BIODEGRADACAO DE BTX UTILIZANDO
MICROOORGANISMOS SELECIONADOS DE
SOLOS E EFLUENTES INDUSTRIAIS

Maria Vanessa Oliveira'| Sandra Silva!| Taciane Maira Costa!| Alvaro Silva Lima?

cadernos de
graduacao

ciéncias exatas e tecnolégicas

RESUMO

Com a exploracdo e comercializacdo do petroleo e de seus derivados, vazamentos inde-
vidos e acidentais vém provocando graves danos ao meio ambiente, o que torna impres-
cindivel o desenvolvimento de tratamentos. Uma estratégia para a eliminacdo dos BTX
(benzeno, tolueno e isdbmeros de xilenos) € através da biorremediacao, na qual os microor-
ganismos que apresentam capacidade de metabolizar estes compostos irdo transforma-los
em substancias inertes. O objetivo deste trabalho € selecionar microorganismos que de-
gradem BTX, assim como averiguar a degradacdo microbiana dos compostos. Foi utilizada
a metodologia qualitativa para averiguacdo dos microorganismoss potenciais a degradar
BTX na qual se utiliza corante 2,6-diclofenol-indofenol (DCPIP). Observou-se que dos 33
microorganismos 4 sao aptos a degradar BTX. Estes microorganismos(Biopetros 01 a 04) fo-
ram submetidos a fermentacdes, nas quais foram avaliados parametros como testes de pH,
DQO, concentracdo de proteina, massa celular seca e reducao da concentracdo de BTX
Foram obtidas porcentagens de reducado de DQO satisfatorias utilizando os Biopetros 01, 02
e 03, nos testes que quantificam a degradacéo de BTX, realizados por analises de croma-
tografia (CG/EM) detectaram-se remocdes destes solventes apesar da perda dos mesmos
por volatilizacdo, na qual o Biopetro 03 apresentou os melhores resultados para o Benzeno
(19,37%) e Tolueno (86,38%) e o Biopetro 04 para os Xilenos (96,33%). De acordo com os re-
sultados obtidos, observamos que a metodologia usada revelou um potencial degradador
consideravel para aplicacdo em tratamentos de biorremediacéo.
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ABSTRACT

Problems associated with the exploration and trade of oil and its derivatives, such as undue
and accidental leaks, have been provoking serious environmental damages, demanding the
development of treatments in order to reduce this negative impact. Among the strategies
to eliminate the BTX (benzene, toluene e xilene isomers), the bioremediation is an option,
and in this process, the microorganisms present the capacity to metabolize these com-
pounds in inert substances. The main objective of this study was to select microorganisms
which degrade BTX, as well as to verify the microbial degradation of the compounds. The
qualitative methodology was used to investigate the potential microorganisms to degrade
BTX, by using the dye 2, 6-diclofenol-indofenol (DCPIP). Of the 33 microorganisms, four
were able to degrade BTX. These microorganisms (Biopetros 01 to 04) were submitted to
fermentations and parameters as pH tests, DQO, protein concentration, dry cell mass and
BTX concentration reduction were assessed. The obtained percentages of DQO reduction
were satisfactory using the Biopetros 01, 02 and 03. In the tests that quantify the BTX deg-
radation, realized by chromatography analysis (GC/MS), it was detected reduction of this
solvents despite the loss by volatilization; spite of the their loss, the Biopetro 03 showed
the best results to benzene (19,37%) and toluene (86,38%) and the Biopetro 04 to xilenes
(96,33%). According to the obtained results, the used methodology revealed a considerable
degradation potential to be applied in bioremediation treatments.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o petrdleo é ainda o recurso natural mais utilizado e de maior importan-
cia para o desenvolvimento do mundo em virtude da sua utilizacdo como matéria prima
para uma infinidade de produtos. Esse combustivel fossil ndo-renovavel corresponde a uma
mistura de varios compostos, principalmente de hidrocarbonetos.

Acidentes, derramamentos e vazamentos com determinada frequéncia do petroleo bru-
to e de seus derivados sdo fatores responsaveis pela contaminacéo, seja ela do solo, da agua e
do ar, através da liberacdo para o meio ambiente de varios compostos poluidores. Dentre eles
encontram-se os hidrocarbonetos benzeno, tolueno e isdbmeros de xilenos (conhecidos coleti-
vamente como BTX), pondo em risco o ecossistema aquatico e a saude humana.

Os BTX sdo hidrocarbonetos monoaromaticos que merecem um destaque conside-
ravel devido ao seu potencial toxicologico elevado, caracteristica esta que pode ser capaz
de comprometer a sustentabilidade ambiental. Dentre esses compostos volateis, o benzeno
possui carater mutagénico e carcinogénico, por esta razédo faz-se necessario o controle de
compostos que o contém e medidas preventivas e/ou agdes mitigadoras para casos de
contaminacéao. Esses compostos sdo constituintes de varios derivados do petroleo como,
por exemplo, a gasolina, oleo diesel, solventes, combustiveis para aeronaves, materiais sin-
téticos, entre outros.

A contaminac¢do mais preocupante com BTX é a provocada por vazamentos continu-

os de postos de combustiveis, principalmente de gasolina. Esse combustivel migra no solo
até entrar em contato com os lengais freaticos, geralmente utilizados para abastecimento
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humano, e o benzeno, tolueno e isdbmeros de xilenos entram em contato com a agua,
podendo ainda ter acdo mais efetiva de dispersdo devido a solubilidade destes elementos
com o etanol presente na gasolina. Sabe-se que no Brasil existem muitos postos de gasoli-
na distribuidos espacialmente com a vida util de seus tanques ultrapassada, fator este que
favorece a susceptibilidade dessa poluicado ambiental.

Em virtude da necessidade de controlar os limites de poluentes na agua em niveis
baixos, surgiram normas e legislacdes que atribuem valores maximos considerados segu-
ros para a protecdo da saude humana, inclusive para cada componente BTX. Todavia, a
necessidade de se combater os impactos ambientais negativos que crescem a cada dia é
inevitavel.

Dentre os métodos que surgiram como contribuicdo para a minimizacao ou elimina-
cédo dos COV (Compostos Organicos Volateis), a biorremediacéo é a mais adequada para a
manutencado do equilibrio ecologico e a de menor custo. Essa tecnologia eficiente baseia-
-se na utilizacdo de populacdes microbianas que possuem a habilidade de degradar po-
luentes, eliminando-os ou transformando-os em componentes inertes.

O principal objetivo desse trabalho é estudar a degradacdo microbiana dos hidrocar-
bonetos BTX, por meio de uma selecdo de microorganismospertencentes ao Laboratorio
de Engenharia de Bioprocessos do Instituto de Tecnologia e Pesquisa.

O conhecimento do percentual de degradacao de BTX, por cada micro-organismos,
€ fundamental para a contribuicdo do estudo e aprimoramento dos procedimentos de tra-
tamento da problematica provocada pela contaminacao desses hidrocarbonetos. Por meio
de uma série de testes e determinacdes analiticas o presente trabalho possui os seguintes
objetivos especificos:

Selecionar, dentre os microorganismos pertencentes ao Laboratorio de Engenharia
de Bioprocessos do ITP (Instituto de Tecnologia e Pesquisa), aqueles que possuem a capa-
cidade de degradar BTX;

e Averiguar a degradagcéo microbiana de benzeno;

» Averiguar a degradacdo microbiana de tolueno;

e Averiguar a degradagc&o microbiana de xilenos.
2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MICROORGANISMOS

Foram utilizados os microorganismos pertencentes a colecdo do Laboratorio de En-
genharia de Bioprocessos (LEB) do Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP), obtidos da se-
lecdo de ambientes com historico de contato com petroleo, codificados como Biopetro 1 a
5 e de aguas residuarias de industria téxtil, codificados como Coratex 1 a 28.
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2.2 SELECAO DAS LINHAGENS

Inicialmente a selecdo de linhagens foi avaliada em placas multipocos, contendo
250mL de meio BH (Tabela 1), 25mL de suspensdo microbiana (indculo de 48h), 10mL de
substancia teste (benzeno, tolueno e xilenos), 200mL do indicador redox (2,6-diclorofenol-
-indofenol  DCPIP). Posteriormente, devido a deterioracdo ocorrida nas placas multipo-
cos, em virtude das substancias teste, passou-se a ser avaliada em eppendorf’s, contendo
1000mL de meio BH (Tabela 1), 100mL de suspensdo microbiana (inoculo de 48h), 40mL de
substancia teste (benzeno, tolueno e xilenos), 500mL do indicador redox. Apds 12h a adicdo
do indicador redox DCPIP teve a finalidade de sinalizar a ocorréncia de oxidacao bioldgica
do referido composto, por meio da mudanca de coloracdo do meio de reacional de azul
para incolor (SOUSA et al,, 2007).

Tabela 1: Composicdo do meio mineral Bushnell-Hass (BH).

Componente Concentracéo (g/L)
MgSO,7 H,0 02

CaCl, 0,02

K.HPO, 1,0

KH,PO, 1,0

NH,NO, 1,0

FeCl,. 6 H,O 1 Gota/L

Também foram utilizadas como substancias-teste gasolina, oleo diesel e querosene,
compostos que possuem os hidrocarbonetos benzeno, tolueno e xilenos em sua composi-
cao, para todos os microorganismos utilizados nesse trabalho.

2.3 MEIO DE CULTURA E CONDICOES DE FERMENTACAO

As fermentacdes foram conduzidas em frascos de 500ml com 100mL de meio a 310C,
200 rpm e pH inicial de 5,0 inoculado com 10% de indculo de 48h de idade (microorganis-
mos selecionados) e levados para agitacdo durante um periodo de 96h. A composicédo do
meio de fermentacao € em % (p/v): KH2PO4 (0,1), MgSO4 . 7H20 (0,05), extrato de levedura
(0,6), peptona (0,13), NaNO3 (0,3) acrescidos com 2% (p/v) de amido. Todos os ensaios fo-
ram realizados em duplicata. As determinacdes analiticas foram realizadas a partir do acrés-
cimo da suspensao microbiana e a cada 24 horas.

2., DETERMINACOES ANALITICAS

Em cada ensaio fermentativo foram realizadas as determinacdes abaixo, excetuando
a determinacdo dos solventes que foi executada anteriormente aos ensaios de degradacao.

e Determinacdo do pH: A determinacdo do pH foi realizada utilizando um potenci-
Ometro digital de bancada Digimed (pHmetro DM - 20);

o Determinacdo da massa celular seca (X, g/L): Para a determinacdo da massa
celular seca uma aliquota de 8 mL do caldo fermentado foi centrifugada a 3000
rpm durante 3 min. O sobrenadante foi retirado e a massa microbiana foi seca em
estufa a 1050C até peso constante;
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e Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO): A DQO foi determi-
nada através do método colorimétrico de acordo com Standard Methodos (APHA,
1995);

e Determinacédo de proteina: A determinacao de proteina foi baseada no Método
de Lowry (1951), que possui sensibilidade de 20 a 200 mg/L e boa exatidao. O teor
de proteina foi dosado por leitura em espectrofotdbmetro a 750 nm;

¢ Determinacdo de BTX: As concentragdes de benzeno, tolueno e xilenos foram
determinadas de acordo com o meétodo 8260-B por meio da medida de com-
postos organicos volateis em cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro
de massas (CG/EM) (US, 1995). As condicdes de operacédo do equipamento foram:
temperatura do injetor de 2000C, temperatura inicial de analise de 350C, essa
temperatura permanece por 5 min e depois passa a 1200C com a taxa de cresci-
mento de 70C por min. O tempo de analise foi de 17'. A razdo do split foi de 20, o
fluxo de gas da coluna € ImL/min, a faixa de massas € de 40 a 400m/z. O modo
de ionizacao tem impacto de elétrons de 70eV. As amostras sdo concentradas
em purgeandtrap por 10 min. As amostras foram enviadas em vials, vedadas com
septo de silicone e selo de aluminio, para as analises cromatograficas, diluidas na
proporcao de 19,6 mL de agua para 0,4 mL de amostra, entretanto em virtude da
formacao de espuma nas analises a proporcao passou a ser de 50 mL de agua
para 0,5 mL de amostra. O potencial de degradacéo, gerado pelo microorganis-
mo selecionado, foi avaliado pela concentracdo destes compostos no inicio e no
tempo de analise;

e Determinacdo dos solventes: As composicdes dos solventes utilizados nesse tra-
balho foram constatadas por meio de cromatografo gasoso acoplado a espectro-
metro de massas CG-EM. As condicdes de operacdes do equipamento foram as
mesmas do item de determinacdo de BTX. As solucdes foram adequadamente
diluidas e enviadas para as analises cromatograficas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecdo de Linhagens Microbianas

O levantamento das linhagens microbianas aptas a degradar BTX foi obtido utilizando
0S microorganismos pertencentes a colecdo de Laboratdrio de Engenharia de Bioprocessos
(LEB) do Institudo de Tecnologia de Pesquisa (ITP). Aplicou-se o ensaio qualitativo de iden-
tificacdo de reacdes de oxi-reducdo por meio do emprego do indicador 2,6-diclorofenol-
-indofenol (DCPIP).

A figura 1 apresenta os resultados da identificacdo da reacdo de oxi-reducao utili-
zando caldo fermentado por Biopetro 1 (colunas 1-2); Biopetro 2 (colunas 3-4); Biopetro 3
(colunas 5-6); Biopetro 4 (colunas 7-8); Biopetro 5 (colunas 9-10) e como controle o meio
de cultura ndo fermentado (colunas 11-12). As linhas A, D e H representam os processos de
identificacdo das reacdes de oxi-reducdo com meios contendo Benzeno, Tolueno e Xile-
nos, respectivamente.
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Figura 1: Aspecto da placa multipogos apods acdo dos microorganismos sobre o meio.
Linha A: benzeno, linha D: tolueno e linha H: xilenos. Colunas 1-2: Biopetro-01, colunas 3-4: Biopetro-02, Colunas 5-6:
Biopetro-03, Colunas: 7-8: Biopetro-04, Colunas 9-10: Biopetro-05, Colunas 11-12: controle (sem reagdo com
micro-organismaos).

Os experimentos controle permaneceram com a coloracdo do DCPIP denotando a
nao ocorréncia de reacdes de oxi-reducado similarmente aos experimentos com o meio
fermentado com o Biopetro 05 ndo demonstrando processo de oxi-reducdo para nenhum
dos solventes, ao passo que a utilizacdo de meio fermentado por Biopetro 01 a 04 pro-
moveu processo de descoramento para todos os solventes, indicando o processo de oxi-
-reducdo e consequentemente de degradacéo destes solventes.

Apesar de bom indicador de degradaco, os experimentos em placas multipoc¢os tive-
ram o inconveniente de ataque dos solventes ao material da placa, e por esta razao passou-

-se a utilizar eppendorf’s.

Os resultados dos ensaios em eppendorf’'s sdo apresentados na tabela 2. Observa-
-se que todos os microorganismoss codificados como Biopetro, excetuando o numero 05,
foram aptos a degradar os BTX, esta observacdo pode estar relacionada ao ecossistema do
qual foi isolada essas linhagens, solos contaminados por petrdleo.

No caso dos microorganismos isolados Coratex01 a 28 (selecionados de efluentes
téxteis) em relacdo a degradacao das substancias-teste (BTX) foi observado que a colora-
cao azul da solucdo permaneceu, demonstrando, assim, a nao ocorréncia de degradacao,
como ¢ exibido na Tabela 2. Entretanto foi observado o potencial dessas bactérias degrada-
rem derivados de petroleo que apresentam BTX na sua composicdo como: gasolina, oleo
diesel e querosene. As leituras de degradacdo sdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 2: Selecdo de linhagens degradadoras de benzeno, tolueno e xilenos. | 41

Micro-organismos | Degradacao Micro-organismos | Degradacéao

B T X B T X
Biopetrol + + + Coratex 13 - - -
Biopetro2 + + + Coratex 14 - - -
Biopetro3 + + + Coratex 15 - - -
Biopetro4 + + + Coratex 16 - - -
Biopetro5 - - - Coratex 17 - - -
Coratexl - - Coratex 18 -
Coratex2 - - Coratex 19 -
Coratex3 - - Coratex 20 -
Coratex4 - - Coratex 21 -
Coratex5 - - Coratex 22 -
Coratex 6 - - Coratex 23 -
Coratex?7 - - Coratex 24 -
Coratex8 - - Coratex 25 -
Coratex9 - - Coratex 26 -
Coratex 10 - - Coratex 27 -
Coratex 11 - - - Coratex 28 - - -
Coratex 12 - - -

B- Benzeno; T- Tolueno; X- Xilenos; + = degradacdo; - = ndo degradacédo
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Tabela 3: Selecdo de linhagens degradadoras de gasolina, diesel e querosene.

Microorganismos | Degradacéo Microorganismos | Degradacdo

G D G D
Biopetrol - - Coratex 13 - -
Biopetro2 - - Coratex 14 - +
Biopetro3 - - Coratex 15 - +
Biopetro4 - - Coratex 16 + -
Biopetro5 - - Coratex 17 - -
Coratexl - - Coratex 18 + -
Coratex2 - - Coratex 19 + -
Coratex3 - - Coratex 20 + -
Coratex4 - - Coratex 21 - -
Coratex5 - - Coratex 22 + -
Coratex6 - + Coratex 23 + -
Coratex”/ - - Coratex 24 + -
Coratex8 - - Coratex 25 + -
Coratex9 - + Coratex 26 + -
Coratex 10 - - Coratex 27 + -
Coratex 11 - - Coratex 28 - -
Coratex 12 - -

G- Gasolina; D- Diesel; Q- Querosene; + = degradacdo; -

Sousa et al. (2007) observaram a degradacdo de dleo diesel e também aplicaram o
processo de selecdo de bactérias degradadoras de petroderivados utilizando o indicador
DPPI, selecionaram um Bacillussp. como grande promissor da degradacao de oleo diesel.

Nesses testes de selecdo de linhagens as bactérias Biopetro — 1 a 4 foram os micro-
organismos que se mostraram promissores para as analises do potencial de biodegradacao

de BTX.
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3.2 Determinacées Analiticas | 43

Primeiramente foram realizados testes de quantificacdo da concentracdao dos solven-
tes empregados neste trabalho para a formacdo dos meios de cultura. Estas solucdes foram
preparadas, adequadamente diluidas e enviadas para analise cromatografica, os dados sao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Composicédo dos solventes presentes no meio de cultura.

Componente Benzeno (%) Tolueno (%) Xilenos (%)
Benzeno 76,69 0,96 0,46
Tolueno 973 92,13 2,06

Etil benzeno 1,96 1,05 13,19
Xilenos 11,63 5,85 84,29

Os dados demonstram que os meios, mesmo formados com o0s solventes puros,
apresentam presenca de outros solventes. Entretanto, os principais elementos sao os for-
madores do solvente. Ndo houve correspondéncia aos valores indicados nos rotulos dos
solventes que foram de 99,5% para o benzeno (FlukaChemieGmbH); 99,5% para o tolueno
(Merc) e 89,4 % para os xilenos (J. T. Backer).

CONCLUSAO

Foram selecionados os microorganismos codificados como Biopetro 1 a 4 para a de-
gradacdo de benzeno, tolueno e xilenos e Coratex 6, 9, 11, 12, 14, 15 16, 18, 19, 20, 22 a 27
para a degradacao de gasolina e/ou dleo diesel e/ou querosene.

As maiores degradacdes constatadas em virtude da acdo do micro-organismo ocor-
reram com Biopetro 03 para benzeno (19,37%) e tolueno (86,38%) e com Biopetro 04 para
o xilleno (96,33%).

A volatilizacdo dos BTX possuiu grande relevancia na obtencdo dos dados desse tra-
balho dificultando a quantificacdo do potencial de degradacdo dos mesmos.

Apos todos esses aspectos ficou evidente a revelacdo de um potencial degradador

que pode contribuir com a minimizacgédo da poluicdo ambiental gerada pelos BTX, por meio
da sua aplicacdo, com certos aprimoramentos, em tratamentos de biorremediacéo.
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