® ±0,174

TABELA 35: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 256,41^Mol/L (20 mg/L) de Benzeno.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(célu las/m L)

Média
(células/mL)

Desvio
padrão

0 2,20x103 5,30xl03 2,00x103 3,16xl03 ±1,850
13 8,59x105 6,44x105 8,59xl05 7,87x105 ±1,520
16 6,44x105 3,61xl05 10,73x105 6,92x105 ±2,001
18 l,28xl06 l,93xl06 1,50x106 l,57xl06 ±0,459
19 1,50x106 1,93x106 l,52xl06 l,65xl06 ±0,242
20 2,62x106 1,54x106 l;52xl06 1,89x106 ±0,629
23 1,95x107 0,50x107 0,75x107 1,07x107 ±0,777
48 4,00x107 2,3 6x107 4,34x107 3,56x107 ±1,058
96 2,03x10® 2,17x10® 1,21x10® 1,80x10® ±0,519
144 0,68x10® 0,70x10® 1,04x10® 0,812x10® ±0,203
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TABELA 36: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 6521,73 ^.Mol/L (300 mg/L) de Etanol.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(células/mL)

Média
(células/mL)

Desvio
padrão

0 2,42x103 3,16xl03 3,57xl03 3,05xl03 ±0,582
24 2,29x106 2,10xl06 - 2,19xl06 ±0,134
28 2,14xl06 2,36x106 I,93xl06 2,14x106 ±0,215
32 4,61xl07 6,31xl07 5,54x107 5,48xl07 ±0.851
34 3,17xl08 2,16xl08 4,87xl08 3,40x108 ±1,369
38 6,20x108 4,42x108 4,96x108 5,19xl08 ±0,912
44 5,30xl08 5,49x108 7,81xl08 6,20x108 ±1,397
48 l,55xl09 UOxlO9 1,94x109 l,53xl09 ±0,420
96 l,65xl09 2,44x109 2,47x109 2,19xl09 ±0,466
144 2,66x109 2,09x109 2,43x109 2,39x109 ±0,287

TABELA 37: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 217,39 fiMol/L (20 mg/L) de Tolueno associado a 256,41 
nMol/L (20 mg/L) de Benzeno.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(célu las/m L)

Média
(células/mL)

Desvio
padrão

0 2,80xl03

OXO00*N
r-H 1,00x103 1,86x103 ±0,901

14 3,00x106 3,00x106 2,42x106 2,68x106 ±0,553
15 4,93x106 4,72x106 5,04x106 4,89xl06 ±0,162
16 3,79xl06 5,95xl06 6,87x106 5,53x106 ±1,581
17 l,45xl07 l,28xl07 1,59x107 1,44x107 ±0,155
18 l,55xl07 1,52x107 2,06x107 l,71xl07 ±0,303
20 2,14xl07 l,71xl07 2,23x107 2,02x107 ±0,277
24 3,25xl07 1,92x107 2,42x107 2,53xl07 ±0,671
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TABELA 38: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 217,39 |iMol/L (20 mg/L) de Tolueno associado a
6521,73 ^Mol/L (300 mg/L) de Etanol.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(células/mL)

Média
(céluias/mL)

Desvio
padrão

0 0,80xl03 1,90x103 1,20x103
OXoCO ±0,556

13 0,75x105 1,00x105 0,35xl05 0,70x105 ±0,327
15 2,00x106 1,78x106 1,25x106 l,67xl06 ±0,385
19 3,00x106 2,75x106 1,80x106 2.51xl06 ±0,633
24 4,35xl06 3,15xl06 3,24x106 3.58xl06 ±0,668
33 1,09x107 1,06x107 0,29x107 0,81xl07 ±0,453
36 3,48xl07 2,87x107 3,67x107 3,34xl07 ±0,417
40 3,57xl07 3,24x107 6,89xl07 4,56xl07 ±2,018
42 0,76x10* 1,04x108 1,22x108

O
OOXoo»—

I ±0,231
44 1,75x10® 1,34x108 2,95x108 2,01xl08 ±0,836

TABELA 39: Crescimento bacteriano de células de PpFl em função do tempo de 
degradação de 256,41 ^.Mol/L (20 mg/L) de Benzeno associado a
6521,73 nMol/L (300 mg/L) de Etanol.

Tempo
(horas)

Amostra 1 
(células/mL)

Amostra 2 
(células/mL)

Amostra 3 
(célu las/m L)

Média
(células/mL)

Desvio
padrão

0 l,18xl03 3,12xl03 3,80x103 2,70x103 ±1,359
21 2,14xl05 6,44x105 10,70x105 6,42x105 ±4,280
24 2,29x106 3,43x106 1,28x106 2,33x106 ±1,075
25 2,06x106 1,28x106 3,00xl06 2 ,l lx l0 6 ±0,861
26 9,45x106 9,85x106 - 9,65x106 ±0,282
28 4,04x106 2,36x106 5,26x106 3,88xl06 ±1,456
30 8,16xl06 7,51xl06 5,15xl06 6,94x106 ±1,583
33 l,97xl07 2,3 8x107 l,84xl07 2,06x107 ±0,281
38 5,33xl08 5,15xl08 3,87xl08 4,78xl08 ±0,796
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