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RESUMO

O sucesso de uma pesquisa cientifica depende da escolha de uma metodologia compativel
com a finalidade do trabalho. O método de pesquisa a ser adotada € uma escolha do
pesquisador, porém deve estar em sintonia com os objetivos do trabalho e de acordo com a
guestdo que se pretende investigar.

As atividades industriais apresentam riscos ambientais inerentes, que precisam ser
constantemente gerenciados. No intuito de colaborar com pesquisas voltadas para
biorremediacao de areas impactadas por atividades petroliferas, este estudo buscou avaliar
duas metodologias (contagem em placas e turbidimetria) aplicadas na quantificacdo do
crescimento bacteriano por meio de experimentos realizados em cultura liquida na presenca
de BTX.

Foram utilizadas bactérias provenientes de sedimentos de manguezais, que demonstraram
alto potencial na degradacdo de derivados do petroleo, com énfase nos hidrocarbonetos
monoaromaticos BTX (benzeno, tolueno e xileno). Os testes de cinética foram realizados
com seis bactérias na presenca de BTX, isoladamente, no decorrer de 12 horas. O
experimento foi dividido em trés etapas (dias), sendo elas: preparacdo do inoculo (dia 1),
amostragem (dia 2) e contagem das UFC (dia 3). As amostragens foram efetuadas nos
tempos TO, T2, T4, T5, T6, T7, T8, T10 e T12, onde aliquotas da suspensdo bacteriana
foram medidas, em triplicatas, pelos dois métodos de quantificacdo. Testes de consumo de
oxigénio foram efetuados pela técnica de medicdo da respiragcdo total da cultura apés 12
horas, 24 horas e 48 horas.

Nos testes de cinética em cultura liquida as cepas apresentaram maiores velocidades na
presenca de xileno e tolueno, quando na presenca de benzeno. Os resultados dos testes de
consumo de oxigénio demonstram melhores resultados na presenca de xileno, seguida do
benzeno e por ultimo o composto tolueno. Houve maior diversidade microbiolégica na area
de transporte, seguida da area de refino, com menor variedade bacteriana existente na area
de produgédo da cadeia petrolifera. As cepas apresentaram maior rapidez em dobrarem suas
populagbes (tempo de geracdo) na presenca de xileno e benzeno, quando comparado ao
tolueno.

A partir da andlise dos resultados concluiu-se que ndo houve diferenca significativa entre os
métodos avaliados, sendo ambas metodologias eficazes na quantificagdo do crescimento
bacteriano em cultura liquida na presenga de BTX.

Palavras-Chave: bactérias, hidrocarbonetos, BTX, sedimento, metodologias,
biorremediacao.
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ABSTRACT

The success of a scientific research depends the choice of methodology compatible with the
purpose of the work. The research method to be adopted is a choice of the researcher, but
should be in line with the objectives of the study and according to the question whether to
investigate.

Industrial activities have inherent environmental risks that need to be constantly managed. In
order to collaborate with research focused on bioremediation of areas impacted by oil
activities, this study aimed to evaluate two methods (plate count and turbidity) applied to the
guantification of bacterial growth through experiments in liquid culture in the presence of
BTX.

Bacteria from sediments of mangroves were used, which demonstrated high potential in
petroleum products of degradation, with emphasis on monoaromatic hydrocarbons BTX
(benzene, toluene and xylene). The kinetics tests were carried out to six bacteria in the
presence of BTX alone during 12 hours. The experiment was divided into three stages
(days), as follows: preparation of the inoculum (day 1), sampling (day 2) and counting of UFC
(day 3). The samples were taken at the times TO, T2, T4, T5, T6, T7, T8, T10 and T12,
where rates of bacterial suspension were measured in triplicate by the two quantification
methods. Oxygen consumption assays were performed by measurement of the total
breathing technique culture after 12 hours, 24 hours and 48 hours.

Rates of bacterial suspension were measured in triplicate by the two quantification methods.
In Kinetic tests, in liquid culture, the strains showed higher rates in the presence of xylene
and toluene, than in the presence of benzene. The results of oxygen consumption tests show
better results in the presence of xylene and benzene and finally toluene compound. There
was a higher microbial diversity in the transport area, followed by refining area, less existing
bacterial variety in the production area of the oil chain. The strains showed faster in double
their populations (generation time) in the presence of xylene and benzene, compared to
toluene.

From the analysis of the results it was concluded that there was no significant difference
between the methods evaluated, being both effective methodologies in quantifying bacterial
growth in liquid culture in the presence of BTX.

Keywords: bacteria, hydrocarbons, BTX, sediment, methodologies, bioremediation.
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1 INTRODUCAO

Os compostos do grupo BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-meta-para-
xileno) sdo encontrados em derivados do petrOleo e sdo extremamente toxicos,
contaminando com frequéncia 0 meio ambiente e apresentando inUmeras fontes pontuais de
contaminacdo (TRIGUEROS, 2008). Além de serem comumente encontrados nos produtos
refinados do petroleo, os BTEX, séo largamente utilizados nas industrias como insumos
para a producdo de outros compostos (PHELPS; YOUNG, 2001; RIBEIRO, 2005;
TRIGUEROS, 2008). Estas moléculas sdo produzidas em enormes quantidades, sendo
utilizados em combustiveis, atuando como solventes de diversos produtos e como materiais
primarios para a producdo de plasticos, fibras sintéticas, pesticidas, entre outros
(ABUHAMED et. al., 2004). Organismos aquéticos da flora e da fauna sédo capazes de
absorver ou ingerir tais compostos, armazenando-os em suas moléculas proteicas e
reservas de gordura. Uma vez no tecido adiposo, esses contaminantes encontram-se
inalterados, e podem ser transferidos ao longo da cadeia alimentar atingindo o homem
(RESENDE, 2007). Implicagbes para a pesca, saude publica e meio ambiente sdo
provocadas devido a ingestdo e acumulo de BTEX em humanos (SILVA et. al., 2002;
RESENDE, 2007).

A utilizagdo de micro-organismos para remediagdo de ambientes contaminados tem
sido foco de estudo de diversos pesquisadores, mundialmente, em diversos compartimentos
ambientais, tais como (CERNIGLIA, 1992; CHAERUN et al.,, 2004; SEABRA, 2005;
PEREIRA; FREITAS, 2012; NAKAZAWA, 2011; SOUZA et. al., 2009; MELO, 2012; SOUZA
et al., 2006; ROSA; TRGUIS, 2006; FIORAVANTI, 2013; BAMFORTH; SINGLETON, 2005;
FIORAVANTI et al., 2012; JACQUES, 2007; PINHATI, 2014; POTIN, 2004) e em
biorreatores (SOUZA, et al., 2006; GUSMAO et. al., 2006; GUSMAOQ, 2005; LOVLEY, 2001).

Com isso, o estudo da cinética microbiana pode ser utilizado na avaliacdo da
persisténcia de certos compostos quimicos nos ecossistemas naturais, no conhecimento
das concentracfes e como estes toxicos estdo sendo transportados no meio, tendo a nogéo
de possiveis sitios, nos quais estao presentes, dentro dos compartimentos ambientais, em
gue o homem e outras espécies estejam expostos (JONES; ALEXANDER, 1986;
ALEXANDER, 1994).

Neste contexto, este trabalho teve como finalidade reunir informagdes relevantes a
respeito dos diferentes aspectos da utilizacdo da técnica de bioaumento na reducdo de
impactos ambientais oriundos de derramamentos de petroleo, ampliando os conhecimentos

sobre a aplicacdo de bactérias nesse contexto, bem como auxiliar na avaliacdo entre duas
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metodologias com o propdsito de poupar recurso, tempo e esforco, na etapa de
quantificagdo do crescimento bacteriano em cultura liquida (Anexo 1), pelos futuros
pesquisadores que venham a se debrucar sobre questdes que envolvam a utilizacdo de
bactérias em processos de biorremediagao.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

= Avaliar a eficiéncia de duas metodologias (contagem em placas e turbidimetria)
utilizados na quantificagdo do crescimento bacteriano em cultura liquida a fim de
auxiliar estudos de biorremediagdo em areas costeiras contaminadas por

monoaromaticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Utilizar dados de crescimento bacteriano em cultura liquida, na presenca de BTX
(benzeno, tolueno e xileno), como ferramenta para a analise da eficiéncia entre as

metodologias.

= |nvestigar os parametros: taxa de crescimento especifico, consumo de oxigénio,
tempo de geragdo das cepas bacterianas e as propriedades fisico-quimicas do BTX

a fim de estabelecer relacdes entre 0s mesmos.

= Discutir as vantagens e desvantagens de cada método.

= Avaliar a diversidade dos micro-organismos identificados encontrados em cada setor

da cadeia petrolifera (producéo, refino e transporte).

3 METODOLOGIA

3.1 TRABALHO DE CAMPO

3.1.1 Area de estudo

Ocupando a posicdo de segunda maior baia costeira do Brasil, a Baia de Todos os
Santos (Figura 1A) possui aproximadamente 221 km de linha de costa, possuindo 184 km
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de extensdo, onde podem ser encontradas mais de 30 ilhas em seu dominio (CRA, 2001;
FERREIRA, 2009).

FIGURA 1 — A) Baia de Todos os Santos, Bahia, Brasil. B) Pontos de coleta localizados ao norte da
Baia de Todos os Santos (DJ — Dom Jodo, MD — Madre de Deus e CN — Candeias).
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Fonte: CIRANO; LESSA (2007); Adaptado de FIORAVANTI (2013).

E considerada a maior baia navegavel do litoral brasileiro, possuindo pequenas baias
(Iguape e Aratu) e enseadas (INMET, 1992). Apresenta em seus arredores, um contingente
populacional que excede os trés milhdes de habitantes (HATJE; ANDRADE, 2009). E
detentora de dez terminais portuarios de grande porte, um canal Unico de entrada
naturalmente navegavel e canais internos profundos, caracteristicas essas que fazem da
BTS uma baia favoravel estrategicamente ao desenvolvimento da regido (HATJE;
ANDRADE, 2009).

A BTS é incluida em uma categoria especial de estuéario, formada por processos
tectnicos de larga escala, sendo considerada uma baia de maré (LEAO; DOMINGUEZ,
2000). A baixa descarga fluvial se reflete na predominancia de caracteristicas marinhas que
podem ser vistas na quase totalidade da baia, fazendo com que a circulagcdo dentro desta se
estabeleca pela forga da maré, sendo a coluna d’agua bem misturada (HATJE; ANDRADE,
2009).

Circundada por 177,6 km? de manguezais e 10,6 km? de apicuns, que se encontram
localizados a jusante de encostas com caracteristicas diversas (HADLICH, et. al., 2008 apud
QUEIROZ; CELINO, 2008), a BTS possui uma riqueza natural, com presenca de extensas
areas de recifes de corais, estuarios e manguezais, fazendo desta baia um polo de turismo
de grande valor (HATJE; ANDRADE, 2009).

Em meados de 1950, uma mudanca expressiva se deu no cenario de
desenvolvimento do Recbncavo baiano, quando a Petrobras inaugurou a RLAM no
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municipio de Mataripe, fazendo do Recdncavo o unico produtor de petréleo do pais ente as
décadas de 50 e 80 (OLIVEIRA, 2009). A identidade da regido foi intensamente
transformada por conta da descoberta e exploracdo do petréleo promovendo um intenso
desenvolvimento econémico que resultou hoje em uma extensa zona industrial que inclui o
maior polo petroquimico do hemisfério Sul, o Polo Petroquimico de Camacari (HATJE;
ANDRADE, 2009).

Historicamente o local é passivo de incidentes ocasionados pela atividade petrolifera
desenvolvida na regido, como derramamento de 6leo, explosdo de pocos e vazamentos no
transporte de 6leo e gas e possui suas aguas e sedimentos contaminados principalmente
por hidrocarbonetos de petréleo (CRA, 2004).

Os municipios de Sao Francisco do Conde, Madre de Deus e Candeias representam
importantes componentes estuarinos situados ao norte da BTS. Essas localidades estédo
ligadas a industria do petroleo mantendo setores de producgéo, transporte e refino, que sdo

responsaveis por um dos maiores focos de poluicdo da regido (FIORAVANTI, 2013).

3.1.2 Coleta de sedimento

A coleta de sedimento foi realizada em trés regides de manguezal, ao norte da BTS
(Figura 1B), que abrigam diferentes setores da cadeia produtiva do petréleo, sendo esses:
(a) de producéo, localizado no municipio de Dom Jodo (DJ) em Sao Francisco do Conde —
caracterizado pela extracdo de petréleo; (b) de refino, situado pr6ximo ao municipio de
Candeias (CN) onde esta localizada a RLAM — que desenvolve o processamento do
petroleo em seus derivados; (c) de transporte, localizado em Madre de Deus (MD) — onde
esta inserido o Terminal Aquaviario da cidade, o TEMADRE responsavel pelo transporte dos
petroderivados para a capital e interior do estado (FIORAVANTI, 2013).

As coletas de sedimento de manguezal contaminado, por derivados de petréleo,
foram realizadas em trabalho anterior (FIORAVANTI, 2013) no ambito de um projeto de
mestrado abrigado pelo Programa de Pds-Graduagdo em Geoquimica — Petréleo e Meio
Ambiente (POSPETROQO). Para as analises microbiolégicas coletou-se 50 g, para cada
amostra, de substrato superficial (0,0 — 5,0 cm de profundidade) de manguezal em regido de
intermaré (CELINO; QUEIROZ, 2006), estas foram acondicionadas em recipientes de vidro,
devidamente embalados em papel escuro a fim de evitar incidéncia da luz sobre a amostra.
ApoOs a coleta, os recipientes foram colocados em uma caixa de isopor contendo gelo até a

chegada ao laboratério para a realizacdo dos demais procedimentos.
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3.2 TRABALHO DE LABORATORIO

3.2.1 Obtencgédo das cepas

As etapas de enriquecimento, isolamento e os ensaios de selecdo dos micro-
organismos foram concebidos em trabalho anterior (FIORAVANTI, 2013). Tais atividades
microbiologicas iniciais foram realizadas no Laboratério de Estudos em Meio Ambiente
(LEMA), localizado na Universidade Catdlica de Salvador (UCSAL), Bahia. Em seu trabalho,
FIORAVANTI (2013) isolou 306 micro-organismos, destes 67% foram bactérias, 24%
leveduras e 4% fungos filamentosos com potencial em degradar petréleo bruto, diesel e
gasolina em até 24 horas. Com base nessas informacdes dezesseis cepas isoladas por
FIORAVANTI (2013), que obtiveram melhores resultados nos testes de oxidagcdo na
presenca de petroleo, foram previamente escolhidas para os ensaios de biodegradacéo

neste trabalho.

3.2.2 Reativagdo

Todo o material utilizado foi esterilizado previamente e todas as etapas dos
procedimentos foram realizadas em condi¢des de assepsia, ou seja, junto a chama do bico
de Bunsen e/ou numa camara de fluxo laminar, a fim de evitar contaminagbes de micro-
organismos que nao fossem os testados neste estudo.

O material bioldgico a ser reativado encontrava-se preservado em tubos criogénicos,
contendo meio de cultura agar triptona de soja (TSA), em camara fria, sob temperatura de
-85° C, localizado no LEMA.

O procedimento de reativacdo do material preservado foi realizado no Laboratério de
Estudos do Petréleo (LEPETRO), do Nucleo de Estudos Ambientais (NEA) localizado no
Instituto de Geociéncias (IGEO) da Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia.

A obtencgé&o das colbnias foi realizada através de repiques das colbnias preexistentes
preservadas. O repique € um procedimento microbiolégico que tem como finalidade a
renovacado, reproducdo e crescimento em placas de novas colbnias, promovendo a ativacao
do metabolismo bacteriano.

As dezesseis cepas preservadas, previamente selecionadas, foram submetidas a
procedimentos microbiolégicos com o intuito de reativa-las e purifica-las segundo a
metodologia de SOUZA, et. al., (2006), FERREIRA et. al., (2009) e TORTORA, et. al.,
(2005).

18


http://e-escola.tecnico.ulisboa.pt/ftema.asp?id=146&canal=biologia

Foi utilizado o método de espalhamento em placa, segundo TORTORA et. al.,
(2005), para purificacdo das culturas. Sob a forma de estrias, as cepas, retiradas dos tubos
criogénicos, foram semeadas, sobre a superficie do meio mueller hilton agar sélido (MH) em
placas de petri devidamente identificadas para o restabelecimento de seus metabolismos.
Trata-se de um meio muito nutritivo (MH) que apresenta como fonte de carbono a peptona.
Em seguida foram levadas a estufa incubadora, do tipo demanda bioquimica de oxigénio
(BOD), durante 24hs a 48hs sob temperatura de 30°C.

Apbs as reativacdes, e visualizado um crescimento significativo em biomassa das
linhagens, foi preparado um cultivo em meio mineral minimo buschenell hass sélido (BH)
contendo 1% de petréleo bruto. Trata-se de um meio menos nutritivo e isento de fonte de
carbono, contendo apenas componentes inorganicos essenciais para 0 crescimento
bacteriano. As culturas foram incubadas durante 24 h e 48 h a 35°C em estufa incubadora
(BOD). Detectado o crescimento em meio BH foi possivel comprovar a real degradacdo do
petréleo pelos micro-organismos, ja comprovada previamente no trabalho anterior de
FIORAVANTI (2013). Dentre as dezesseis bactérias pré-selecionadas, todas cresceram, em
maior ou menor grau, na presenca do petroleo.

A principio, foi observado que dentre as dezesseis cepas escolhidas, algumas nao
estavam puras, pois apresentavam visualmente uma ou mais caracteristicas morfolégicas
em uma mesma placa, havendo mais de um tipo de micro-organismo. As cepas impuras
foram entéo repicadas até a obtencao do isolado propriamente dito e posteriormente, para a

manutencéo destes, a cada 30 dias, com intuito de manter ativos seus metabolismos.

3.2.3 Selecéo e purificacéo

Dentre os dezesseis micro-organismos cultivados, as dez cepas que obtiveram maior
crescimento foram priorizadas, em detrimento das seis que n&o tiveram crescimento
significativo observado visualmente nas placas. Em seguida foi realizada a técnica da
diluicdo seriada (Figura 2), que consiste em sucessivas diluicbes da amostra permitindo
tanto o isolamento como a contagem de coldnias.

Nessa etapa de purificacdo foram utilizados quatro micro tubos, com capacidade de
1,5 ml cada, contendo 0,9 ml de solucdo salina (9%) estéril. Retirando-se com a alca de
platina, previamente esterilizada em bico de Bunsen, uma quantidade padréo (50% do aro
da algca) de colbnia, da cultura de interesse, adicionou-se esse conteldo ao micro tubo,
contendo a solugédo salina. Uma vez levado a vortex, para homogeneizar o contetudo e
desagregar as colbnias, retirou-se uma aliquota (100pl) da suspensdo, adicionando ao

proximo micro tubo e assim sucessivamente até que se obtivesse uma diluicdo de 10.000
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vezes (10%). No término das dilui¢cGes, retirou-se uma aliquota (100ul) do material em
suspensdo e adicionou-se em placa de petri contendo meio MH sdélido, espalhando o
conteldo em placa com o auxilio da alca de drigalski. Em seguida as placas foram
identificadas, embaladas e levadas a estufa incubadora (BOD) a 30°C durante quatro dias. A
metodologia de espalhamento em placa, aliada a técnica de diluicdo seriada, foi repetida
diversas vezes até que houvesse, por fim, apenas col6nias puras e desagregadas umas das
outras. Devidamente purificados (isolados) um total de seis cepas foram selecionada para
os testes de cinética, sendo elas denominadas como amostras; LEPETRO 128-A,
LEPETRO 128-B, LEPETRO 155-C, LEPETRO 155-I, LEPETRO 05-A e LEPETRO 67-F.

FIGURA 2 llustracdo da técnica de diluicdo seriada.
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Fonte: Adaptado de TORTORA (2012).

3.2.4 Identificagédo

ANDRADE (2015) realizou o sequenciamento parcial do gene 16srRNA e da enzima
catecol 1,2 dioxigenase (gene C120) no Centro de Biotecnologia na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, na cidade de Porto Alegre, das dez cepas selecionadas neste estudo.

O gene C120 codifica a enzina catecol 1,2 dioxigenase, catalizadora na quebra do
anel benzénico (HENDRICKX et al., 2006). O sequenciamento do gene C120 teve o
proposito de identificar gendétipos degradadores de monoaromaticos.

As dez cepas selecionadas para 0 sequenciamento genético de identificacdo e para
a deteccdo do gene C120 foram escolhidas de acordo com seu potencial de degradagéo ja

estabelecido no trabalho anterior, realizado por FIORAVANTI (2013).
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3.2.5 Cinética de crescimento

O experimento foi dividido em trés etapas (dias), sendo elas: overnight (dia 1),
medidas e plagueamento (dia 2) e a contagem de col6nias (dia 3). O experimento teve
embasamento metodoldgico segundo trabalhos realizado por GUSMAO et. al. (2005) e
SOUZA et. al. (2009) sendo feitas triplicatas para cada amostra.

No experimento foram utilizados quatro erlenmeyers de 500 ml, para cada amostra,
contendo 150 ml de meio mineral minimo liquido (BH). Os erlenmeyers foram vedados com
rolhas de borracha anti-acidas, para que ndo houvesse contaminacdo do meio externo.
Encaixados a tampa, encontravam-se inseridos, na parte inferior de cada rolha, um balédo de
vidro, feito sob medida, de 10 cm de altura, 0,5 cm de diametro e 05 mm de abertura de
baldo (orificio), onde por sua vez foram adicionados 02 ml de BTX, isoladamente. Uma vez
no interior do tubo, o BTX pbde ser volatilizado para o meio liquido. A via de entrada do BTX
sob a forma de gas teve o intuito de evitar concentragées muito altas no meio, que poderiam

acarretar na morte dos micro-organismos por toxicidade durante o experimento (Figura 3A).

FIGURA 3 — A) Configuracdo do ambiente experimental. B) Shaker orbital e incubadora.

A) Dia 1: preparo do inoculo (overnight)

Para o preparo do inoculo, a fim de se obter biomassa significativa para dar inicio ao
experimento, realizou-se o “overnight”. Para isso, retirou-se um loop (circunferéncia
completa da alga de platina) da amostra bioldgica a ser inoculada e adicionou-se em um
erlenmeyer contendo 150 ml de meio mineral BH liquido e 10 microlitros de benzeno (uma

gota) inserida ao meio. Em uma mesa shaker orbital (Figura 3B), com energia de agitacdo
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constante de 122-125 ciclos/min em temperatura controlada de 30°C, foi promovida agitagéo
entre 12-16 horas. Para cada amostra (cepa) foram submetidos quatro erlenmeyers em
agitacao contendo os componentes descritos abaixo:

= ERLENMEYER 1 (OVERNIGHT): Contendo 150 ml do meio mineral liquido (BH), o
inoculo (loop) e 10 microlitros (uma gota) dos componentes do BTX, isoladamente,

imerso no meio.

= ERLENMEYER DO EXPERIMENTO - R1, R2 e R3 (TRIPLICATAS): Contendo 150

ml do meio mineral liquido (BH) e 02 ml dos componentes do BTX, isoladamente no

interior do baldo de fundo redondo.

Os erlenmeyers R1, R2 e R3 corresponderam as triplicatas de cada amostra e
ficaram sob agitacdo em shaker orbital no dia anterior ao experimento, com o intuito de
ambienta-los, permitindo a disponibilizacdo do BTX via gas para o meio mineral dentro do

periodo de 12-16 horas antes do inicio do experimento.

B) Dia 2: amostragens

Apoés 12-16hs, retirou-se o overnight (erlenmeyer 1) e observou certa turbidez do
meio, devido ao crescimento em biomassa do inoculo adicionado no dia anterior.

O experimento foi realizado com 1% do inoculo (1,5 ml do overnight). Para isso,
retirou-se 1,5 ml da suspensédo overnight e inoculou-se os trés erlenmeyers experimentais
(R1, R2 e R3). Posteriormente foi adicionado 1 ml dos contetddos dos erlenmeyers, ja
inoculados, (R1, R2 e R3), devidamente homogeneizado (manualmente), em trés micro
tubos previamente esterilizados. Estes foram levados a vortex, para a suspensdo das
colbnias e realizou-se a primeira amostragem correspondente ao tempo zero hora (T0), para
as medidas de densidade otica (OD) e unidades formadoras de coldnias (UFC). Ao fim da
primeira medida os erlemeyers foram recolocados na mesa shaker orbital para realizacao
das amostragens posteriores.

Foram efetuadas diluicdes sucessivas, pela técnica da diluicao seriada, das aliquotas
retiradas dos erlenmeyers nas amostragens, com o intuito de diluir e desagregar as colbnias
de bactérias e permitir a contagem das UFC posteriormente através do método de contagem
em placas.

Ao longo das doze horas de experimento foram tomadas aliquotas de 0,1 ml da

amostra em suspensao adicionando em micro tubos limpos e estéreis e encaminhadas para

22



a medicdo. Foram feitas nove amostragens em diferentes tempos (TO0, T2, T4, T5, T6, T7,
T8, T10, T12), completando assim doze horas de andlise em diferentes diluicdes (Figura 4),
onde nos tempos T0, T2, T4, a diluicdo foi 103, nos tempos T5, T6, T7, T8 a diluicéo foi 10
e nos tempos T10 e T12, a diluicdo foi 102, sendo plaqueados com uma pipeta
semiautomatica de 10 pl (uma gota) em triplicatas.

O procedimento acima descrito foi repetido, da mesma maneira, nos tempos
subsequentes, ao longo das doze horas de experimento, para cada amostra (cepa) em cada

componente do BTX (benzeno, tolueno e xileno).

FIGURA 4 - Esquema do intervalo entre as amostragens ao longo das 12hs de experimento.

TO: INiCIO DO EXPERIMENTO 212h

T2. 2H DE CRESCIMENTO BACTERIANG CRESCIMENTO LENTO
T4. 4H DE CRESCIMENTO BACTERIANG

T5. 5H DE CRESCIMENTO BACTERIANG 11h

T6. 6H DE CRESCIMENTO BACTERIANG CRESCIMENTO RAPIDO

T7: 7H DE CRESCIMENTO BACTERIANO

T8: 8H DE CRESCIMENTO BACTERIANO

T10: 10H DE CRESCIMENTO BACTERIANO 2/2h

T12: 12H DE CRESCIMENTO BACTERIANO CRESCIMENTO LENTO

Fonte: Adaptado de TORTORA (2012).

Para estimativa das UFC foi adotado a técnica da micro gota, segundo metodologia
de ROMEIRO (2007).

Para cada diluicdo (0, 10, 100 e 1000 vezes) foram adicionadas trés gotas em placas
de petri contendo meio MH sdélido, previamente identificadas e divididas em gquadrantes
(Figura 5A). Apos o plagueamento, as placas foram incubadas em temperatura de 30° C e

submetidas a contagem de UFC ap06s 24 horas.
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FIGURA 5 — A) Disposicao das micro gotas na placa de petri. B) Representacdo das Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) da amostra 05-A em duas horas de experimento (T2).

10°; diluicdo de 10 vezes
109: diluigio de 100 vezes
109: diluigio die 1000 veres
R1, RE, R3: neplicas

Com as aliquotas retiradas nas amostragens, realizou-se as medi¢des da densidade
otica (DO), medindo-se a absorbancia da solugdo bacteriana determinada por
espectrofotometria de UV (Agilent Cary 60 Agilent Technologies) em comprimento de onda
de 550 nanémetros, obtendo assim o grau de turbidez de cada amostra (medida direta do
namero de células totais em suspensao). O branco foi medido com o meio puro, sem o
inoculo, e as medidas de DO da suspenséao bacteriana foram realizadas no decorrer das 12
horas de experimento. As medidas de absorbancia obtidas puderam ser correlacionadas
com a concentracdo de biomassa nos intervalos de tempo amostrados, gerando assim

medidas de densidade otica.

C) Dia 3: contagem das UFC

Apés a incubacdo por 24 horas em estufa incubadora (BOD), as placas foram
contadas com o auxilio de um contador de coldnias eletrénico. Foi possivel estimar o
nuomero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) presentes em cada diluicdo,
procedendo de forma a escolher determinada diluicdo em que houvesse melhor visualizagédo
das colbnias para conta-las de forma unitaria e separadamente (Figura 5B).

3.2.6 Consumo de oxigénio

ANDRADE (2015) realizou, em microcosmo, testes de respiracao total das mesmas
cepas utilizadas nos testes de cinética, em diferentes concentraces de BTX. As medidas de
consumo de oxigénio foram realizadas em 12 horas, 24 horas e 48 horas. Para isso, foi
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coletado sedimento de manguezal, localizado préximo ao rio Sdo Paulo, que desagua na
BTS, com a finalidade de melhor simular as condigcbes ambientais na biodegradac&o.

Na Figura 6 podemos visualizar o sequenciamento metodoldgico do estudo. Tendo
inicio com a coleta de sedimento de manguezal contaminado e posteriormente utilizando os
micro-organismos isolados deste substrato como alvo do estudo preliminar no contexto da
biorremediacdo. Por fim, a partir dos dados experimentais, procedeu-se de forma a avaliar

as metodologias (contagem em placas e turbidimetria) utilizadas.

FIGURA 6 - Fluxograma das etapas realizadas anteriormente para a obtencdo dos dados e as
realizadas neste trabalho. (1) Etapas finalizadas por FIORAVANTI (2013); (2) Etapas finalizadas por
ANDRADE (2015).
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Fonte: FIORAVANTI (2013); ANDRADE, (2015).

3.3 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Com o auxilio do software Excel versdo 2013 foi realizada a organizagdo em tabelas
dos dados coletados durante o experimento (Anexo 6). A partir dos dados tabelados foram
gerados graficos de dispersédo do comportamento cinético das bactérias no tempo tanto para
as medidas de DO, quanto para as medidas de UFC. As taxas de crescimento especifico no
tempo, que correspondem aos coeficientes lineares das retas de crescimento, para cada

bactéria, foram obtidas graficamente plotando o intervalo de tempo de T2 a T6, periodo que
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correspondeu ao crescimento exponencial das bactérias ao longo das 12 horas do
experimento.

Para realizacdo dos testes estatisticos foi utilizado o software PAST 3.11, onde foram
gerados tabelas e gréaficos. Esse software € utilizado para tratamento de dados cientificos e
se encontra disponivel para download online. Foi efetuado o trabalho estatistico descritivo
com o célculo de parametros como: média, mediana, desvio padrdo, coeficiente de variacdo

e variancia das medidas (Apéndice A).

3.3.1 Calculos experimentais

Os dados iniciais, obtidos pela contagem das colbnias, para o0 método de contagem
em placas, e as leituras da absorbéncia, pelo método turbidmétrico, tiveram que ser
transformados, através do célculo do logaritimo neperiano (LN), a fim de torna-los
compativeis para o célculo da reta de regresséo linear. Foi utilizado para esse calculo os
dados referentes as amostragens de T2 a T6, que corresponde ao intervalo de crescimento
exponencial das cepas.

Para a obtencdo do valor final da densidade 6tica (DO), foram somadas as trés
repeticbes (réplicas), tiradas as médias e aplicado em seguida o calculo do LN (=LN
(média)) para confecgéo dos graficos de regressdo. Ja o célculo realizado para as Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC) foi feito somando-se as repetigcbes (réplicas), tiradas as
médias (Xwmedia), Multiplicando-as pelo inverso da diluicdo (10") e novamente pelo volume da
micro gota (10ul). Por fim, aplicou-se 0 LN (=LN (Xrina)) para obtencédo do resultado final

(Equagéo 1).

XFinal = Xmedia . 10" . 107! (Equaco 1)

Onde:

Xrina — Mmédia final obtida

Xwmedia — Média aritmética das triplicatas
10" — diluicdo realizada

10! — volume da micro gota

Na planilha do Excel, foi selecionado a coluna de tempo (que correspondeu ao T2-

T6) e a coluna do LN da média final, para DO e UFC, onde foi escolhido o tipo de gréafico de

dispersao (XY). Foi inserida linha de tendéncia exibindo a equacdo da reta de regresséo

linear (Y = ax + b) e o valor de R-quadrado (R?) relacionado a dispersao dos dados. A taxa

de crescimento especifico, que correspondeu ao proprio coeficiente angular (a) das retas
calculadas pbde, entdo, ser estabelecida para cada uma das seis cepas desse estudo.
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A partir dos dados de cinética, péde ser calculado o tempo de geracdo para cada
cepa (Apéndice B). Para isso, foi utilizada a fase de crescimento exponencial (log) que
correspondeu ao intervalo entre o tempo T2 até T6. Os valores obtidos para esses dois
tempos foram transformados em valores logaritmicos, aplicando-se o LN, e subtraidos um
do outro. A partir dessa subtragéo, dividiu-se esse valor pelo LN (2) = 0,301, obtendo-se
assim o numero de geragdes, ou seja, 0 numero de vezes que a células se dividiram dentro
do intervalo de tempo (T2-T6). A partir do numero de geracfes (Equacao 2), pode-se entao

calcular o tempo de geracdo (Equacéao 3).

_ LN(T6)—LN(T2)

NG LN(2)

(Equacao 2)

_ 60minx X

TG NG

(Equacéo 3)

Onde:

NG — numero de geragbes
TG —tempo de geracéo
LN (2) = 0,301

X =4 horas

3.3.2 Coeficiente de correlacdo linear

Os coeficientes foram calculados a partir das retas de regressao linear geradas no
intervalo de crescimento exponencial das cepas. O coeficiente de correlacédo linear (R?) é
uma medida de ajustamento de um modelo estatistico linear geral, como a regressao linear,
em relac@o aos dados observados. Quanto maior o R2, mais explicativo é o modelo, ou seja,
mais ele se ajustara as amostras (Apéndice C). A quase totalidade dos coeficientes

apresentaram valores muito préximos a um.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os comportamentos das cepas bacterianas no tempo estiveram em conformidade com
o de um crescimento bacteriano tipico, largamente expresso na literatura, podendo ser

observado claramente as quatro fases do crescimento microbiano - lag, log, estacionéria e
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morte (Apéndice D). Ao longo das duas primeiras horas de experimento (TO -T2) foi
visualizada a fase de aclimatacdo. A partir da segunda amostragem (T2) ocorre um

crescimento abrupto com término na sexta hora (T6).

Para cada réplica de amostra (cepa), o valor médio é mostrado por uma barra cinza

(Figuras 7, 8 e 9). O intervalo das barras de erro, apresentado por linhas, representa o erro

padrédo para um intervalo de confianca de 95%.

FIGURA 7 - Gréfico tipo box plot dos dados de densidade 6tica (DO) e nimero de coldnias (UFC/ml),
respectivamente, referente ao crescimento em benzeno.
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FIGURA 8- Grafico tipo blox plot dos dados de densidade 6tica (DO) e nimero de coldnias (UFC/ml),
respectivamente, referente ao crescimento em tolueno.
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FIGURA 9 - Gréfico tipo box plot dos dados de densidade 6tica (DO) e nimero de colénias (UFC/ml)
para o crescimento em xileno.

67FR3 e ee— 67FR3 Ereeeeeeee—
67FR2 T G7FR2 e ———
&7FR1 = 67TFR1 e—u—
05AR3 T e————— Q5AR3 ) ———
05AR2 oo e Q5AR2 e
05AR1 | e ] 05AR1 | ermr—— . ]
1551R3 ) 1551R3 e
1551R2 o ————— 155102 e ————
1551R1 e e——————— 1551R1 | ———
155C.R3 [ ] 155CR3 | s ]
155CR2 | —————— s 155CR2 ) —————
155CR1 T —— 155CR1 T —
128BR3 T e— 128BR3 .
128B.R2 T e— 1288.R2 | e — o
128801 ey ———— 128BR1 e
128AR3 | avm— —_ Eeppsy) 128AR3 | awom——
128AR2 T e—— et 128AR2 EEEe———
128AR1 e pe—— 128AR1 CEEET—
1 T T T L) T T 1 ¥ T 1 T I L U T 1
000 003 006 009 012 045 018 021 024 00 25 S50 75 100 125 150 175 200
DENSIDADE QTICA (DQO) - TOLUENO NUMERO DE COLONIAS (UFC/mI) - TOLUENO

Através dos gréaficos box plot gerados, podemos perceber que as réplicas dentro de
uma mesma amostra variaram menos pela metodologia de contagem em placas, quando

comparado as medidas de densidade 6tica obtidas pelo turbidimetria.

4.1 IDENTIFICAGAO DAS CEPAS

As dez cepas bacterianas utilizadas nesse trabalho (Anexo 2), de acordo com as
sequéncias encontradas no NCBI, foram das espécies: Pseudomonas putida (cepa 128 A e
cepa 155 C), Pseudomonas monteilli (cepa 05 A), Pseudomonas sp. (cepa 128 B e cepa 76
C) Pseudomonas flavencens (155 1), Acinetobacter calcoaceticus (cepa 102 A e cepa 67 F),
Proteus penneri (cepa 155 A) e Wautersiella (cepa 155 E) (ANDRADE, 2015).

Foi construido um cluster (Figura 10) a fim de comparar as relagdes homologas entre
as cepas e a enzima catecol 1,2 dioxigenasee. Segundo ANDRADE (2015), dentre as dez
cepas isoladas, um total de nove foram homologas a enzima catecol 1,2 dioxigenase (Anexo
3). O cluster gerado mostra também que dentre o total das cepas, seis (LEPETRO-128 B,
LEPETRO-67 C, LEPETRO-155C, LEPETRO-155 I, LEPETRO-155 E, LEPETRO-05 A) séo
homologas, apresentando uma alta similaridade entre si. Ja as cepas LEPETRO-128 A e
LEPETRO155 A possuem menor similaridade com as cepas anteriores, evidenciado pela
distancia no cluster. Por fim, a cepa LEPETRO-67 F possui uma dissimilaridade, ainda

maior, entre o restante das cepas isoladas (ANDRADE, 2015).
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FIGURA 10 - Cluster comparando a similaridade entre as sequéncias da catecol (C120) das 10 cepas
isoladas. Analise realizada utilizando o programa BLAST (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Fonte: ANDRADE (2015).

A descricdo gerada pela analise de similaridade com base na sequéncia parcial do
gene 16S rRNA (Figura 11) indicou que as cepas LEPETRO-128A, LEPETRO-67C,
LEPETRO-05A, LEPETRO-128B, LEPETRO-155I, LEPETRO-155C, foram agrupadas a
classe Gama-proteobacteria, com uma probabilidade 61% de serem da mesma espécie
Pseudomonas monteilli, 85% com a Pseudomonas putida e 62% com a Pseudomonas fulva.
Ja as sequéncias das cepas LEPETRO-102A, LEPETRO-67F e LEPETRO-155A, foram
agrupadas a classe das Enterobacteria, com probabilidade de 93-99% de pertencerem a
mesma espécie Acinetobacter calcoaceticus e com 100% de probabilidade de serem da
mesma espécie da Proteus penneri. A cepa LEPETRO-155E foi agrupada a classe das
Flavobacteria com 100% de probabilidade de serem a mesma espécie da Wautersiella
(ANDRADE, 2015).
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FIGURA 11 - Arvore filogenética das cepas bacterianas utilizadas analisadas através do programa
BLAST (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
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Fonte: ANDRADE (2015).

Dentre as dez cepas selecionadas na etapa de selecdo e purificacdo, apenas a cepa
102 A, identificada como Acinetobacter calcoaceticus, ndo amplificou, para a deteccdo do
gene C120, responsavel pela sintese da enzima catecol 1,2 dioxigenase, utilizada na quebra
do anel benzénico (ANDRADE, 2015). Dentre as dez bactérias que apresentaram potencial
em degradar petréleo, isoladas por FIORAVANTI (2013), nove delas apresentaram também
potencial genético, confirmado com a detec¢do do gene C120, através do sequenciamento
realizado por ANDRADE (2015) em degradar monoaromaticos. As cepas utilizadas nos
testes de cinética de crescimento estdo incluidas na classe Gamaproteobacteria e sao do
género Pseudomonas, com excec¢do da cepa 67 F que pertence a classe Enterobacteria
classificada como sendo do género Acinetobacter (ANDRADE, 2015).

Existem diversos trabalhos académicos que relatam o potencial do género
Pseudomonas em degradar centenas de compostos organicos diferentes, como
hidrocarbonetos de petroleo, inseticidas, herbicidas, plasticos e pesticidas (TRIGUEIROS,
2008). Tal habilidade é bastante conhecida na biodegradacdo dos compostos BTEX, tema
expressamente debatido em trabalhos cientificos (CAVALCA et al., 2000; REARDON et al.,
2000; HAMED et al., 2003; SHIM et al., 2005; TRIGUEIROS, 2008). O género Acinetobacter
também é amplamente citado na literatura como potencial assimilador de hidrocarbonetos
presentes no petrdleo (CHAINEAU, et al., 1999; GALLEGO et al., 2001; TRIGUEIROS,

2008). A bactéria Pseudomonas putida é capaz de crescer em tolueno, benzeno, fenol,

31



etilbenzeno e outros aromaticos, utilizando-os como fontes de energia para seu
desenvolvimento (REARDON et al., 2000, ABUHAMED et al. 2004; SHIM et al. 2005). SHIM
e YANG (1999) demonstraram, em biorreator com leito de fibras, a biodegradagao de
benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno por co-cultura de Pseudomonas putida e

Pseudomonas fluorescens.

4.2 CRESCIMENTO ESPECIFICO ()

Analisando as taxas de crescimento especifico (i), que corresponde aos coeficientes
lineares das retas, podemos visualizar o quanto a populagéo bacteriana variou no tempo (h
1), estimando assim as velocidades de crescimento de cada uma das cepas. Observando a
Tabela 1 podemos notar que os valores encontrados para as duas metodologias sdo muito
semelhantes.

TABELA 1 - Resultados experimentais das taxas de crescimento especifico (h!) para cada cepa
bacteriana na presenca de benzeno, tolueno e xileno (BTX) em 12 horas.

Cepas DO genzeno UFC genzeno DO roieno  UFC toluens DO xiteno UFC xiteno
1284 0,28 0,31 0,21 0,22 0,28 0,37
128B 0,23 0,23 0,20 0,20 0,34 0,34
155C 0,43 0,43 0,39 0,39 0,47 0,47
1551 0,30 0,31 0,36 0,36 0,19 0,19
05A 0,23 0,23 0,26 0,26 0,32 0,32
67F 0,10 0,11 0,29 0,29 0,34 0,34

* Taxas de crescimento especifico (h™')

Portanto, para o célculo da velocidade de crescimento bacteriano, ndo foi detectada

diferenca significativa entre a escolha de um método a outro.
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FIGURA 12 — Resultados experimentais das taxas de crescimento especifico (h-1) para cada cepa na
presenca de BTX.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE (2015).

A menor taxa de crescimento, em cultura liquida, coube a cepa 67 F (u = 0,10 h') na
presenca de benzeno e a maior taxa foi detectada pela cepa 155 C (u = 0,47 h't) em xileno.

Podemos notar na Figura 12 que as maiores taxas de crescimento (u) foram
registradas na presenca de xileno, seguido do composto tolueno e por fim o benzeno. Todas
as seis cepas apresentaram os melhores comportamentos em xileno, exceto a cepa 155 |,
gue obteve melhor crescimento na presenca de tolueno e benzeno.

A cepa 155 C, identificada como Pseudomonas putida, apresentou as maiores
velocidades de crescimento na presenca de todos os compostos BTX testados.

ANDRADE (2015) afirma que espécies de bactérias similares podem apresentar
metabolismos diferenciados por conta de variagbes ecofisiolégicas especificas entre as
cepas, e tais variagbes sejam reflexo das diferencias génicas da catecol dioxigenase.
Explicando o porqué das cepas que foram identificadas como sendo da mesma espécie, ter
apresentado comportamentos distintos nos experimentos de cinética de crescimento e

consumo de oxigénio. Outro fator que pode explicar os diferentes comportamentos
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apresentados € a existéncia de caracteristicas metabdlicas primérias e secundérias, como:
capacidade de producdo de biossurfactantes ou mesmo questbes relacionada com o
plasmideo, das cepas, que podem ser fatores preponderantes para essas diferenciacdes
metabdlicas evidenciadas (ANDRADE, 2015).

4.3 CONSUMO DE OXIGENIO X CRESCIMENTO ESPECIFICO

ANDRADE (2015) realizou experimentos em microcosmo com sedimento de
manguezal, em laboratério, na presenca de BTX a fim de avaliar o consumo de oxigénio
utilizando a técnica de medi¢édo da respiracao total da cultura inoculada para cada uma das
seis cepas - 128 A, 128 B, 67 F, 155 C, 155 | e 05 A (Anexo 4).

As cepas identificadas (ANDRADE, 2015) como Pseudomonas, nos testes de
cinética, exibiram maior potencial em biodegradar xileno, em detrimento dos outros
compostos, com excecao da cepa 155 I, identificada como Pseudomonas flavescens, sendo
a unica cepa que apresentou maior potencial na presenca de tolueno. Em contrapartida,
para o consumo de oxigénio, a cepa demonstrou o0 menor consumo em tolueno, quando
comparado ao xileno e benzeno. Ou seja, 0 comportamento da cepa 155 | em meio liquido
foi melhor, quando comparado aos testes de consumo de oxigénio em sedimento
contaminado. A matriz ambiental testada (sedimento) dificultou, de certa forma a capacidade
da cepa em biodegradar o tolueno, tendo melhores resultados na presenga de xileno e
benzeno.

Os compostos, para serem biodegradados, precisam estar disponiveis, ou seja, livres
no meio, de forma que possam ser transportados para o interior das células. Entre os
contaminantes organicos € muito comum a adsorcao destes em particulas do solo,
tornando-os parcialmente indisponiveis para o micro-organismo (RESENDE, 2007). O
processo fisico de adsorcao pode ter sido um dos fatores que levaram a indisponibilidade de
alguns compostos para as cepas cultivadas nos testes em sedimento, podendo ser uma
resposta quanto as diferencas de comportamento em meio aquoso e na matriz sedimentar.

Neste trabalho, avaliando um quadro geral, as maiores taxas de crescimento foram
evidenciadas em xileno, seguida de tolueno e benzeno. Com relacdo ao consumo de
oxigénio, as cepas apresentaram melhores resultados na presenca de xileno e benzeno,
guando comparadas ao tolueno, diferentemente do que foi relatado no trabalho de
SPILBORGHS (1997) e outros. Tais divergéncias podem estar relacionadas com as
condi¢bes do meio, como: umidade, pH, temperatura, tipo de matriz (dgua/sedimento) entre

outros parametros.
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4.4 TEMPO DE GERACAO X CRESCIMENTO ESPECIFICO (j)

A maioria das bactérias apresenta um tempo de geracao de 60 a 180 minutos (1 a 3
horas), mas algumas necessitam de mais de 24 horas para cada geracdo (TORTORA, et al.
2005). A maior parte dos dados obtidos, neste trabalho, estiveram entre 60 e 80
minutos/geracéao, que reforca a ideia de um crescimento bacteriano tipico.

Os valores do tempo de geracdo (Figura 13) calculado tiveram resultados muito
préximos para os testes com os diferentes componentes do BTX (benzeno, tolueno e xileno)

em ambas metodologias.

FIGURA 13 - Gréafico comparativo ilustrando o tempo de geracdo de cada bactéria, na presenca dos
componentes do BTX (benzeno, tolueno e xileno), entre as duas metodologias avaliadas.
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A partir da analise, observamos que as cepas obtiveram os menores tempos de
geracdo na presenca de xileno e benzeno, enquanto que na presenca de tolueno elas

demoraram mais tempo para dobrarem suas populacdes.

4.5 PARAMETROS FiSICO-QUIMCOS X CRESCIMENTO ESPECIFICO X CONSUMO
DE OXIGENIO

O benzeno possui maior facilidade em passar para fase gasosa e solubilizar-se no
meio de cultura, tornando-se disponivel para as cepas, durante o experimento, quando
comparado aos outros componentes. No entanto, foi observado que as cepas obtiveram

melhores resultados em xileno. Ou seja, mesmo apresentando baixas solubilidade e presséo
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de vapor, quando comparado ao benzeno, o xileno pdde ser transformado em gas e
disponibilizado para o meio de cultura, sem maiores prejuizos.

Os resultados deste trabalho indicaram que as cepas bacterianas obtiveram
melhores resultados na presenca de xileno, composto mais pesado, do que em tolueno,
confirmando que ndo € regra que a microbiota ira degradar fragcbes mais leves, em
detrimento das mais pesadas.

Os compostos BTEX sdo degradados aerobiamente por micro-organismos através
de um processo oxidativo em que a primeira etapa se processa através de reacles
catalisadas por enzimas oxigenases que introduzem atomos de oxigénio no anel aroméatico
ou em seus substituintes alquil (CAVALCA et al., 2000, CHAKRABORTY & COATES, 2004).
Qualquer composto sofrera biodegradacdo somente se houver uma enzima ou um sistema
enzimatico capaz de catalisa-lo (MATHEUS, 1997; TRIGUEIROS, 2008).

4.6 SETORES DA CADEIA DE PETROLEO X DIVERSIDADE

FIORAVANTI (2013) em seu trabalho isolou e selecionou micro-organismos de
sedimentos contaminados, oriundos dos setores da cadeia produtiva de petréleo que foram
utilizados na pesquisa de ANDRADE (2015), bem como neste trabalho. A partir dos isolados
promoveu-se 0 crescimento dos micro-organismos, em laboratério, na presenca de
diferentes substratos (petroleo, gasolina e diesel), obtendo um maior nidmero de micro-
organismos isolados, principalmente bactérias, da regido de refino (36%), transporte (30%) e
producéo (30%), na presenca de petréleo bruto como fonte de carbono, em detrimento dos
outros compostos (FIORAVANTI, 2013).

As populagbes bacterianas que degradam hidrocarbonetos em sedimentos marinhos
contaminados por 6leo sdo maiores do que nos sedimentos ndo contaminados com esses
compostos (BRADDOCK et. al., 1996). Geralmente essas populagfes representam menos
de 1% do total das comunidades em ambientes naturais, ou seja, ndo impactados.
Entretanto, quando derivados de petroleo estdo presentes, as populacdes degradadoras de
hidrocarbonetos aumentam para um percentual de 10% da comunidade geral (ATLAS,
1995). Acidentes sucessivos, ocasionados por derrames de Oleo nos diversos
compartimentos ambientais aceleram o aumento da biomassa bacteriana. Dessa maneira,
altas concentracdes desse tipo de bactérias podem ser utilizadas como indicador de
ambiente impactado por petréleo e derivados (BOOPATHY, 2000).

De acordo com resultados obtidos por FIORAVANTI (2013), um total de 206 bactérias
foram isolados das regies de producao (54 bactérias), refino (81 bactérias) e transporte (61

bactérias) localizadas ao norte na BTS. Enquanto que na regido de Belmonte, localidade
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isenta de atividades relacionadas ao setor petrolifero, foram isoladas apenas 27 bactérias
(Anexo 5). Logo, podemos inferir que o grau de contaminagdo de determinada localidade
esta intimamente relacionado com a variedade de micro-organismos existentes no local.
Dentre as dez cepas identificadas por ANDRADE (2015), apenas duas séo oriundas
da &rea de producéo, tendo o restante, compondo a grande maioria, originadas das areas
de transporte e refino (Tabela 2). Em termos de diversidade bioldgica, a area de producgéo
apresentou apenas uma classe (Gamaproteobacteria) e duas espécies (Acinetobacter
calcoaceticus e Pseudomonas monteill). A area de refino apresentou duas classes
(Gamaproteobacteria e Enterobacteria) e trés espécies (Pseudomonas putida,
Pseudomonas sp. e Acinetobacter calcoaceticus). J4 na area de transporte houve presenca
de duas classes (Gamaproteobacteria e Flavoacteria) e quatro espécies (Proteus penneri,

Pseudomonas putida, Wautersiella falsenii e Pseudomonas flavescens).

TABELA 2 - Resultados do sequenciamento parcial dos genes RNA ribossomal 16S e &rea de coleta
das cepas bacterianas.

Cepa Area Classe Espécie
128 A Refino - CN Gamaproteobacteria Pseudomonas putida
128 B Refino - CN Gamaproteobacteria Pseudomonas sp.

67 C Refino - CN Gamaproteobacteria Pseudomonas sp.

67 E Refino - CN ~ ~

67 B Refino - CN ~ ~

67 F Refino - CN Enterobacteria Acinetobacter calcoaceticus
155 A Transporte - MD Gamaproteobacteria Proteus penneri
155C Transporte - MD Gamaproteobacteria Pseudomonas putida
155 E Transporte - MD Flavobacteria Wautersiella falsenii
1551 Transporte - MD Gamaproteobacteria ~ Pseudomonas flavescens
102 A Producdo - SFC/DJ  Gamaproteobacteria Acinetobacter calcoaceticus
05A Produgéo - SFC/DJ  Gamaproteobacteria Pseudomonas monteilli

CN: Candeias; MD: Madre de Deus; SFC/DJ: Sd0 Franscisco do Conde
Fonte: ANDRADE (2015); FIORAVANTI (2013)

A presenca de uma maior variedade de fracdes do petrdleo presentes nas regides de
transporte e refino, comparado a regido de producédo do setor petrolifero, pode responder a

maior diversidade microbiolégica encontrada nessas duas primeiras regioes.

5 CONCLUSAO

As variacdes entre as réplicas das amostras (cepas) foram maiores na metodologia
turbidimétrica, com relagdo a metodologia de contagem em placas. Nessa Ultima os valores

das réplicas variaram menos dentro de uma mesma amostra.
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Os coeficientes de correlacdo linear calculados para ambas metodologias, em sua
grande maioria, foram muito proximos a um, que significa uma alta consisténcia do modelo
utilizado (regressdo linear) para o calculo das taxas de crescimento especifico (u?)
bacteriano, a partir dos dados coletados em laboratorio.

Com relagdo aos tempos de geragdo calculados ndo houve variacdo significativa
entre os métodos, ou seja, para um mesmo componente do BTX avaliado, os valores do
tempo de geracao calculados foram muito semelhantes.

A maioria das cepas apresentaram graficamente (graficos de dispersdo) as quatro
fases padrbBes do crescimento bacteriano tipico (lag, log, estacionéaria e declinio) em ambas
metodologias, outras, por sua vez, ndo apresentaram a fase final de estabilizacao, isso pode
ser explicado pela questdo do tempo néo ter sido suficiente para o término da fase de
declinio da cepa em questédo, fazendo com que a estabilizagéo final ndo pudesse ter sido
visualizada.

A maioria das velocidades de crescimento calculadas apresentaram valores
idénticos, ou muito préximos, entre as duas metodologias, o que refor¢ca ainda mais a ideia
de que ambas sdo boas ferramentas de quantificacdo bacteriana em cultura liquida.

Através do processo de bioaumentacdo, as cepas, in situ, obtiveram resultados
satisfatérios na degradacao dos compostos (benzeno, tolueno e xileno), ja que no teste de
cinética foi possivel estimar a velocidade de crescimento em biomassa por hora, tendo os
componentes do BTX como Unica fonte de carbono. Apesar dos diferentes comportamentos
apresentados pelas bactérias, todas foram capazes, em maio ou menor grau, de crescerem
na presencga do BTX (ANDRADE, 2015).

Apesar das cepas 128 A e 155 C terem sido identificadas como Pseudomonas
putida, as taxas de crescimento especifico e 0 consumo de oxigénio destas foram muito
diferentes, tendo a cepa 155 C obtido um melhor potencial tanto em crescimento em meio
liquido, quanto em consumo de oxigénio em sedimento, na presenca de BTX. Portanto,
apesar de se apresentarem como a mesma bactéria, tratam-se de cepas diferentes, por
exibir comportamentos distintos, sob as mesmas condic¢des laboratoriais executadas.

A maioria das cepas apresentaram as maiores taxas de consumo de oxigénio em
xileno e benzeno, quando comparadas as taxas em tolueno. J& para as taxas de
crescimento em meio liquido (testes de cinética), as cepas apresentaram maiores
velocidades na presenca de xileno, seguida pelo tolueno e por dltimo em benzeno. Essa
diferenca de comportamento deve estar associada a mudanca da matriz (sedimento/agua)
e/ou com as caracteristicas abitticas do meio (pH, oxigénio, temperatura, etc).

As cepas apresentaram maior rapidez em dobrarem suas populacdes (tempo de

geracdo) na presenca de xileno e benzeno, quando comparado ao tolueno.
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A cepa 155 C, identificada como Pseudomonas putida, se destacou dentre todas as
outras por apresentar as melhores velocidades em meio liquido, as maiores taxas de
consumo de oxigénio em sedimento e os menores tempos de geracdo na presenca dos
diferentes componentes do BTX, apresentando enorme potencial no contexto da
biorremediacéo.

De acordo com os resultados de identificagcdo das cepas (ANDRADE, 2015), atravées
do sequenciamento genético, foi possivel constatar uma maior diversidade microbioldgica
nas areas de transporte e refino, em comparacdo com a area de producdo. Essa diferenca
na variedade da microbiota pode estar relacionada com o tipo de composto que é manejado
na localidade, pela existéncia de fracdes mais leves (refinadas) ou de petréleo cru (bruto).
Em areas de refino e transporte existe um manejo de uma maior quantidade de fragdes
oriundas do petréleo bruto, ou seja, ha maior variedade de fontes de carbono disponivel,
que pode explicar a maior diversidade existente nesses setores, quando comparado ao
setor de producéo, onde apenas petroleo bruto é manejado.

Os parametros fisico-quimicos dos compostos (solubilidade, coeficiente de particdo
octanol-agua, coeficiente de Henry, massa molecular e pressdo de vapor) sozinhos néo
conseguiram responder aos diferentes comportamentos apresentados pelas cepas nos
diferentes componentes do BTX.

O conhecimento do comportamento cinético, da respiracédo celular e do tempo de
geracdo de culturas bacterianas na presenca de compostos téxicos, somado ao
entendimento das relacbes existentes entre 0s substratos presentes no meio e das
interacBes das culturas com as variaveis ambientais (temperatura, umidade, pH, etc.) sao
essenciais para a otimizacdo e alcance de processos mais eficientes de remocdo dos
poluentes no contexto da biorremediagao.

O método de contagem em placas possui menor celeridade, por necessitar de pelo
menos 24 horas, em média, para o crescimento das coldnias, além de ser mais trabalhosa
nas questdes procedimentais. Em contrapartida, o método turbidimétrico permite a avaliacdo
guantitativa de forma muito célere, permitindo redugdo do tempo em laboratério e
diminuindo etapas metodoldgicas.

Dessa forma, com base nos resultados deste trabalho, inferiu-se que ambas
metodologias sdo satisfatorias e eficientes para estudos de quantificagdo de bactérias em
cultura liquida, ndo apresentando diferencas significativas, com base nos parametros

avaliados.
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7 APENDICES

APENDICE A - Resultados da estatistica univariada para os dados obtidos pela metodologia
turbidimétrica (densidade 6tica - DO) e contagem em placas (numero de col6nias — UFC/mI) para os
testes de cinética em BTX.

DENSIDADE OTICA (DO) - BTX

NUMERO DE COLONIAS (UFC/ml) - BTX

Cepa 128A 128B  155C 1551 05A 67F 128A  128B  155C  155] 05A 67F
N 81 81 81 81 81 81 81 81 81 81 81 81
Minimo 0,013 0,013 0,011 0,014 0,026 0,006 2 3 3 2 3 3
Maximo 0,291 0,263 0347 0,233 0,272 0,181 18,0 17,0 19,0 23,0 17,7 18,3
Soma 7,664 8332 6926 6889 8430 6,883 631,8 5999 6891 727,7 703,8 669,0
Média 0,095 0,103 0,085 0,085 0,104 0,085 7,800 7,406 8507 8940 8,689 8259
Erro padrdo 0,007 0,008 0,007 0,005 0,005 0,005 0422 0319 0506 0,520 0,409 0,404
Variancia 0,004 0,005 0,004 0,002 0,002 0,002 14,458 10,611 21,955 21,930 13,555 13,250
Desvio padrdo | 0,095 0,068 0,063 0,043 0047 0,048 3,802 3,257 4,685 4,683 3,681 3,640
Mediana 0,083 0,088 0,063 0,077 0,099 0,08 7,6 7,0 6,7 9,0 8,0 7,0
CV (%) 62,87 65,58 73,24 50,40 4505 56,83 48,75 43,98 55,07 52,13 42,37 44,07

APENDICE B — Resultados experimentais do nimero de geracdes e tempo de geracdo para as
cepas bacterianas.

Benzeno Tolueno Xileno
DO UFC DO UFC DO UFC
Cepas N2 Tempo Ne Tempo N2 Tempo Ne¢ Tempo N2 Tempo N2 Tempo
128A 4,2 57,7 3,9 61,5 2,8 86,3 2,9 84,1 3,9 62,1 3,7 648
128B 3,4 70,2 2,8 85,9 2,8 87,0 2,6 91,9 3,5 68,3 3,4 69,7
155¢C 6,1 39,0 5,6 42,8 3,6 66,6 3,7 64,4 4,7 51,5 4,3 55,8
1551 3,9 60,8 4,1 59,2 3,8 62,4 3,8 63,1 2,0 117,9 2,0 1202
05A 3,1 78,5 2,9 84,2 2,7 88,0 2,8 84,7 3,2 75,7 3,1 77,7
67F 54 44,0 1,4 165,7 3,2 76,0 3,0 80,9 3,6 66,4 3,6 66,2
N2: niimero de geragdes
T: tempo de geragdo (minutos/geragao)
APENDICE C - Valores dos coeficientes de correlacéo linear (R?) para cada metodologia.
CEPG'S DO Benzeno UFCBenzeno DO Tolueno UFC Tolueno Do)(ileno UFCXiIeno
128 A 0,735 0,973 0,951 0,984 0,968 0,978
1288 0,898 0,821 0,954 0,996 0,968 0,907
155C 0,915 0,908 0,951 0,911 0,943 0,947
1551 0,996 0,951 0,893 0,960 0,884 0,949
05A 0,978 0,940 0,977 0,794 0,889 0,935
67F 0,855 0,982 0,640 0,937 0,842 0,859

*Valores de R*
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APENDICE D - Gréficos do crescimento bacteriano no tempo obtidos pelas duas metodologias na
presenca de benzeno, tolueno e xileno
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8 ANEXOS
ANEXO 1 — Reviséo Bibliografica

CADEIA PRODUTIVA DO PETROLEO

O Brasil é o segundo pais da América do Sul em reservas de petréleo, grande parte
delas localizadas em areas offshore (ANP, 2013). Segundo a ANP, em 2014, as reservas de
petréleo mundial atingiram a marca de 1,7 trilhdes de barris, mantendo-se em um mesmo
patamar de 2013, apés pequena queda de 0,1%. As reservas da Américas Central e do Sul
registraram alta de 0,1%, somando 330,2 bilhdes de barris, que corresponde a 19,4% do
total mundial. Com essa alta, o Brasil detentor de 16,2 bilhdes de barris ocupa a 15° posicao
no ranking mundial de reservas provadas de petroleo. No que tange a producgédo, o Brasil se
situa na 13° posicdo, no volume de 6leo produzido, totalizando 2,3 milhdes de barris/dia que
corresponde a 2,6% do total mundial (ANP, 2015).

As fases da industria do petréleo, no Brasil, sdo caracterizadas em diferentes
regides, desde a exploracdo e producdo (upstream) até seu transporte, refino e distribuicao
(downstream). Cada fase mantém riscos operacionais associados, a depender da maior ou
menor probabilidade de ocorréncia de eventos danosos, como o derramamento de 6leo cru
ou de seus derivados (FERREIRA, 2006).

O desenvolvimento progressivo das industrias petroliferas € um dos destaques no
cendrio econdmico do Brasil. Entretanto, o0 mesmo crescimento é também a causa de
diversos acidentes em campos de producéo (LI et.al. 2000).

O primeiro poco de petroleo encontrado no Brasil ocorreu em 1938, em Salvador e ja
em 1941 o Governo Federal anuncia a criacdo do campo de exploracdo de petroleo,
localizado na cidade de Candeias. Com isso, nasce a industria do petréleo no Brasil, com o

estado da Bahia sendo o bergo nacional da extracdo de petréleo (SDE, 2016).

DERRAMES DE OLEO NO AMBIENTE COSTEIRO

Os acidentes ambientais sdo caracterizados como eventos inesperados e
indesejados que podem causar, direta ou indiretamente, danos ao meio ambiente e a saude
(Tabela 3). Esses eventos tém se mostrado amplamente distribuidos no territério brasileiro,
com destaque para algumas regibes, sendo, na maioria das vezes, associados ao

transporte, principalmente terrestre, de substancias perigosas (IBAMA, 2008).
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TABELA 3 - Numero de acidentes ambientais por produto ocorridos no Brasil em 2008.

PRODUTO NUMERO DE OCORRENCIAS
Oleo diesel 58
Amonia 16
Petrdleo 12
Oleo 11
Gaolina 6

Oleo hidraulico

GLP 5
Oleo combustivel 5
Oleo lubrificante 55
Agrotdxico 4

Fonte: Adaptado de IBAMA (2008).

Os hidrocarbonetos podem ser classificados, a depender de sua origem, como sendo
biogénicos, petrogénicos e piroliticos (LINCH; HOBBIE, 1988; MILLERO; SOHN, 1991;
RODRIGUES, 2002). As principais fontes de hidrocarbonetos para o ambiente sdo: erosao
de rochas, vazamentos de petroleo, processos de combustdo incompleta, trocas
atmosféricas, drenagem urbana, combustéo parcial de combustiveis (gas, madeira, carvao)
utilizados nos motores de combustdo interna e geracdo de energia (GESAMP, 1993;
ZANARDI, 1996; RODRIGUES, 2002).

Incidentes com petroleo envolvido sdo evidenciados constantemente em diversas
operacdes do cotidiano, como por exemplo: lavagens de tanques de 6leo com agua do mar
nos terminais, acdes de carga e descargas nos portos, ruptura de oleodutos, combustéo
parcial para geracdo de energia em veiculos, queimadas, derrames de efluentes industriais,
transporte atmosférico dos componentes mais volateis do petroleo e seus refinados
(gasolina, querosene, etc.) entre outros. (SKINNER; TUREKIAN, 1977; NIPPER, 1990;
ZANARDI, 1996; RODRIGUES, 2002).

Acidentes envolvendo derramamentos de petr6leo nos ambientes aquaticos estédo
inseridos no contexto de poluicdo marinha, constituindo uma das principais fontes de
poluentes para 0s ecossistemas costeiros. (FONSECA, 2009).

O petroleo, advindo de incidentes de diversas naturezas, uma vez no meio marinho
pode atingir diversos ecossistemas ao longo da zona costeira como manguezais, estudrios,
restingas, lagoas costeiras, entre outros. Tais ambientes possuem uma sensibilidade muito
alta a contaminantes derivados do petréleo, depreciando os ecossistemas e prejudicando
diversos nichos ecoldgicos presentes no meio (ZIOLLI, 2002).

O petréleo derramado nos oceanos € levado para os ecossistemas costeiros como,

por exemplo, 0s manguezais, tipicos de regifes tropicais e subtropicais. Esse ecossistema
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destaca-se pela sua funcéo de bercério, refagio e abrigo para diversas espécies marinhas e
estuarinas em busca de alimento e reproducéo (ALONGI, 2002; QUEIROZ; CELINO, 2008).

Conforme a temperatura local e a velocidade do vento se configurem, ocorrera a
maior ou menor evaporacdo dos componentes mais volateis do petroleo. O 0Oleo
remanescente sofrerd influéncia de processos como dispersdo, promovendo a quebra da
mancha homogénea em goticulas menores. Estas poderdo permanecer em superficie ou em
suspensdao na coluna d’agua (FONSECA, 2009; ITOPF, 2011; CARVALHO, 2013).
Dependendo da diversidade e abundancia de espécies de micro-organismos, bem como da
concentracdo de oxigénio e nutrientes disponiveis, a degradacdo microbiolégica podera
ocorrer (JORDAN; PAYNE, 1980; RODRIGUES, 2002). Fracbes dissolvidas do éleo podem
ser oxidadas pela luz solar e os produtos resultantes desse processo, mais sollaveis,
dispersam-se mais facilmente na coluna d’agua (NRC, 1985).

Acidentes como os derrames e vazamentos de 6leo que ocorrem no setor norte da
baia vém comprometendo a qualidade de vida da populagéo, desde a implantagédo da RLAM
em 1950 (Tabela 4). Essas ocorréncias desastrosas tém deixado um passivo ambiental na
regido oriunda da contaminacdo das feigcbes naturais do local, incluindo a biota comestivel
(QUEIROZ; CELINO, 2008; PESO-AGUIAR et. al. 2000).

A Baia de Todos os Santos (BTS) é alvo de multiplos contaminantes, sendo na
maioria das vezes dificil determinar o efeito de apenas um Unico fator que esteja a causar
estresse ambiental sobre a biota. Somado a isso, espera-se que haja uma defasagem entre
a exposicao e o aparecimento de alguma resposta citotéxica significativa nos organismos
alvos, o que pode dificultar a observacdo de correlagbes entre as concentracfes dos
compostos toxicos e os efeitos que estes causam nos organismos. Estudos no entorno da
BTS mostraram que mesmo organismos altamente resistentes, como 0s moluscos bivalves,
tiveram alteragbes celulares significativas com o aumento da concentracdo de

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAs (BAHIA, 2004).
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TABELA 4 - Cronologia de acidentes envolvendo derramamento de petréleo e seus derivados na
BTS entre o periodo de 1988 e 2012.

QUANTIDADE
EVENTO LOCAL ANO DERRAMADA IMPACTOS
Vazamento de 6leo Madre de Deus 1988 700.000 litros -
Transferéncia de 6leo WEIEIR g e T 6.0
b P Madre de Deus 1992 48.000 litros com 30,7 hectares de
ruto entre contéineres DO
manguezais atingidos
Derrame de 6leo BTS 1995 - BTS
Vazamento de Querosene Madre de Deus 1995 - Rio Mataripe
Rompimento de um duto Séo FraQSECAOM(;O Conde 1998 Volume considerado Praias e manguezais
Vazamento de 6leo Ilhas dos Frades 1998 Nao especificado Praias e embarcacdes
x Séo Francisco do Conde = o Incéndio em uma das
Ruptura de tubulagao (RLAM) 1998 Nao especificado unidades
Quebra do duto de um
dos cargueiros da MEEITD B DTS 1999 - 5km da costa atingida
(TEMADRE)
Petrobras atracado
. Praias, manguezais
Vazamento de 6leo no Madre de Deus . L ’
atracamento de um navio (TEMADRE) 1999 500 litros embarca(;o_es € fauna
marinha
Manobra técnica realizada . . .
pela RLAM Madre de Deus 1999 1.000 litros BTS, praias e manguezais
Despejo de eflqentes ricos Sao Francisco do Conde 2000 Volume nao Morte de peixes na BTS
em amoOnia (RLAM) especificado
~ . Destruicdo parcial da
Vazamento de 6leo D [FEMEEED €6 CeneE 2000 - unidade 9 da RLAM apds
(RLAM) e )
incéndio na unidade
Séao Francisco do Conde
Rompimento de duto (RLAM,); .POlO 2000 Volumg nao Rio Joanes
Petroquimico de especificado
Camacari
Rompimento de ducto RS el Petroqunmlco 2000 V°'“”P‘? nao Rio Joanes
de Camacari especificado
Vazamento de propano  S&o Francisco do Conde 2000 Volume néo Incéndio na unidade e
seguido de trés explosdes (RLAM) especificado morte de um operador
a Séao Francisco do Conde 3 a
Vazamento de 6leo (RLAM) 2000 10.000 litros Caipe
Vazamento de nafta Sdo Francisco do Conde 2000 - Incéndio na unidade
(RLAM)
Rompimento de dutos Sl FraQSEZOM(;O Siefs 2001 10.000 litros Manguezais
Exploséo na planta de Sao Francisco do Conde 2002 ) Morte de trés
GLP (RLAM) trabalhadores
Vazamento de 6leo da Séo Francisco do Conde S .
RLAM (RLAM) 2009 - Contaminacao de praias
Vazamento de 6leo em
estrutura da Petrobras Séo Francisco do Conde 2010 - Manguezais
desativada em 2002
Vazamento de diluente de TEMADRE e RLAM 2012 ) Praias em S&o Francisco

6leo combustivel

do Conde

Fonte: Adaptado de VEIGA (2003); FIORAVANTI (2013).
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A contaminagdo ambiental da BTS nao se restringe a presenca de hidrocarbonetos,
tendo sido também referido elevadas concentracdes de metais, a exemplo do cobre na
matriz sedimentar e mercurio na coluna d’agua e biota do mesolitoral (CRA, 2004)

Segundo o CRA (2004) as possiveis fontes potenciais de contaminacdo para a
regido de Madre de Deus séo: (i) a RLAM da Petrobras, contribuindo na contaminacdo por
hidrocarbonetos e metais, através de efluentes liquidos, drenagem contaminada, sistema de
refrigeragdo em circuito aberto e poluicdo atmosférica; (ii) a Fabrica de Asfalto e o
TEMADRE da Petrobras, que contribui com a contaminacdo por hidrocarbonetos; (iii) as
atividades de exploracdo de petrdleo em mar e em terra, que contribuem com a
contaminagado por hidrocarbonetos e metais; (iv) os rios Sdo Paulo e Mataripe, contribuindo
com metais e hidrocarbonetos, devido principalmente as atividades industriais e de

exploracéo de petréleo em suas bacias.

BTEX

Os hidrocarbonetos monoaromaticos possuem apenas um anel benzénico e séo os
componentes mais volateis encontrados no petréleo, comumente chamados de BTEX
(benzeno, tolueno, etilbenzeno e orto-meta-para-xileno) estéo presentes em abundancia nos
Oleos leves (NRC, 2003; HATJE; ANDRADE, 2009).

O grupo BTEX (Figura 14) engloba os hidrocarbonetos mais abundantes da gasolina
(Figura 15), podendo representar uma parcela de 18% a 25% em massa desta (ANP, 2006).
No Brasil, a gasolina comercializada nos postos é bastante distinta quando comparada a
outros paises, devido a presenca de 20-26% de etanol (anidro) em sua composicao
(MARTINS, 2004).

FIGURA 14 - Estruturas quimicas das moléculas dos compostos BTEX.

Banzeno Tolueno  Etilbenzeno  o-Xileno m-Xileno p-Xileno

CH.CH; CH

sleleles

Fonte: TRIGUEIROS (2008).

Hy

CHs

A formulacéo diferenciada que a gasolina nacional apresenta gera um efeito negativo

no que diz respeito & contaminacdo de aquiferos, relacionado diretamente aos compostos
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BTEX. De acordo com CORSEUIL et al. (2002) o etanol € um agente depletivo dos
receptores de elétrons, provocando uma inibicdo ou retardando a degradacdo dos
compostos mono e poliarométicos. Essa inibicdo pode ocorrer devido aos compostos BTEX
serem degradados por enzimas que seriam reprimidas na presenca de substratos como o
etanol em altas concentraces (DUETZ et al., 1996; MARTINS, 2004).

FIGURA 15 - Porcentagem em massa dos compostos BTEX na gasolina.

p-Xileno 9% Benzeno 11%

Tolueno 26%

m-Xleno 31%
Etilbenzeno 11%

o-Xleno 12%

Fonte: ANP (2006).

Outro fator importante é o fato do etanol ser energeticamente mais favoravel a ser
biodegradado, como demonstrou CORSEUIL et. al., (1998) em experimentos de
microcosmos comparando a degradagéo preferencial do etanol frente ao benzeno. Somado
a isso, ha um aumento em massa dos compostos BTEX em fase aquosa, promovendo uma
contaminagdo mais complexa, quando ha presenca do etanol, comparado a contaminagéo
produzida somente pela gasolina isenta desse combustivel (MARTINS, 2004). Em sintese, o
etanol pode interferir diretamente na solubilizagdo dos compostos toxicos e também nas
taxas de degradagdo microbiolégica (CORSEUIL et al., 1998; MARTINS, 2004).

TABELA 5 - Propriedades fisico-quimicas dos compostos BTEX.

Composto  Formula Massa Densidade Solubilidade em Pressdo de Constante de Coeficiente
Molecular Molarl {gem™) agua (25° G) wvapor (atm)  Henry de partigio
(g mol™) (mg L") (25" C) K, (10%)  octanoliagu
{atm m* mol”) Log K..
(25° C)
. Benzeno CgH; 78,10 0,880 1780 0,1250 55 2,13
Tolueno C;Hs 82,10 0,867 515 0,0370 6.6 2,69
Etilbenzeno  CgHyg 106,20 0,867 152 0,0125 8.7 3,13
p-Xileno  CyHyy 106,20 0,860 198 0,00895 5.0 3,15
m- Xileno  CgHy 106,20 0,864 187 0,00803 5.0 3,20
o-Xileno CgHy, 106,20 0,880 175 0,00697 4,0 3,12

Fonte: KAIPPER (2003).
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As propriedades fisico-quimicas como: solubilidade, pressdo de vapor, densidade,
massa molar e o coeficiente de particdo octanol-agua (Tabela 5) dos compostos do BTEX
sdo importantes no contexto da biorremediacdo (TRIGUEIROS, 2008). Tais propriedades
determinardo a maior ou menor disponibilidade do substrato a biota. O aumento na massa
molecular do composto infere em uma maior resisténcia a biodegradagéo (SILVA, 2002).
Segundo CERNIGLIA (1992) a recalcitrancia dos HPAs para 0s micro-organismos aumenta
de forma proporcional com o aumento do peso molecular e com o coeficiente de particdo
octanol/agua (log Kow). Os compostos benzeno, tolueno e xileno possuem uma tendéncia
em evaporar rapidamente, uma vez em contato com a atmosfera. Essas substéncias
ocupam uma faixa intermediaria de coeficiente de particdo (GOMES, 2004). O coeficiente de
particdo é calculado como a razéo da concentracdo de um composto organico, neste caso
0s compostos BTEX, dissolvido entre o octanol e a 4gua, ambos em equilibrio, descrevendo
a tendéncia da particdo desse composto entre a fase organica e a fase aquosa. Quanto
maior esta razdo, maior sera a hidrofobicidade do composto (TRIGUEIROS, 2008). Os
compostos benzeno e tolueno se dissolvem preferencialmente na agua subterrdnea, quando
comparados ao etilbenzeno e os isbmeros do xileno, pois esses Ultimos possuem menor
solubilidade e sao mais recalcitrantes a biodegradacdo (KAPLAN et al., 1997; MARIANO,
2006). A pressdo de vapor € uma medida da volatilidade de uma substancia. E definida
como sendo a pressdo exercida pelos vapores do composto quanto estes estdo em
equilibrio dindmico com o liquido. Representa a forca exercida pelas moléculas do produto
contra a superficie atmosférica para passar para o estado de vapor. Quanto maior for a
pressao de vapor de uma substancia, mais facilmente ela deixara o estado liquido e passara
para o estado gasoso. A constante de Henry expressa essa relagédo entre a solubilidade de
um gas e a pressédo, onde a solubilidade de gases em liquidos aumenta com o aumento da
pressdo. A propor¢do com que ocorre essa variacdo na solubilidade com a presséo é
especifica de cada gas e constante a uma dada temperatura. (MC MURRY, 2008).

Nas Ultimas décadas, houve um crescente interesse na investigacdo de
derramamentos, isso porque 0 aumento do numero de vazamentos de tanques
subterraneos, que armazenam combustiveis em postos de gasolina, é alarmante e séo os
principais responsaveis pela contaminacdo de aquiferos por BTEX (BORDEN et al., 1986;
HUNT et al., 1988; MACKAY; CHERRY, 1989; LITTLE et al., 1992; CAPUANO; JOHNSON
et. al., 1996; FREITAS, 1997; CORSEUIL; ALVAREZ, 1996; BICALHO, 1997; GUSMAO,
2005).

Uma das principais preocupagdes, ao se falar em derrames e/ou vazamentos de
combustiveis, é, principalmente, a contaminacao de aquiferos que sao largamente utilizados

como fonte de agua para o consumo humano. Os maiores problemas de contaminacgao sao
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relatados por conta da presenca dos HPAs, isso porque estes sdo as fracdes mais sollveis
e moveis da gasolina. A mobilidade desses constituintes € explicada pelo baixo coeficiente
de particdo entre octanol-agua que compete aos mesmos uma lenta adsor¢éo no solo e um
transporte preferencial pela dgua. Essa mobilidade é ainda aumentada pela adicdo de alcool
na gasolina que é comercializada no Brasil, devido ao efeito de co-solvente que o alcool
promove. (SILVA et. al.,, 2002, TIBURTIUS et al., 2004; RESENDE, 2007). Devido a
presenca de poluentes em aguas subterraneas, o nivel de potabilidade destas esta ficando
cada vez menor (GUSMAO, 2005).

Nos EUA, os niveis maximos para a agua potavel dos componentes individuais de
BTEX sé&o de 0,005, 1,0, 0,7, e 10 mgL™, respectivamente (USEPA 2001). No México, os
regulamentos de salde ambiental estipulam niveis maximos de 0,01, 0,3, 0,7, e 0,5 mgL?,
respectivamente (DOF, 2000). No Brasil, segundo o0 CONAMA (2012), de acordo com a
Resolucdo n® 357 de 2005, os valores maximos permitidos para o grupo de compostos
BTEX em &guas destinadas ao consumo humano (dguas doces) séo: 0,005 mgL? para o
benzeno, 2 ugL* para o tolueno, 90 ugL™ para o etilbenzeno, 300 ugL™? para o xileno.

Devido a alta toxicidade, com enfoque, principalmente, no potencial carcinogénico e
mutagénico do grupo BTEX, existe uma grande preocupacdo no contexto ambiental geral,
mas, sobremaneira, na contaminagdo de mananciais de abastecimento urbano (SILVA et.
al., 2002; RESENDE, 2007). Tais compostos podem causar disturbios neuroldgicos,
alteracdes nas funcdes do sistema enddécrino e lesdes em 6rgaos como os rins e o figado
(RESENDE, 2007).

Segundo a Portaria da Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho n® 14 de
dezembro de 1995, o benzeno é considerado um agente cancerigeno (RESENDE, 2007,
BRASIL, SECRETARIA DE SEGURANCA E SAUDE NO TRABALHO, 1995). Atua no
sistema reprodutor podendo causar deformacdes no feto (efeito teratogénico), disfuncéo
sexual, como infertilidade e aborto, podendo ainda agir nos sistemas neurolégico e
imunoldgico (GUSMAOQ, 2005).

Os componentes do BTEX sao poderosos depressores do sistema nervoso central
(CORSEUIL; ALVAREZ, 1996) sendo o benzeno mais téxico dentre eles (DORR, 2008). Se
apresenta como 0 componente mais simples, dentre os hidrocarbonetos aromaticos, sendo
dele derivado um grande numero de substancias relativamente sollveis em agua (CETESB,
2007). Dentre os componentes do petroleo, o benzeno € o que se apresenta em menor
quantidade, geralmente correspondendo apenas 2% do petréleo cru. No entanto, mesmo em
baixas concentracbes ndo deixa de ser perigoso. Se considerarmos sua alta estabilidade,
tem-se uma maior toxicidade e persisténcia quando comparado aos outros componentes
(JOHNSON et. al., 2003; ANDRADE, 2008).
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Exposicbes a tolueno estdo relacionadas com disfungbes hepéticas e
gastrointestinais, sendo, também teratogénico. O etilbenzeno provoca danos ao sistema
respiratério e provoca irritacdo nos olhos e desmaios. Exposicdo aos vapores de xileno
estao relacionados com fadiga, dor de cabeca, irritabilidade, fraqueza, perda de memoria,
sonoléncia, distarbios de humor e equilibrio, zumbido, nauseas e perda de apetite. Em altas
concentracdes pode levar a inconsciéncia e morte (RIBEIRO, 2005; GUSMAOQ, 2005).

BIORREMEDIACAO

Inimeros fatores irdo influenciar no processo de oxidacdo do Oleo inserido no

ambiente marinho, tais como: composi¢ao quimica do 6leo, dispersao na agua, temperatura,
concentrac@o de nutrientes inorganicos, salinidade e diversidade microbiologica (CONNELL,;
MILLER, 1984). Baixas temperaturas, por exemplo, aumentam a viscosidade do Oleo
diminuindo a capacidade da mistura do 6leo na dgua do mar (GESAMP, 1993).
Uma vez no ambiente marinho, o 6leo sofre intemperismo decorrente de processos fisicos,
quimicos e bioldgicos que podera contribuir para sua remocdo ou persisténcia no meio. A
composicdo quimica e a quantidade do 6leo derramado irdo determinar sobremaneira o
comportamento da mancha de 6leo no ambiente marinho. Quando o derramamento se
processa, acfes naturais agem sobre a mancha de dleo. Inicialmente, o espalhamento
provoca alteracbes de coloracdo e espessura, podendo ser também fragmentada
(FONSECA, 2009; ITOPF, 2011; CARVALHO, 2013).

Em ambientes marinhos, a quantidade de bactérias com capacidade de degradar
hidrocarbonetos pode variar de 0,003% (HOLLAWAY, 1980; RODRIGUES, 2002) a 100%
(MULKINS-PHILLIPS; STEWART, 1974; RODRIGUES, 2002). Estudos utilizando culturas
purificadas demonstraram que, em geral, estas podem metabolizar somente alguns tipos de
hidrocarbonetos (BRITTON, 1984). Muitas investigacbes tém sido feitas com micro-
organismos que apresentam capacidade de degradar HPAs a fim de remediar locais que
foram alvo de contaminag@es (POTIN, et. al., 2004).

Compostos monoaromaticos de baixo peso molecular tais como benzeno, tolueno e
xileno, que estdo entre os compostos tdéxicos encontrados no petréleo, sdo também muito
facilmente degradados por diversos micro-organismos marinhos (ATLAS, 1995; MELO,
2012).

Segundo ALEXANDER (1999) a maior parte dos micro-organismos presentes no solo
ndo detém a capacidade de degradar HPAs, devido ao grande nuimero de enzimas que
estdo envolvidas na degradacdo destes compostos. Ao passo que, justifica-se entdo, a

necessidade de se isolar e selecionar micro-organismos que degradem tais compostos, a
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fim de remediar areas contaminadas através de processos da biorremediacao
(ALEXANDER, 1999; JACQUES et. al., 2007).

A biodegradacgéo por bactérias e fungos, segundo LEAHY e COLWELL (1990) de
hidrocarbonetos alifaticos, cicloalifaticos e aromaticos é realizada, em um primeiro momento,
por enzimas chamadas oxigenases. Sabe-se que o oxigénio molecular tem duas funcdes
principais, agir como: i) aceptor final de elétrons, para a liberacao destes durante as reacfes
metabdlicas, no intuito de que essas ocorram ii) e oxidante direto do anel aromatico,
realizando as oxidacdes microbianas. Um enorme desafio pode ser visualizado na
degradacdo aerObica pelos micro-organismos, tendo em vista que alguns compostos,
mesmo 0s de baixo peso molecular, podem apresentar alta toxicidade devido a seus efeitos
solventes nas membranas celulares (MORGAN; WATKINSON, 1994). HA um decaimento
expressivo na solubilidade desses compostos com o aumento do peso molecular,
dificultando significativamente a utilizacdo destes como substrato pelos micro-organismos
(RODRIGUES, 2002).

O processo de biodegradacdo dos compostos de carbono envolve diversos genes e
enzimas especificas para os diferentes constituintes que os compde. Existem variagcdes na
capacidade de degradar e nas vias de degradacdo de certos compostos, como 0s
hidrocarbonetos, para os micro-organismos. Somado a isso, as enzimas responsaveis pela
degradacdo sdo altamente especificas, e isso vale tanto para as reacles catalisadas,
guando na selecdo do substrato utilizado. Portanto, para cada tipo de micro-organismo
existird um conjunto de enzimas envolvidas na degradacéo (RODRIGUES, 2002).

As condi¢gdes do meio sdo determinantes em limitar ou favorecer a sobrevivéncia dos
micro-organismos e 0s processos de biodegradacdo. A umidade, por exemplo, é
considerada, segundo muitos autores, como o fator mais importante na biodegradagéo, pois
as atividades metabdlicas s6 irdo ocorrer se houver uma adequada disponibilidade de agua,
visto que, o teor de 4gua esta relacionado com a quantidade de oxigénio disponivel no meio,
fator extremamente importante para a atividade de micro-organismos aerébicos. A
temperatura também afeta, sobremaneira, a biodegradacdo, sendo a faixa ideal
estabelecida entre 25° e 35°. O pH do meio também interfere nos processos metabdlicos
microbianos, através dos efeitos que os ions H+ promovem na permeabilidade celular e na
atividade enzimatica, alterando também, porventura, a disponibilidade de macro e
micronutrientes, bem como na solubilidade de metais pesados que poder ser toxicos a
microbiota. Todos esses fatores, em conjunto, irdo determinar uma maior ou menor
abundancia da populagdo de micro-organimos e, conseqguentemente, na eliminacdo dos
hidrocarbonetos indesejaveis (JACQUES ET AL., 2007).
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Somado a isso, as enzimas responsaveis pela degradagdo sdo altamente
especificas, e isso vale tanto para as reacgfes catalisadas, quando na sele¢do do substrato
utilizado (RODRIGUES, 2002).

Diversas culturas bacterianas puras tém sido utilizadas em estudos de
biorremediacdo por crescerem aerobiamente em compostos BTEX, como: Acinetobacter,
Arthrobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Burkholderia, Corynebacterium, Flavobacterium,
Micrococcus, Mycobacterium, Norcardia, Pseudomonas, Rhodococcus, Ralstonia, dentre
outras (TRIGUEIROS, 2008).

De acordo com LOVLEY et. al. (1989), bactérias isoladas de aquiferos sdo capazes
de degradar uma variedade de hidrocarbonetos combustiveis, incluindo os monoaromaticos
do grupo BTEX, em condi¢Bes aerbbicas. As bactérias aerobicas mais comuns isoladas de
aquiferos contaminados com gasolina incluem Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Brevibacterium,  Corynebacterium, Mycobacterium e  Nocardia
(ROSENBERGE et. al., 1999).

A atual necessidade de remediar ambientes contaminados por estes poluentes diz
respeito a elevada toxicidade inerente aos mesmos e devido ao fato desses compostos
possuirem alta solubilidade em &agua (DORR, 2008; GOUDAR; STREVETT, 1998),
permitindo uma maior mobilidade destes no meio. Nesse ambito, a biorremediacdo pode ser
entendida com uma estratégia, na qual se utiliza micro-organismos degradadores de
compostos organicos, que tem como intuito transformar moléculas organicas complexas em
moléculas mais simples como gas carbdnico, metano e agua (RESENDE, 2007). A
biorremediacao de substancias quimicas organicas tornou-se uma alternativa aos métodos
fisicos e quimicos tradicionais, que podem ser caros e produzir produtos perigosos
(ABUHAMED et. al., 2004; SINGLETON, 2005).

Diversos micro-organismos apresentam capacidade em degradar hidrocarbonetos do
petréleo, principalmente fungos e bactérias, que apresentam ubiquidade nos ambientes
terrestres (ATLAS et. al., 1980; JONES; EDINGTON, 1968) e aquaticos (BUCKLEY et. al.,
1976; MULKINS-PHILLIPS; STEWART, 1974; WARD & BROCK, 1976). As bactérias sao
seres capazes de se adaptarem rapidamente as alteragbes dos componentes bioticos e
abioticos do meio. A variabilidade metabdlica desse grupo de organismos, sua rapida
capacidade de multiplicagédo e variabilidade genética, sdo algumas das caracteristicas que
as tornam conhecidas pelo seu potencial de degradacdo (RAMSAY et. al., 2000; GOMES,
2004; PUCCI et. al., 2009).

Diversos autores relatam estudos com énfase nesses compostos tais como
RESENDE (2007), que avaliou os mecanismos gerais de degradacdo do BTEX por micro-
organismos. Outros autores como (GOUDAR; STREVETT, 1998; JOHNSON, et. al., 2003;
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TIGUEROS, 2008; DORR, 2008) realizaram pesquisas voltadas a avaliagdo da cinética de
biodegradacéo do BTEX, como apresentado neste trabalho.

MARTINO et. al.,, (2012) relatou em sua pesquisa que um dos isolados de
Pseudomonas provou ser capaz de degradar BTX, bem como tolerar suas altas
concentracdes, provando que essa bactéria pode ser utilizada para propdsitos de
biorremediacdo em ambientes contaminados. LIN et. al., (2007) avaliaram a capacidade de
degradacdo de misturas contendo BTX por isolados de Pseudomonas aeruginosaa através
de modelos cinéticos, mostrando em sua pesquisa uma estratégia promissora para remediar
aquiferos poluidos pela mistura desses compostos.

Estudar a cinética de um dado fendmeno denota acompanhar a evolu¢gdo no tempo
deste processo, por meio da quantificacdo de determinadas grandezas (parametros) que
definem de forma adequada essa evolucdo. Estudos sobre a cinética de degradacéo de
compostos quimicos téxicos sdo extremamente importantes, a medida que possibilitam
estimar a persisténcia dos contaminantes no ambiente, quantificar suas concentragdes com
o decorrer do tempo, de forma a determinar a possibilidade ou ndo da degradacdo destes,
antes que 0s mesmos atinjam sitios de exposi¢éo a biota e aos humanos (MARTINS, 2004).

Conhecer a cinética microbiana, em estudos de biorremediacao, é ferramenta basica
e essencial para a avaliagdo da evolugdo, em termos de concentracdes, bem como na

mobilidade dessas substancias nocivas dentro dos diversos compartimentos ambientais.

CINETICA

A eficacia que sistemas bioldgicos apresentam dentro do contexto da biorremediacéo
€ diretamente dependente das propriedades cinéticas do crescimento populacional

microbiano e das taxas de degradacao dos substratos (MARTINS, 2004).

Curva de crescimento bacteriano

O aumento do nimero de micro-organismos com o passar do tempo é denominado
de crescimento bacteriano. Este crescimento é estudado em termos de aumento
populacional no tempo e ndo no aumento em dimensao das células individuais de cada
bactéria, isto é explicado por conta das reduzidas dimensfes celulares e devido as suas
caracteristicas particulares de divisdo (STANIER et. al., 1986; SIGEE, 1993; ROMEIRO,
2007; TORTORA, et. al. 2005).

As bactérias se reproduzem por fissdo binaria, isto é, uma vez atingido um
determinado tamanho, a célula divide-se em duas e posteriormente estas dividir-se-d4o0 em

novas células e assim por diante. Ao término de n divisdes, o numero formado de células é
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2n. Essa reproducd@o é expressa em progressdo geomeétrica (2"), por isso a expressao é
apresentada em logaritmo (log) do nimero dos micro-organismos pelo tempo gasto na
multiplicacdo, ou seja, o crescimento exponencial é promovido a medida que uma célula
origina duas outras, que por sua vez originam quatro, e assim, sucessivamente
(CARVALHO, 2010; TORTORA, et. al., 2000; TORTORA, et. al. 2005).

O tempo necessario para uma célula formar duas outras células prontas para se
dividirem é chamado tempo de geracdo, que varia de acordo com 0S micro-organismos e
condicbes ambientais. Em geral, estima-se que o tempo de geracao dura entre 1 e 3 horas
(60 e 180 minutos), porém pode ocorrer em 24 horas ou 20 minutos, dependendo do micro-
organismo em questdo (TORTORA, et. al.,, 2000; TORTORA, et. al., 2005). Representar
graficamente populagbes muito grandes, como € o0 caso de populagbes bacterianas,
utilizando escalas aritméticas é bastante dificil. Por isso, normalmente se utilizam
numeracdes logaritmicas para representar graficamente o crescimento microbiano
(TORTORA, et. al., 2005)

Fases do crescimento bacteriano

O crescimento dos micro-organismos descreve uma curva caracterizada por quatro
fases: laténcia (lag), exponencial (log), estacionaria e morte ou destruicdo (TORTORA et al.,
2012; TORTORA et. al., 2000; VERMELHO, et. al., 2011; IST, 2015; CARVALHO, 2000).
(Figura 16).

FIGURA 16 - Curva de crescimento bacteriano mostrando as quatro fases tipicas do crescimento.
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A Fase "LAG”, também conhecida como fase de laténcia, corresponde a uma fase
em que se processa uma adaptacdo fisioldgica por parte das células ao novo meio de
cultura a que foram introduzidas. O metabolismo microbiano esta ativo, sintetizando enzimas
e coenzimas, com o intuito de criar condi¢cdes que favorecam a divisdo celular. Nesta fase
as células ainda ndo se encontram em processo de divisdo, mantendo a concentragédo de
células constante no meio (TORTORA, 2000). Essa fase inicial do crescimento é
influenciada pela idade da cultura, quantidade de inoculo microbiano, tipo de micro-
organismo, caracteristicas do substrato e condicbes do meio como: pH, oxigénio,
composi¢cdo do meio, substancias inibidoras, entre outras (CARVALHO, 2010). Entende-se
que nessa fase o micro-organismo esta rearranjando seu arcabouco enzimético, com o
intuito de iniciar a metabolizagdo do substrato presente. Quanto mais aclimatado estiver o
micro-organismo, dentro das condi¢cdes de cultivo que se pretende, menor tempo durard
esta fase (PELCZAR et. al., 1996; TORTORA et. al., 2000).

Na fase de aceleracao, inicia-se 0 crescimento microbiano e consequentemente, o
consumo de substrato. A velocidade aumenta com o tempo nesta fase (TORTORA et. al.,
2000).

Quando os micro-organismos encontram as condi¢des ideias a sua multiplicacao,
finaliza-se a fase de laténcia e inicia-se a fase logaritmica - fase LOG (CARVALHO, 2000).
Nesta fase o numero de células aumenta exponencialmente com o tempo, também
conhecida como fase exponencial de crescimento. Esta fase é representada por um intenso
metabolismo celular, pois para crescer de modo exponencial a célula necessita de grande
guantidade de energia, ou seja, ha uma necessidade de producdo de grandes quantias de
ATP a custa de um enorme consumo da fonte de carbono disponivel. Essa producdo de
ATP a partir de uma fonte de carbono é denominado catabolismo, que € um processo
exotérmico, que junto com outros processos (catabdlicos e anabdlicos) que se processam
dentro das células, liberam calor. Em sintese, a célula libera calor quando esta
metabolicamente ativa (TORTORA et. al., 2000). Por conta do aumento populacional, pode
ocorrer esgotamento dos nutrientes e/ou alta concentragdo de metabdlitos toxicos as
células, limitando a multiplicacdo celular, pondo fim & fase exponencial (CARVALHO, 2010).
As células se dividem numa taxa logaritmica constante, em decorréncia do excesso de
substrato no meio. Nesta fase h4 uma maior sensibilidade as mudancas nas condi¢cdes
ambientais (TORTORA et. al., 2000)

A Fase de desaceleracdo ocorre a medida que o substrato comeca a ficar escasso
ou mesmo podendo haver acimulo maior de produtos que interfiram negativamente no
crescimento. Devido a esses fatores a velocidade de crescimento passa a diminuir
(TORTORA et. al., 2000).
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Apds o crescimento abrupto da fase exponencial, segue-se a fase estacionaria, onde
0 numeros de células viaveis se mantem constante, ou seja, ha um equilibrio entre o nimero
de células que nascem e morrem. Na fase estacionaria o esgotamento dos substratos ou
mesmo o0 acumulo de substancias toxicas em niveis insuportaveis aos micro-organismos,
faz com que a velocidade de crescimento volte a ser nula (TORTORA, et. al., 2000). A
populacdo microbiana permanece constante neste periodo como resultado da parada de
divisdes binarias ou através do equilibrio entre taxas de reproducdo e mortalidade
(PELCZAR et. al., 1996). Esta fase caracteriza-se pela presenca de células velhas, porém
resistentes a condi¢cdes adversas, podendo, em alguns casos se esporular (CARVALHO,
2010).

Na fase de morte, ha um decaimento expressivo no nimero de células (velocidade
de crescimento negativa), isso porque as condi¢cdes do meio vao se tornando cada vez mais
improprias a sobrevivéncia das células com o tempo, aumentando as taxas de mortalidade
(MC CORNICK, 1995; RETTORI; VOLPE, 2000). O metabolismo de uma determinada célula
€ resultado do seu catabolismo e anabolismo e dependera do meio de cultura utilizado e das
fases do crescimento microbiano (lag, exponencial, estacionaria e morte) na qual a célula se
encontra. Os processos metabdlicos em geral, requerem energia (ATP), que € sintetizado a
custa da oxidacdo de uma fonte de carbono (RETORI; VOLPE, 2000). A reducédo da
concentracdo de células pode decorrer em virtude do consumo das reservas alimentares
intracelulares, ou mesmo pela lise celular, promovendo a diminuicdo no nimero de células
presentes. Dentre os fatores que podem contribuir para a mortalidade de bactérias estdo: a
falta de nutrientes essenciais e acumulo de substancias inibidoras, como os &cidos (VON
SPERLING, 1996, TORTORA et al., 2000). A medida que as condi¢cbes adversas do meio
aumentam, as células morrem em ritmo acelerado, dando fim ao ciclo microbiano
(VERMELHO, 2011).

METODOS DE QUANTIFICACAO MICROBIANA

O crescimento populacional microbiano pode ser medido de diversas formas.
Existem variados métodos para a contagem de micro-organismos, que podem ser divididos
em dois grupos, os que quantificam o nimero de células e aqueles que quantificam a massa
celular, ou massa total da populagdo, que geralmente € proporcional ao nimero de células.
Somado a isso, tém-se que alguns métodos sdo capazes de determinar as células viaveis
(somente as vivas), enquanto que outros conseguem determinar as células totais - células
vivas e mortas (VERMELHO, et. al., 2011; TORORA, et. al., 2012). Segundo TORTORA et.

al. (2012) os métodos de quantificacdo de micro-organismos podem ser classificados em
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diretos e indiretos. Dentre os métodos diretos encontram-se: (i) contagem em placas; (ii)
filtracdo; (iii) nimero mais provavel e (iv) contagem microscopica direta. Enquanto que os
métodos indiretos englobam: (v) a turbidimetria; (vi) atividade metabdlica e (vii) peso seco.

Alguns métodos determinam o nimero de células, como é o caso da metodologia de
contagem em placas, enquanto que em outros a andlise é feita pela massa total da
populacdo microbiana, que é diretamente proporcional ao numero de células, como o
método turbidimétrico (TORTORA, et. al., 2005)

Método de contagem em placas

O método de contagem em placas € o mais utilizado para medir populacdes
bacterianas. Uma grande vantagem deste € a medicdo de células viaveis. Em contrapartida,
possui como desvantagem o tempo, ja que sao necessarias 24hs de incubacado para que as
colbnias, macroscopicamente visiveis, possam ser formadas. O fator tempo pode ser um
problema sério, dependendo da finalidade do método. A contagem em placas pressupde
que cada bactéria viva cresce e tem potencial de se dividir para produzir uma Unica coldnia,
0 que nao é sempre verdade pois as bactérias geralmente crescem juntas em agregados
celulares ou cadeias. Com isso, uma colbnia, certas vezes pode ser originada ndo de uma
Unica bactéria, mas de determinado fragmento de uma cadeia ou agregado microbiano
(TORTORA et. al.,, 2012). Por conta disso, as contagens realizadas em placas séo
denominadas de unidades formadoras de col6nias (UFC).

Este método pode ser utilizado para amostras com alta concentracdo celular, neste
caso conciliando com a técnica de diluicdo seriada, a fim de diluir o contetdo amostral, bem
como ser utilizado para amostras com pouca concentragdo microbiana, ao passo que 0
método paralelo de filtragdo € o mais apropriado (VERMELHO et. al., 2011).

Ao realizarmos contagens em placas é importante estabelecer um limite de colénias
gue irdo se desenvolver. Na presenca de uma quantidade muito grande de coldnias,
algumas células podem ser reprimidas e ndo se desenvolver, afetando negativamente na
contagem destas, causando imprecisbes nos resultados. Segundo Food and Drug
Administration (FDA), 6rgdo norte americano que controla alimentos e medicamentos, é
recomendado que as placas possuam entre 25 a 250 colbnias, mas muitos microbiologistas
apontam entre 30 e 300 colonias. Para obter tal faixa de valores, sujeita-se o inoculo inicial a
um processo chamado de diluicdo seriada. Segundo ROMEIRO (2007) o numero de
diluicbes para cada suspensdo celular deve ser escolhido de modo que o nimero de
colbnias isoladas em cada placa esteja entre 5 a 100 col6nias por micro gota.

O numero de células viaveis em uma suspensao tem sido comumente denominado

UFC (Unidades Formadoras de Col6nias), sigla esta derivada do equivalente em inglés CFU
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(Colony Forming Units). Em uma suspensao bacteriana existem células viaveis e células
mortas, sendo a soma dessas o resultado do numero de células totais presente em solucao.
As células viaveis séo capazes de multiplicar-se e dar origem a duas células filha. A sigla
UFC é utilizada quase como sindnimo de célula viavel.

Estimar o nimero de UFC numa determinada suspensdo bacteriana pode ser
realizada segundo diferentes metodologias. Atualmente, a técnica comumente empregada
para essa estimativa é denominada técnica da micro gota e tem sido extensivamente usada
tanto por permitir certa economia de tempo e materiais utilizados, quanto por possibilitar um
grande numero de repeticdes (ROMEIRO, 2007).

Para a estimativa das UFC deve-se escolher uma técnica que torne a contagem
unitaria possivel de ser realizada. ROMEIRO (2007) adverte que células microbianas devem
ficar distanciadas umas das outras, de modo que, apOs varias divisdes celulares, se

originem colbnias visiveis a vista desarmada e bem isoladas entre si.

Método turbidimétrico

Trata-se de um método indireto em que sdo contadas as células totais (células
mortas e vivas) por meio da turvacdo que o meio liquido, onde se da crescimento
microbiano, apresenta. A turbidez é obtida através do espectrofotdmetro, instrumento que
mede a intensidade da radiagéo, para um determinado comprimento de onda estabelecido,
desviada (transmiténcia) e/ou absorvida (absorbéncia) (VERMELHO et. al., 2011).

No interior do espectrofotdmetro, um feixe de luz incide sobre a amostra (suspenséo
bacteriana) até um detector fotossensivel. Com o aumento no numero de bactérias em
suspensao, menos luz atingird o detector. Essa alteracao é registrada pela escala do préprio
instrumento em termos de porcentagem de transmissdo. Ha também o registro da
expressao logaritmica chamada de absorbancia (também conhecida como densidade 6tica,
ou DO, que é calculada como Abs. = 2 — log de % da transmissdo. A absorbancia, ou
densidade Otica, é a unidade de medida da turvacdo do meio. De posse dos valores de
absorbancia no tempo, é possivel representar graficamente o crescimento microbiano
(TORTORA et. al., 2012; VERMELHO et. al., 2011).

A quantia da luz que atravessa a suspensdo celular ira depender da concentragéo
de células na suspensédo e tamanho destas, do comprimento de onda, da intensidade da luz
incidente (10) e do diametro do tubo que contém a suspensdo celular (Figura 17). Em
sintese, a densidade Gtica da cultura correspondera a absorbancia, que é determinada com
base na expressdo D.O = log (l0/l), onde 10 é a intensidade da luz incidente el é a

intensidade da luz transmitida através da suspenséo de células (IST, 2015).
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Existem comprimento de ondas que séo frequentemente utilizados para medi¢cfes de
densidade 6tica de suspensdes de células de bactérias ou leveduras que variam de 540,
550, 600 ou 640 nm (IST, 2015).

Dentro de certos limites, existe uma relagéo linear entre a absorbancia, ou densidade
Otica, da cultura e o numero total de células por mililitro de suspensdo, ou seja, a
concentracao celular (Figura 18). No entanto, para suspensdes celulares muito densas é
geralmente necessario fazer diluicbes das culturas de modo que todos os valores de DO
mensurados estejam incluidos na regido linear da curva de DO versus concentragao celular
(IST, 2015).

Para que os primeiros sinais de turbidez possam ser medidos pelo equipamento
deve estar presente de 10 milhdes a 100 milhdes, dependendo da sensibilidade do
instrumento, de células por mililitro. Com isso, a turbidimetria ndo € o método viavel para

amostras com pequeno nimero de bactérias (TORTORA et. al., 2012).

FIGURA 17 - Representacdo do método turbidimétrico.

Hegisto dos
Amostra — Lente resultados

=

Dietector
(TotocElula)

Fonte: IST (2015).

Na Figura 17 podemos observar a representacdo do método turbidimétrico para a
medida do crescimento bacteriano. Os raios de luz que incidem sobre a suspensédo
bacteriana sdo dispersos, enquanto outros, ndo dispersos, sdo detectados por uma célula

fotoelétrica e registrados em termos de luz transmitida (IST, 2015).

FIGURA 18 - Gréficos de crescimento microbiano (a) Relacéo linear entre a densidade otica da
cultura e o nimero de células na suspensao. (b) Exemplo de duas curvas de crescimento reais de
dois organismos A e B.
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Orzanismo A

“ Curva Organismo B

Real

0 . . :
- Lonceniragdo de células ou eSO SCCo

Fonte: IST (2015).

Existe uma relacao linear entre a densidade 6tica (DO) da cultura e o numero de
células na suspenséao celular. Trata-se, portanto, de variaveis diretamente proporcionais,
cabendo inferir uma, baseada em dados reais da outra. No entanto, para suspensotes
celulares muito concentradas essa relacao deixa de existir (IST, 2015).

O método de contagem em placas, para analise de amostras muito concentradas,
deve ser aliado com a técnica da diluicdo seriada, o que o torna mais trabalhoso e
demandando mais tempo, quando comparado ao método turbidimétrico, sendo este ultimo

mais célere e obtendo resultados instantaneos, a partir das analises em espectofotémetro.
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ANEXO 2 - Sequenciamento parcial dos genes RNA ribossomal 16S e do gene Catecol 1,2-
dioxygenase (c120). Analisados usando o programa BLAST (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

(ANDRADE, 2015)

TTGGATGTGAAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCG
AGCTAGAGTA
CGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG
AAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAACA
GATTAGATACCCTGGSTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGA
TCCTTGAGATT
TTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAGTTGACCGSCCTGGGGAGTACGGSCCSCA
GGTTAAAACTM AAATGRATKGRCGAGGA

Sequencia | 16S ribossomal RNA gene, partial | Catechol 1,2- Espécie
mento das | sequence dioxygenase
cepas (c120) gene,
microbiana complete
s (F)
GMYTTKKGSSGMRGGCCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCT GGGRGGGTCTTATTCGTACTTCGATT
128 A TGCTCCTTGAT CGACTCAG Pseudomona
TCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGA TCCGAATACAACCTGCGCCGCCGCA t d
CAACGTTTCGA TCATCACCG S putida
AAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGG ATGCCGAGGGCCGCTACCGTGCGC
GCCTTGCGCT GCTCCATCG
ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAA TGCCGTCGGGGTACGGCTGCGACC
GGCGACGATC CGCAGGGCC
CGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA CGACCCAGGAATGCCTGGACCTGCT
GACTCCTACGG CGGCCGCC
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG ACGGCCAGCGCCCGGCGCACGTGC
CCGCGTGTGT ACTTCTTCAT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA CTCGGCACCTGGGTTCCGCCACCTG
GTTAATACCTT ACCACGCA
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG GATCAACTTTGAAGGCGA
CCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
GTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGA
GCTAGAGTAC
GGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAATCCTTGAG
ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGGCC
GCAAGGTTAAA CTCAAAAWKRGAAATGRCRSMGGA
GMYKKGSSCGGMRGGACTACACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTG AAAGGGGTAATWATTCGTACTTCGAT
128 B CTCCTTGATTC TCGACTCA PseUdomona
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACA GTCCGAATACAACCTGCGCCGCCGC
ACGTTTCGAAA ATCATCACC S Sp
GGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGG GATGCCGAGGGCCGCTACCGTGCG
CCTTGCGCTAT CGCTCCATC
CAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGG GTGCCGTCGGGGTACGGCTGCGAC
CGACGATCCG CCGCAGGGC
TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA CCGACCCAGGAATGCCTGGACCTGC
CTCCTACGGGA TCGGCCGC
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCC CACGGCCAGCGCCCGGCGCACGTG
GCGTGTGTGA CACTTCTTC
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTT ATCTCGGCACCTGGGTTCCGCCACC
AATACCTTGCT TGACCACGC
GTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG AGATCAACTTTGAAGGSGA
CGGTAATACAG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT
CGTTAAGTTG
GATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGAGCT
AGAGTACGGT
AGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGG
AACACCAGTG
GCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAT
CCTTGAGATTT
AGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTC AAAAATKRAATKGACGRGGA
GSKWKKGSSSGGMRGGSCTAMACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTT AARRGGGTAGTTATTCGTACTTCGAT
67 C GCTCCTTGATT TCGACTCAG PseUdomona
CAGCGGCGGACGGGTGAGYAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAC TCCGAATACAACCTGCGCCGCCGCA
AACGTTTCSAA TCATCACCG S Sp
AGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGG ATGCCGAGGGCCGCTACCGTGCGC
CCTTGCGCTA GCTCCATCG
TCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAG TGCCGTCGGGGTACGGCTGCGACC
GCGACGATCC CGCAGGGCC
GTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG CGACCCAGGAATGCCTGGACCTGCT
ACTCCTACGG CGGCCGCC
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG ACGGCCAGCGCCCGGCGCACGTGC
CCGCGTGTGT ACTTCTTCAT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA CTCGGCACCTGGGTTCCGCCACCTG
GTTAATACCTT ACCACGCA
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG GATCAACTTTGAAGGCGA
CCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
GTTCGTTAAG

67 F

GSYWGKKGCSGMRGGCTTAMCATGCAAGTCGAGCGGAGAGAGGTAGCTTGC
TACTGATCTTA
GCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAAC
ATTTCGAAAG
GAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACC
TTGCGCTAATA
GATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCG
ACGATCTGTA
GCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGA
AGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTT
AATACCTAGAG
ATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACA
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGG

AMAAGTGGGAGGGGGGCGTAGYTG
GCGATCTTG
ATCGACTCATCCGAATCACCTGCGC
CGCCGCATC
ATCACCGATGCCRACGGTCGMTACC
GTGCGCGC
TCCATCGTGCCGTCGGGGTACGGCT
GCGACCCG
CARGGCCCGACCCASGAATGCCTGG
ACCTGCTC
GGCCGCCACGGCCAGCGCCCGGCG
CACGTGCAC
TTCTTCATCTCGGCACCTGGGTTCCG
CCACCTGA
CCACRCAGATCAACTTTGAAGGCGA

Acinetobacter
calcoaceticus

76



CTAATTAAGTC
AAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGTTAGCT
AGAGTGTGGGA
GAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGA
ATACCGATGG
CGAAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGG
AGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCT
TTGAGGCTTT
AGTGCGCAGCTAACGCGATAGTAGACCGCTKGGGAGTMCGTCGCAARACTAA
ACTCAAARTG AATKTGACGGGA

GSKGKKSSGSCRGGCTAMCATGCAAGTCRGCGGTAACAGGAGAAAGCTTGE | ACCTTCTTGCGGGGAAGGTNTTATT | Bror
155 A TTTCTTGCTGA CGTCTTCGAT roteus
CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTATGGGGATCTGCCCGATAGAGGGGGA | TCGACTCAGTCCGAATACAACCTGC .
TAACTACTGGA GCCGCCGCA penneri
AACGGTGGCTAATACCGCATGACGTCTACGGACCAAAGCAGGGGCTCTTCGG | TCATCACCGATGCCGAGGGCCGCTA
ACCTTGCGCT CCGTGCGE
ATCGGATGAACCCATATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAMGGCTCACCTA | GCTCCATCGTGCCGTCGGGGTACGG
GGCGACGATCT CTGCGACC
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG | CGCAGGGCCCGACCCAGGAATGCCT
ACTCCTACGG GGACCTGC
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCAT | TCGGCCGCCACGGCCAGCGCCCGG
GCCGCGTGTAT CGCACGTGC
GAAGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTAAG | ACTTCTTCATCTCGGCACCTGGGTTC
ATTAATACTCT CGCCACCT
TAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG | GACCACGCAGATCAACTTTGAAGGC
CCGCGGTAAT GA
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTCAATTAA
GTCAGATGTGAAAGCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATCTGAAACTGGTTG
GCTAGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAATACCG
GTGGCGAMGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTAGAGGTT
GTGGTCTTGAA
CCGTGCTTCTGGAGCTAACGCGTTTAATCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCG
CAAGGTTAAA ACTCAAAWAKRAATTGRCGGGGAA
GSRRRKKGSSGSMRGGCCTACAMATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTT | CASGGGTAATTATTCGTACTTCGATT
155 C GCTCCTTGATT CGACTCAGT Pseudomona
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAC | CCGAATACAACCTGCGCCGCCGCAT id
AACGTTTCGAA CATCACCGA S putida
AGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAGCAGGGGACCTTCGGG | TGCCGAGGGCCGCTACCGTGCGCG
CCTTGCGCTA CTCCATCGT
TCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAG | GCCGTCGGGGTACGGCTGCGACCC
GCGACGATCC GCAGGGCCC
GTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG | GACCCAGGAATGCCTGGACCTGCTC
ACTCCTACGG GGCCGCCA
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG | CGGCCAGCGCCCGGCGCACGTGCA
CCGCGTGTGT CTTCTTCATC
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA | TCGGCACCTGGGTTCCGCCACCTGA
GTTAATACCTT CCACGCAGA TCAACTTTGAAGGCGA
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
GTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGA
GCTAGAGTAC
GGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAGCGT
GGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTRRACTAGCCGTTG
GAATCCTTGAG
ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAA CTCAAAAWKGATTGMCSRGA
ASRYKKGSGGGMRGGCCTAAMAMATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTT | ARGGGGGTACTTATTCGTACTTCGAT
155 | GCTCCTTGATT TCGACTCAG Pseudomona
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAC | TCCGAATACAACCTGCGCCGCCGCA fl
AACGTTTCGAA TCATCACCG S Tlavescens
AGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGG | ATGCCGAGGGCCGCTACCGTGCGC
CCTTGCGCTA GCTCCATCG
TCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAG | TGCCGTCGGGGTACGGCTGCGACC
GCGACGATCC CGCAGGGCC
GTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG | CGACCCAGGAATGCCTGGACCTGCT
ACTCCTACGG CGGCCGCC
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG | ACGGCCAGCGCCCGGCGCACGTGC
CCGCGTGTGT ACTTCTTCAT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA | CTCGGCACCTGGGTTCCGCCACCTG
GTTAATACCTT ACCACGCA
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG | GATCAACTTTGAAGGSGA
CCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
GTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGA
GCTAGAGTAC
GGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAAC

AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTG
GAATCCTTGAG
ATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCC
GCAAGGTTAAA ACTCAAAARTGRAATTGACMGMGGAA

155 E

GMMRWSGGGRGGSTTAAMMATGCAAGCCGAGGGGTATAGTTCTTTCGGGAA
CTAGAGACCG
GCGCACGGGTGCGTAACGCGTATGCAACTTGCCCTACTGAAAAGGATAGCCC
TTCGAAAGGA
GGATTAATACTTTATAACAGATTTAATGGCATCATTAGATTTTGAAAGATTTATC
GCAGTAGGAT
AGGCATGCGTAAGATTAGTTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGACGATG
ATCTTTAGGGG
GCCTGAGAGGGTGAACCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTA
CGGGAGGCAG
CAGTGAGGAATATTGGACAATGGGTGGAAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTG
TAGGATGACG
GCCTTATGGGTTGTAAACTACTTTTATCTGGGGATAAACCTACTTACGTGTAAG
TAGCTGAAGG
TACCAGAAGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAA
GCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAGGCGGATTAATCAGTCA
GTGGTGAAAT
CTCATAGCTTAACTATGAAACTGCCATTGATACTGTTAGTCTTGAGTGATGTTG
AAGTTGCTGG
AATGTGTAGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATTACGCAGAACACCAATTGCG
AAGGCAGGTG
ACTAAACATTAACTGACGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATT

CGKTYGWTMCTTAKWCGTACTTCGA
TTCGACTCA
GTCCGAATRCRACCTGCGCCGCCGC
ATCATCACC
GATGCCGAGGGCCGCTACCGTGCG
CGCTCCATC
GTGCCGTCGGGGTACGGCTGCGAC
CCGCAGGGC
CCGACCCAGGAATGCCTGGACCTGC
TCGGCCGC
CACGGCCAGCGCCCGGCGCACGTG
CACTTCTTC
ATCTCGGCACCTGGGTTCCGCCACC
TGACCACGC
AGATCAACTTTGAAGGCGA

Wautersiella
falseni
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AGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAACGATGGATACTTGCTGTTGGGCTTTCGGRCTCAGTGG
CTAAGCGAAAG
TTATAAGTATCCCACCTGGGAGTACGTTCGCAGAATGAAACTCAAAAKGRAAT
TGACSGGA

102 A

ARKKGCSGGSMRGGCTAAMCATGCAAGTCGAGCGGAGAGAGGTAGCTTGCT
ACTGATCTTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACA
TTTCGAAAGGA
ATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTT
GCGCTAATAGA
TGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGAC
GATCTGTAGC
GGGTCTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGC
GTGTGTGAAG
AAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAA
TACCTAGAGAT
AGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACAGA
GGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGCTA
ATTAAGTCAAA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGATACTGGTTAGCTAGA
GTGTGGGAGA
GGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGATGGCG
AAGGCAGCCATCTGGCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAG
CAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTT
TGAGCTTTAG
TGGCGCAGCTACGCGATAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTA
AACTCAAAAAK GAAATTGRCSMGRGRGA

N&o amplificou

Acinetobacter
calcoaceticus

05 A

GSYYGKKKGSSGGSMGGCTWAAMCATGCAAGTCGAGCGGATGACGGGAGCT
TGCTCCTTGAT
TCAGCGGCGGACGGGTGAGTWWTGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGG
ACAACGTTTCG
AAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCG
GGCCTTGCGC
TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATC
CGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATG
CCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAA
GTTAATACCTT
GCTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATA
CAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTG
GTTCGTTAAG
TTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCGA
GCTAGAGTAC
GGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGA
AGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGT
GGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGTCAACTAGCCGTTGG
AATCCTTGAGA
TTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAACT CAAATGAAATTKGACRG

AARRRGGGTAATWATTCGTACTTCG
ATTCGACTC
AGTCCGAATACAACCTGCGCCGCCG
CATCATCAC
CGATGCCGAGGGCCGCTACCGTGC
GCGCTCCAT
CGTGCCGTCGGGGTACGGCTGCGA
CCCGCAGGG
CCCGACCCAGGAATGCCTGGACCTG
CTCGGCCG
CCACGGCCAGCGCCCGGCGCACGT
GCACTTCTT
CATCTCGGCACCTGGGTTCCGCCAC
CTGACCACG
CAGATCAACTTTGAAGGSGA

Pseudomona
s monteilii

ANEXO 3 — Caracterizacdo da enzima Catecol 1,2 dioxydase (C120) e identificacdo do 16S Rrna
(ANDRADE, 2015).

N® cepas Cepas Frimer 165 rRNA Primer G120
microbianas™

1 LEPETRO-128 A 128 A 126 A
2 LEPETRO-128 B 123 B 125 B
3 LEPETRO-67 C 67 C 67 C
4 LEPETRO-67 F 67T F 67 F
5 LEPETRO-155 A 155 A 155 A
6 LEPETRO-155 C 155 C 155 C
7 LEPETRO-1551 1551 1551
8 LEPETRO-155E 155 E 156 E
9 LEPETRO-102 A 102 A *
10 LEPETRO-05 A 05 A 05 A

*Cepa que ndo amplificou para o primer de degradagio C120 Catecol 1,2 dioxydase
**Cepas microbianas utilizadas na caracterizacfo enzimatica
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ANEXO 4 — Resultados experimentais das cepas bacterianas com consumo de Oxigénio em u O2 hlg
sedimento ! realizados com sedimento de manguezal com os compostos benzeno, tolueno e xileno
(BTXs) em 12 horas, 24 horas e 48 horas. A) coeficiente de consumo de O2 em 5 mg de xileno g
sedimento -1 . B) coeficiente de consumo de O2 em 5 mg de tolueno g sedimento! . C) coeficiente de
consumo de O2 em 5 mg de benzeno g sedimento -1 (ANDRADE, 2015)
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ANEXO 5 - Micro-organismos isolados na BTS, Belmonte, Suape, Minas Gerais, Franca e Egito
utilizando diferentes petroderivados como fonte de carbono. B — bactérias; L — leveduras; F — fungos
filamentosos (FIORAVANTI, 2013).

Locais B L F Fonte de C Referéncias

BTS 206 89 1 Petréleo, diesel e gasolina® FIORAVANTI. 2013
Belmonte 27 18 2 Petréleo, diesel e gasolina* FIORAVANTI, 2013

BTS 297 nd 45 Petrdleo e quitosana SOUZA, 2006

Suape 40 23 23 Diesel, gasoclina, bunker, guerosene SOUZA et al., 2005
Minas Gerais 185 4 4 Petréleo & Gasolina BATISTA et al., 2006
Franga 110 nd nd Diesel CHAINEAU et al., 1999
Egito nd nd 28 Diesel EL-MORSY, 2005
Total 884 134 103
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ANEXO 6 - Cinética de crescimento das cepas em xileno benzeno e tolueno, onde o logaritmo
leperiano (LN) ou logaritmo natural de um nimero (=LN(média)) (ANDRADE, 2015).

0.0, CEPA 128 A XILENOD

TEMPO Rl ix [iE] TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In |
oo 0,025 os 0013 0053 00077 aofTo 0,077 -4,03608
172 0,029 0,047 0044 0,12 0,0400 1|12 0,0400 -3,21888
274 0,062 o064 0085 0191 00637 2{Ta 0,0637 -2,75409
3715 0,097 0,072 0,071 0,24  0,0800 £l L] 0,0800 -2,52573
a4TE 0,131 0,135 0118 0384 01230 afTe 01280 -2,05573
577 0,075 oo6s 0083 0237 00790 5|17 00790 -2,53831
&TE 0,061 o0es 0083 0,209 00697 &lTa 0,0697 -2,66403
770 0,049 0,047 0062 0,158 00527 7|T10 0,0527 -2,94377
aT12 0,028 0,021 0034 0,083 00277 gT12 0,0277 -3,58753

M® DE COLONIAS POR DILUICAD{UFC) CERA 128 A XILEND

TEMPO Rl R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
oo 4 4 37 11,7 39 aofTo 3000 10,57132
172 4 4,7 4 12,7 4,2 112 42000 10,64542
274 7.7 7 & 20,7 6,9 2{Ta GB000 1114186
315 g 11 10 30 10,0 3l1s 100000 11,51293
4TE 12,7 133 12,3 38,3 12,2 afTe 128000 11,75573|
577 g ] g 27 9,0 g7 90000 11,40756
&6 T8 7.7 73 67 21,7 7,2 &Ta 72000 1118442
7710 4 4 4 12 4,0 7|10 40000 10,59663
aT12 23 27 3 8 27 &[Tz 27000 10,20353|

0.0, CEPA 128 A XILENO

TEMPO i Rz R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
oTo 0,045 0027 0025 0097 0032333 ofTo 0,0323 -3,43165
172 0,038 0043 0,029 0,11 0036667 1|12 0,0367 -3,30589|
274 0,052 0055 0037 0,144 0,048 2|74 00480 -3,03655
iTs 0,062 00es 0061 0,188 0,062667 3fTs 0,0627 -2,76993
4TE 0,143 0,133 041 0,317 0,105667 16 0,1057 -2,24747
577 0,077 o074 0081 0,232 0077333 s{17 00773 -2,55963
678 0,063 0066 0055 0,184 0061333 (5 ] 00613 -2,79143
7T10 0,042 0043 04 0,129 0,043 7{T10 0,0430 -3,14655
& T12 0,022 0,033 0021 0076 0025333 glT12 0,0253 -3,67563

NE DE COLONIAS POR DILUICAD]UFC) CEPA 128 B XILEND

TEMPO Rl R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
0T 3 3 4 10 313 [T 33000 10,4045
1712 4,7 37 33 1.7 33 1T2 38000 1057132
274 7 73 7 21,3 71 2(T4 71000 11,157044
EN ] 9,3 9,7 10,7 29,7 9.9 3|TS 99000 11,502%‘
476 11,3 11 10,7 33 11,0 A|TE 110000 1160824
5(T7 23 b3 B 4.3 g1 S(T7 81000 11,3023
6 T8 5.7 3 b 16,7 36 BlT& 56000 10,5331
7T 3.7 4 37 114 3a 7TiD 38000 10,54534
8112 33 3,3 3 8.6 32 &2 32000 10,37349
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0.0, CEPA 57 F XILENOD

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL WEDI A TEMPD  MEDIA In
0T 0,011 0,079 0,051 0,141 0,047 QT 047 -3,05761
112 0,082 0,029 0,011 0,122 0,041 i|T2 0,041 -3,20035
2 T4 0,041 0,058 0,047 0,146 0,045 274 0,049 -3,02276
3T5 0,051 0,063 0,054 0,168 0,056 3|15 0,056  -2,8824
4 Th 0,13 0,114 0,118 0,362 0,121 4TE 0,121 -2,11472
517 0,105 0,091 0,101 0,297 0,099 g|T7 0,099 -2,31254
B TH 0,081 0088 0,089 11,258 0, 08 b|TE 0085 -2.4534]1)
7 T 0,041 0,056 0,043 0,14 0,047 7|10 0,047 -3,06473
8 T12 0,027 0,031 0,036 0,094 0,031 EB|T12 0,031 -3,45307

M2 DE COLONIAS POR DILUICADILFC) CEPA 67 F XILEND

TEMPD Rl R2 R3 TOTAL WAEDIA TEMPO  MEDIA In
0T 37 B 4,7 13,4 45 ofTo 45000 10,71442
1712 4 4.7 5 13,7 4.6 ijT2 45000 10,7364
274 9,7 9,3 10 2 9,7 2|14 0000 11,48247
375 10,7 113 11,3 33,3 111 Ts 111000 lLEl?Bi
4 16 14,7 12,7 13,7 41,1 13,7 al1a 137000 11,82774
5T7 9 63 5 20,3 (%3 5|TF 63000 1112726
6 T8 6 57 & 17,7 59 6(Ta SO000 10,98529
7 T10 5 4.3 4,7 14 4.7 F|T10 47000 10,7579
8 T12 4 13 3.3 10,6 35 g[T12 35000 10,4531

0.0, CEPA 155 C XILEND

TEMPD Rl R2 R3 TOTAL MEDIA TEMPO  MEDIA In
0T 0,014 0,029 0,03 0,073 0024333 QITo 00243 -3,71591
1712 0,026 0,029 0,023 0,078 0,026 172 0,0260 -3,64966
274 0,041 0,029 0,026 0,096 0,032 2|Ta 003200 -3,44202
375 0,051 0,043 0,055 0,154 0051333 3TE 0,0513 -2,99341
a4TE 0,154 0,056 0,107 0,317 0,105667 4|T& 0,1057 -2,24747
5 T7 0,107 0,153 0,085 0,345 0,115 5|TF 0,11500 -2,16282
6 Ta 0,089 0,12 0,081 0,20 0,006667 6|T& 0,0967 -2,33649]
T T10 0,063 0,089 0,061 0,213 0,071 FIT1O 0,07100 -2,64508
2T12 0,033 0,036 0,039 0,108 0,036 &[T12 003600 -3,32424

M2 DE COLONIAS POR DIlLIII’,'_ﬁD (UFC) CEPA 155 C XILENO

TEMPO Rl R2 R3 TATAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
oTD 3,7 3 33 10 33 oTo 33000 1040426
172 4 1,7 1,3 1 3,7 112 37000 10,51857
274 5,3 5 3 15,3 5.1 2|Ta 51000 1083558
3/T5 10,7 12 1 33,7 11,2 315 112000 11,62625
4 Th 14,3 13.3 13 40,6 13,5 4 TE 135000 1181303
5(T7 10 11 10 3 10,3 s{17 103000 11,54248
&6Ta a a3 7.7 24 a0 6| T8 80000 1128578
T 110 il 5.7 7 14,7 6,2 110 2000 1103489
aTi12 3.3 17 5 12 4.0 E|T12 40000 1059663

0.0, CEPA 155 | ¥ILEMO

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
oD 0,066 0,054 0,065 0,185 00617 o] el 00617 -2,78601
172 0069 0063 0083 0201 00670 ilT2 00670 -2, 70306
274 0,074 0,089 0,073 0,242 00807 2|Ta 00807 -2.51743
3Ts 007 0091 0084 0251 00837 3(Ts 00837 -2,48001
4 Th 0,127 0,136 0,108 0,371 01237 4 TE 01237 -2,08017
517 0006 0097 00M 0287 00957 517 0,0957 -2,34689
& T3 0,065 0077 0,073 0,215 00717 G| TE 00717 -2,63573
7 Ti0 0,043 0037 0055 0135 00450 710 00450 -3,10109
2712 0,047 0,031 0,041 0,119 0,0357 B|T12 0,0397 -3,22724




M2 DE COLOMIAS POR DILUICAQ [UFC)CEPA 155 | XILENO

TEMPD R1 R2 R3 TOTAL MAEDIA TEMPD  MEDIA In
0T 6,7 [ 4 16,7 5.6 ofTo 56000 10,93311
112 8,7 a7 47 2.1 7.4 1|2 74000 11,21182
274 12,6 12 Z 26,6 8.9 2| T4 99000 1150288
375 12 13,3 63 31,6 10,5 3Ts 105000 1156172
4 Te 15 11,6 14 40,6 13,5 4HTE 135000 11,81303
517 12 12,3 3,7 ] 9.3 5|17 93000 11,44035
B(T8 11 5 9 25 83 Bl TE H3000 11,3266
T T10 10 5 7 22 7.3 F(T1D 73000 1119821
2712 El 3 oy 19,7 0,5 B|T12 BEO00 11,09741

0.0, CEPA 155 | KILENO

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL MAEDIA TEMPO  MEDIA In
0T 0,057 0,077 0,063 0,197 0,066 afTo 0,066 -2,72316
1712 0,105 0,073 0,077 0,26 0,087 T2 0,087 -2.44569
2T4 0, 106 0,089 0,085 0,28 0093 T4 00893 -2,37158
375 0,124 0,132 0,124 0,38 0,127 TS 0,127 -2,0857
4 Te 0,272 0,175 0,228 01,675 0,225 4Te 0,225 -1,49165
517 0,202 0,16 0,145 0,507 0,165 517 0,169 -1,77786
6 T8 0,111 0,143 0,113 0,367 0122 6(Ta 0,122 -2,10101
T T1D 0,082 0,108 0,069 0,259 0,086 F|T1D 0,086 -2.44554
8Ti2 0,077 0,092 0,053 0,222 0,074 BT12 0,074 -2,60389

W2 DE COLONIAS POR DILLICAD (UFC) CEPA 1551 XILEND

TEMPD Rl R2 R3 TOTAL MEDIA, TEMPD  MEDIA I |
0T 5 6.3 3,3 14,6 49 alTo 49000 10, 79958|
172 b 8 4 18 6,0 1|72 GOOOO 11,0021
2T4 10,3 9 a3 28,6 9,5 2|4 95000 11,46163
375 14,7 13.7 13 41,4 13.8 TS 138000 11,83501
ATE 15,3 16 14,3 45,6 15,2 A|TE 152000 11,93164
5(T7 12,7 11 12 35,7 11,5 5| TF 119000 11 68G6EE
6Ta 15,3 a4 9 28,3 9,4 &8 Q4000 11,45105
T T1D 10 9 B 27 5.0 F(T1D 0000 1140756
8Ti2 5,6 63 7.7 19,6 6.5 &|T12 65000 11,08214

0.0. CEPA 128 A benzeno

TEMPFO Rl R2 R3 TOTAL WED A TEMPD  MEDIA LM
0710 0,025 0,024 0,031 0,08 0,026667 110 0,036 -3,62434
1T2 0,031 0,052 0,047 0,13 0,043333 212 0,033 -3,13883
2T4 0,036 0,044 0,066 0,146 0,048667 3(T4 0,049 -3 022376
315 0,085 0,064 0,05 0,199 0,066333 L LE 0,068 -2,71306
4T 0,185 0,147 0,123 0,455 0,151667 5|Ta 0,152 -1,88&807
5T 0,125 0,128 0,112 0,365 0,121667 L L 0,122 -2,10647
6 Ta 0,121 0,123 0,101 0,345 0,115 bl LE: 0,115 -2,16282
7 T10 0,109 0,099 0,087 0,295 0,098333 B(T10 0,098 -2,31939
2112 0,102 0,065 0,054 0,221 0,073667 a|T12 0,074 -2,6082




M2 DE COLONIAS POR DILLICAD CEPA 128 A benzena

TEMPO A1 R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPO  LFC In
0T 5 53 4.3 14,6 4, BEGEGT 110 48000 10, 77E06
1712 7.3 9 10 26,3 8 766667 212 SADOO 10,89674
274 9.3 9,6 83 27,2 9,06GEGT T4 g0000 11,40756
31T5 15,3 14,8 15 45,1 15,03333 4|15 150000 11,91839
476 18 16,6 18 52,6 17,53333 5| TE 175000 12,07254
577 11 123 1256 35,09 11,96667 &7 119000 11 68585
6 T3 7 6,7 7.6 21,3 7.1 7|18 710000 11,17044
7T 31 3 10,1 3366667 B|T10 33000 10,40426
8712 3.3 4 10,3 3433333 9|T12 34000 10,43412

0,0, CEPA 128 B benzenao

TEMPO  R1 A2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA In
oTo 0,013 0,017 0,019 0,049 0,016 ) 1] 0016 -4,11455
112 0,027 0,035 0,014 0,076 0,025 112 0,075 -2,5R583
274 0,071 0,056 0,023 0,15 0,050 214 0116 -2,15417
175 0,169 0,095 0,059 0,363 0,121 k] L] 0,121 -2,11196
ATE 0,263 0,172 0,197 0,632 0,211 T8 0,211 -155748
5T 0,156 0,168 0167 0,502 0,157 s|TF 0167 -1,78777
6T8 0,128 0,111 0,116 0,355 0,118 6 T& 0,118 -2,13425
7 T1D 0,097 0,088 0,058 0273 0,091 7T 0,081 -2,3060
B T1Z 0,085 0,071 0,074 0,234 0,078 alTiz 0,078 -2,55105

NE DE COLOMIAS POR DILUICAD CEPA 128 B benzeno

TEMPO Rl R R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  LFC In
oTo B 7 [ 1.0 7.0 oo 70000 11,15625
172 7.2 7.3 71 M6 7.2 112 72000 11,18442
274 &7 8 7 237 7.9 214 000 11,2772
) 1 15,3 14,7 14,3 44,3 14,8 E] L] 148000 11,90497
4 TE 17 16 17 50,0 15,7 4TS 167000 12,02575
517 10 12 10 32,0 10,7 B i 107000 11,58058|
6Ta 7 8 & 23,0 7.7 BT& TI000 11,25156
7 T10 (% i [ 18,3 61 10 1000 11,01863
ET12 5 7 [ 13,0 6,0 alTiz B0000 11,0021

0.0. CEPA 67 F BENZEND

TEMPO  R1 R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
0T 0,019 0,021 0,023 0,063 00210 o|To 0017667 -3,86323
1712 0,041 0,036 0,037 0,114  0,0330 1|12 0,019667  -3,27017
274 0,075 0,072 0,086 0,233 0,077 2|74 0047667 -2,55533
3715 0,134 0,143 0,108 0,286 0,12a7 3|13 0,105 -2 05053
4TE 0,141 0,151 0,117 0,409  0,1363 416 0,153 -1,99265
5T7 0,159 0,133 0,125 0,417 0,1390 5|7 0,139 -1,97328|
6T 0,134 0,181 0,111 0,426 0,1420 [ 0,142 -1,55193
7T 0,086 0,064 0,067 0,217 0,0723 7|10 0,072333 -2,62647
&Ti2 0,082 0,043 0,045 0,12 00,0400 &|T12 0,04 -3 21888

M2 DE COLONIAS POR DILUICAD CEPA BT F benzena

TEMPO  R1 RZ R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  LFC In
0To 3 4 4 11 3.7 Qo 37000 1051857
172 4 4.3 4.3 12,6 4.2 112 42000 1064542
274 13 12 13 38 12,7 274 127000 11,75194
375 14,7 14.7 15,3 44,7 14,8 3|13 149000 119117
4 T6 17 17 17 51 17.0 4 Te 170000 12,04355
STV 10 11 9 30 10,0 5|7 100000 1151293
6 T8 9.3 10 87 28 9.3 6|T& 93000 11,44035
7T 5 %3 4,6 16,2 5.4 7|10 54000 10,83674
& Ti2 4 3 5 12 4.0 B|T12 AD000 10,59663
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0.0, CEPA 155 C

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
0 To 0011 009 0012 0042 0014 1fto 0012667  -4,2687
112 0018 0032 0015 0065 0021867 2fT2 0014333 -3,83198|
2714 0024 0051 0044 0119 0039667 3fTa 0049667 -3,22724
3715 0043 0068 0047 0,158 0052667 4[1s 0052667 -2,94377
476 0,16 0,135 0106 0401 0133667 5T 0,133667 -2,01241
517 0128 0127 0084 0,349 0116333 817 0,116333  -2,1513
6 T8 0121 0125 007 0324 0108 7|Ta 0,108 -2,22562
7 T10 0083 0098 0083 0,244 0081333 8[T10 0081333 -2,5082
87112 0057 0064 0042 0,163 0054333 |12 0054333 -2,91262

T DE COLONIAS POR DILUIGAD CEPA 155 C benzeno

TEMPO Rl R2 [ TOTAL  MEDIA LN TEMPO  UEC In
0 TO 3 33 4 10,3 3.4 1233532 1T 3000 1043412
172 4 4 33 11,3 3E 132619 T2 ZEOOO  10,54534)
274 6 6.3 67 19 63 1845827 afr4 3000 11,05089
375 16 17,3 17.7 51 17,0 2833213 4|15 170000 1204355
4T 185 18,7 19 56,2 187 25930304 5 TE 187000 12, 13E86
577 12 13 14 19 13,0 2,564%49 B[T7 130000 11,7529
6 T8 a g B 13 87 2150484 7[Ta 57000 11,37356
7/ Ti0 4 & B 15 531 1673976 B|T10 53000 1087805
ET12 13 4 5 12,3 4.1 1 410087 alT1: 41000 10,62133)

[.0. CEPA 1551

TEMPD Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
070 0015 0022 0051 0095 0031667 1o 0,031667 -3,45249
172 0031 0062 0014 0107 0035657 2|2 0035667 -3,33354
274 0071 0074 0038 0183 0061 314 0061 -2,79688
3715 0095 0085 0 0084 0264 0088 4[5 0,088 -2,43042
4 Th 0127 0135 0088 0351 0117 5T 0,117 -2,14558
517 0,108 0,111 0088 0,307 0102333 i 0,102333 -2,27952
6 T8 0112 0113 0074 0,299 0099667 7|t 0099667 -2,306552
7710 0,098 0,099 0057 0,254 0084667 glT10 0,084667 -2,45003
8 T12 0076 0065 043 0,184 0061333 g|T12 0061333 -2, 79143

N2 OE COLONIAS POR DILUICAD CEPA 1551 benzeno

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  UFC In
0T 4 13 4 11,3 348 (] o] 38000 10,54534
112 5 6.5 5 17,6 5.9 1fm2 55000 10,98529|
274 14 13 14 41 13,7 2T 137000 11,8274
3715 18,3 16,8 18,3 53,4 17.8 3fts 178000 12,08554
4 T6 23 206 216 65,2 217 4T 200000 12, 20607
517 10 11 9,3 30,3 10,1 i 101000 11,52288
&6 T8 B 9 a 26 a7 o|Ta B7000 1137366
7 TI0 5 5 4 14 a7 7|10 47000 10,7579
2712 3,3 4 3,6 10,9 3.6 B|T12 36000 10,49127

0.0, CERA 05 A

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  |In
0Tn 0,063 0,051 0,05 0,164 0,055 1TO 0,055 -2,9085
172 0052 0055 0 0058 0165 0085 2tz 0,055| -2,50042
2714 0084 0072 0075 023 0077 3|14 0,077| -2,56395
3TS 0123 0114 008 0322 007 alTs 0,107| -2,23182
4 T 0,187 0115 0112 0414 0138 s[Te 0,138 -1,9805
517 0151 007 0087 0317 0106 B[T7 0,106| -2,24747
678 0068 0062 0077 0208 0,069 7|Ta 0,068 -2 66883
7 T10 0055 0043 0085 0153 0,051 g[T10 0.051| -2,57553
8 T12 0033 002 o0 0098 0033 a|Ti2 0,033 -3,41125

84



M DE COLOMIAS POR DILUICAD CEPA 05 A benzeno

TEMPO Rl R R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  UFC In
0T G 5 4,3 15,3 5.1 1T 51000| 1083958
1712 7.3 6.7 53 19,3 6,4 T2 64A000( 11,06654
274 10,7 9 9 28,7 9.6 3|74 95000| 11,4721
3715 17,7 13,6 13,3 44,6 14,9 415 149000 11,3117
4TE 15,7 15,3 14,3 453 15,1 5|76 151000( 11,92504
517 12 12 10 34 11,3 6|7 113000( 11,63514
6 T8 q 10,3 8 27,3 9,1 7|18 91000| 1141861
7T10 7.3 7 7.3 71,6 7.2 B|T10 72000( 11,18442
8112 5,7 3 4,3 13 43 9|71 43000| 1066896

0.0, CEPA 128 A TOLUENG

TEMPD Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
0T 0,107 0,121 0,098 0,326 0,109 ojTo 0,108 -2,21%47
1712 0,114 0,17 0,135 0,356 0,119 T2 0,119 -2,13144
274 0,141 0,151 0,155 0,457 0,152 2T 0,152 -1,88168
315 0,193 0,224 0,199 0,616 0,206 E! 1 H 0,205 -1,58312
A4 TE 0,277 0,254 0,291 0,822 0,274 AT 0,274 -1,79453
517 0,173 0,185 0,155 0,513 0,171 5|17 0,171 -1,76609
6 T3 0,108 0111 0,102 0,371 0,107 6|Ta 0,107 -2,23453
7710 0,083 0,071 0,063 0,217 0,072 7T 0,072 -2,62647
aT12 0,051 0,033 0,041 0,125 0,042 &lT12 0042 -3,17805

N2 DE COLOMIAS POR DILLICAD CEPA 128 A TOLUENO

TEMPO Rl R R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
0T 4 4 4 1z 4.0 ofto 40000 10,55663
1712 4,7 5 43 14 4,7 1|12 47000 10,7579
274 8 .7 7.7 234 7.8 T4 TEOOO 11,26445
315 9,3 10 10 20,3 9.8 3|Ts 98000 11,4927
ATG 10,7 11,3 113 33,3 11,1 oTE 111000 11,61729)
5717 11 11,7 10 32,7 10,9 5|17 109000 11,5991
6 T8 10,3 10 6,3 26,6 89 6|8 89000 1139639
7TiD 7,7 7.3 g 20 6,7 7|T10 G7000 11,11245
87112 5 B 4 15 5.0 8112 50000 10815978

0,0, CEPA 128 B TOLUEND

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
0T 0,061 0,041 0,043 0,145 0,048 oo 0,048 -3,02963
112 0,107 0,119 0,108 0,332 0,111 112 0,111 -2,20123
274 0,171 0,148 0,162 0,481 0, 160 T4 0160 -1,8308
N 0,191 0,155 0,181 0,527 0,176 3Ts 0,176 -1,73917
4Tk 1,255 0,256 0,251 0,762 0,254 ATe 0,254 -1,37042
517 0,207 0,208 0,158 0,613 0,204 5|17 0,204  -1,588
6 T3 0,201 0,173 0,193 0,567 0,185 6| T8 0,189 -1,66601
7TI0 0,181 0,143 0,175 0,499 0,166 7|T10 0,166 -1,79375
27112 0,103 0,083 0,089 0,285 0,098 &T12 0,098 -2,31939




M2 DE COLOMIAS POR DILLICAD CEPA 128 B TOLUEND

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA
0To 4 4 4,3 12,3 4,1 oo 41000 1062133
172 43 43 53 13,9 a6 ift2 46000 10,7354
274 b7 B,7 5] 19.4 [ 2 T4 BR000 1108214
a1 83 23 B 24,6 83 315 82000 11,31447
4TE 10 10,3 10 30,3 10,1 a|T6 100000 11,52288
5 T7 ] g k] 6 87 517 87000 11,3736
6 T8 8 7 7 22,7 7.6 678 FHO00 11,2384%
7TID 5,3 55 6,3 17,1 57 F|T10 ST000 10,95081
2T12 4.3 4 57 14 47 8T12 47000 10,7579

0.0, CEPA 67 F TOLUEND

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
070 0,014 0015 0012 0041 0,014 070 0,014 -4,2928
172 0,015 0006 014 0,165 0,055 172 0,055 -2,90042
214 0,115 0,141 0,15 0,406 0,135 274 0,135 -2,00001
315 0,135 0155 0153 0443 0,148 3TS 0,148 -1,9128
476 0,142 0,131 0154 0,427 0,142 178 0,142 -1,94958
577 0,123 0107 0135 0,365 0,122 5717 0,122 -2,10647
6 T8 0,114 0108 0123 0,346 0,115 6 T8 0,115 -2,15993
T Tl 0,113 0,10 0121 0,338 0,113 7 T10 0113 -2,13332
2712 1,099 0,1 0,105 0,304 0,10 & T12 0,101 -2,28934

M DE COLOMIAS POR DILUICAD CEPA 67 F TOLUEND

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
0To 5,7 57 [ 17,4 5,8 0710 SE000 10,9682
172 B & 6,3 18,3 6,1 172 61000 1101863
2 T4 10 10 10 30 10,0 274 100000 11,51293
a1s 12,3 12,7 12,7 37,7 12,6 3TS 126000 11,74404
476 15,3 14,7 14,7 44,7 14,9 476 149000 11,9117
577 10 ] 10 29 9,7 5717 97000 1148247
6 T8 83 7.7 q 5 83 618 83000 11,3266
T 11D B 6,7 7 18,7 [0 T T10 GEOOD 1109741
8T12 57 5 6 15,7 5.6 8 T12 SEO00 10,9331

0.0, CEPA 155 C TOLUEND

TEMPO Rl R2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
o/To 0,101 0058 0058 0 0218 0,073 aTo 0,073 -2,62187
1712 0,134 0,063 0088 0,255 0,085 112 0,085 -2.4651
2(T4 0,127 0,143 00234 0,299 0,100 2 T4 0,100 -2,30453
a[T1s 0,174 0,198 0,197 0,569 0,150 375 0,190 -1,66249
4 Te 0,347 0,214 0,153 0,754 0,251 4 Ta 0,251 -1338098
517 0,260 0,141 0089 0,409 0,166 5717 0,166 -1,79376
618 0,187 0,151 0077 0415 0,138 6 T8 0,138 -1,97809
7/T10 0,081 0,083 0061 0,245 0,082 770 0,082 -2,50511
8712 0,031 07 0,057 0,135 0,045 &T12 0,045 -3,101089

M= DE COLONIAS POR DILUICAD CEPA 155 C TOLUEND

TEMPO Rl R R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
o/To 5,7 a7 5 15,4 5.1 aTo 51000 10,835958
172 6,3 53 g 16,6 55 112 55000 10,91508
2(T4 10 10 9,3 29,3 5.8 274 98000 11,45272
3Ts 15,7 15,7 16,3 47,7 15,9 375 159000 11,97666
4 Te 16,7 17.3 16,7 50,7 169 4 Ta 168000 1203765
517 11,3 11,7 1i 34 11,3 5T7 113000 11,63514
&(T8 10 7 8 25 23 6 TE 83000 11,3266
7 Ti0 f & 6,7 18,7 6,2 7Ti0 62000 11,03489
8T12 43 4 [ 14,3 48 8T12 43000 1077836
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0.0, CEFA 155 | TOLUEMNO

TEMPD Rl R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
0T 002% 0016 0014 005 0019 o[to 0,019 -3,88100
112 0041 0068 0074 0184 0061 1|t2 0,061 -2,79143
274 0123 0117 0144 0,388 0128 2|14 0,128 -2,05573
3Ts 0155 0147 0154 0456 0,152 3|3 0,152 -1,88387
476 0192 0161 0233 0586 0,195 4|18 0,195 -1,63305
5T7 0181 0111 0101 0393 043 |17 0,131 -2,03255
6 T8 0157 0053 0083 0293 0008 A LE! 0,098 -2,32619
7 T10 0127 0051 0079 0257 0086 7|10 0,086 -2,45729
712 0,111 0,043 0,075 0,23 0,077 BlT12 0077 -2,56829

M DE COLONIAS POR DILLICAD CEPA 155 | XILEND

TEMPO Rl R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPO  MEDIA  In
o 4.3 53 4 13,6 45 afTo A5000 1071442
172 5 5 5 15 5.0 1|tz 50000 10,81578
274 ] 9 | 27 9.0 2|4 90000 11,4074
3TS 11,3 11,3 10,7 33,3 11,1 3|Ts 111000 1161729
4T6 15 15,7 16,3 47 15,7 4 T& 157000 11,964
517 10 11,3 1 32,3 10,8 |7 108000 11, 58583
& T8 q 9 8 26 a7 6(T8 B7000 11,37364
7 T10 B 57 5.5 17,2 5.7 7|10 57000 1095081
8712 5,7 43 4.3 143 4,8 8|12 48000 10, 77895

0.0, CEPA 05 A TOLUEND

TEMPO Rl R2 A3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA I
0T 0062 0053 0086 0 0181 0060 o[To 0,060 -2,80787
112 0081 0071 0082 0238 0078 1tz 0078 -2,55105
274 0123 0089 0113 0325 0108 2|14 0,108 -2,22254
3TS 0142 0111 0121 0374 0125 3|t 0,125 -2,08211
476 0153 0152 02237 0532 0177 4|18 0,177 -1,72972
5717 0147 0249 0153 0449 0150 517 0,150 -1,85934
678 046 0132 0141 0419 0,140 6|18 0,140  -1,9685
7 T10 0122 0121 0139 0382 0127 7|10 0,127 -2,06055
8T12 0098 0114 o0l 0314 0108 B|T12 0,105 -2,25697

M® DE COLOMIAS POR DILUICAD CEPA 05 A TOLLENOD

TEMPO  R1 B2 R3 TOTAL  MEDIA TEMPD  MEDIA  In
0 To 4 4.3 3 13,3 4.4 ofTo 44000 1063154
1712 5 53 53 15,6 5.2 112 52000 10850
2T4 5,3 10.3 10,3 29,9 10,0 2|Ta 100000 11,51253
aTs 10,3 11 10,3 31,6 10,5 3TS 105000 11,56172
aTE 12 12.3 12,3 36,6 12,2 4|18 122000 11,71178|
5717 6,3 &3 ] 226 7.5 5|77 75000 1122524
ETE £.3 3 7 18,3 g1 g[8 61000 1101853
T 110 4.7 53 5 15 5.0 7710 50000 1081978
8T12 4 5 4 13 a3 B|T12 43000 1066896
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