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Resumo: Neste trabalho se realiza uma perspectiva analitica e interpretativa sobre os resultados de um estudo realizado
pela autora no Brasil com trés classes de bactérias envolvidas geralmente nos processos de biodegradacdo no solo
(bactérias redutoras de sulfato, bactérias redutoras de nitrato y bactérias redutoras de ferro (lll)). O objetivo do trabalho
foi mostrar a importancia de estudos de biodegradacdo de hidrocarbonetos monoaromaticos em solos com bactérias
nativas do solo. O benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, conhecidos como BTEX sdo comumente encontrados em
locais proximos a refinarias de petrdleo e derivados, postos de abastecimento, ou ao redor de oleodutos, oriundos
de vazamentos e/ou derramamentos. No estudo se encontraram evidéncias de que os compostos BTEX podem ser
removidos sob condi¢des anaerdbias em presenca de nitrato e sulfato. Os resultados mostram também a importancia de
realizar uma caracterizacao previa da microbiota presente no ambiente antes de iniciar um processo de bioremediacao.
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Abstract: This work presents an analytical and interpretative perspective on the results of a study carried out by the
author in Brazil with three classes of bacteria generally involved in the processes of soil biodegradation (sulfate reducing
bacteria, nitrate reducing bacteria and iron reducing bacteria )). The objective of this work was to show the importance
of studies of biodegradation of monoaromatic hydrocarbons in soils with native soil bacteria. Benzene, toluene,
ethylbenzene and xylenes, known as BTEX are commonly found in locations near oil refineries and by-products, filling
stations, or around pipelines from leaks and / or spills. The study found evidence that BTEX compounds can be removed
under anaerobic conditions in the presence of nitrate and sulfate. The results also show the importance of performing
a preliminary characterization of the microbiota present in the environment before starting a bioremediation process.
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1. Introducao

O conhecimento da diversidade microbianano solo é de
grande importancia para determinar quais populagdes
possivelmente estdo envolvidas na biodegradagéo dos
hidrocarbonetos. O solo é um ambiente originalmente
rico em quantidade e diversidade de microrganismos,
sendo que o crescimento microbiano mais intenso
ocorre nas superficies das particulas do solo,
geralmente na rizosfera. As bactérias representam a
maior parte da populacdo microbiana do solo, sendo
majoritariamente heterotroficas das quais os bacilos
esporulados sdo muito comuns.

No solo ocorre a reciclagem de compostos quimicos,
sendo onde ocorrem as reagdes bioquimicas pelas quais
0s compostos organicos sdo quebrados em compostos
inorganicos ou seus elementos constituintes, em um
processo denominado de mineralizacdo, no qual os
microrganismos desempenham um papel essencial
para as transformacdes quimicas. Na superficie do solo
se encontram principalmente as bactérias aerdbias, ja
nos horizontes mais profundos as bactérias anaerdbias
ou facultativas sdo predominantes (Stanier, Ingrahan,
Wheelis, & Painter, 1996).

O benzeno, tolueno, etilbenzeno e os trés isbmeros
de xileno (comumente conhecidos como BTEX) sdo
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constituintes do petroleo e sdo considerados como os
principais contaminantes das dguas subterraneas, tendo
ocorréncia a partir de acidentes por derramamento na
superficie, usualmente provenientes de operacdes de
refino, armazenamento, transporte e comercializacdo
do petrdleo e de seus derivados, especialmente com
respeito a gasolina e ao Oleo diesel. Além disso,
atuam também como fontes de contaminacdo o uso
de solventes, o escoamento de gasolina nas ruas
e a combustdo de madeira (Weelink, Van Eekert,
& Stams, 2010). Consequentemente, o benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos, sdo frequentemente
encontrados como contaminantes nestes locais. Os
hidrocarbonetos mais toxicos sdo os aromaticos com
baixo ponto de ebulicdo, dentre eles se encontram
os BTEX, que tendem a se solubilizar facilmente na
agua, apresentando baixos coeficientes de particdo
octanol-dgua e exibindo uma lenta absorcdo no
solo. Desse modo, esses compostos apresentam um
transporte preferencial no meio aquoso, favorecendo
a contaminacdo de reservatoérios de agua e interacbes
com a cadeia tréfica (Mazzeo, Levy, De Angelis, &
Marin-Morales, 2010).

A maior parte do petréleo é passivel de biodegradagéo,
no entanto trata-se de um processo lento e que pode
demorar muitos anos. Mesmo frente a questao cinética,
0 processo de biodegradacdo é amplamente aceito
hoje no contexto da atenuacdo natural como uma
ferramenta adequada para lidar com a contaminagao
da superficie terrestre e controlar a propagacdo de
plumas contaminantes com menor custo e menor
dano ambiental. (Tonini, De Rezende, & Grativol, 2010).

Segundo a Agéncia Ambiental Norte-Americana —
USEPA - o termo "Atenuacdo Natural Monitorada”
(ANM) refere-se ao uso dos processos de atenuagao
natural que ocorrem espontaneamente, dentro de um
contexto de remediacdo monitorada e controlada de
um sitio, em um periodo de tempo razoavel, com o
objetivo de reduzir a concentracdo e toxicidade de
contaminantes até niveis adequados a protecdo da
salde humana e ao meio ambiente (U. S. Environmental
Protection Agency — USEPA, 1999).

Em geral, a ANM tem custo reduzido quando
comparado a outros métodos de remediagdo. Além
disso, é um método que pode ser usado antes ou
ap6s outras tecnologias de remediagdo, podendo
ser aplicado mesmo quando o contaminante se

encontra amplamente difundido no solo. No entanto
a aplicabilidade da técnica depende da velocidade
de migracdo dos contaminantes, sendo que estes
podem migrar antes de serem degradados. Durante
a atenuagdo natural, os microrganismos autdctones
passam a utilizar em seus metabolismos os compostos
organicos poluentes como fontes de carbono,
provocando, entdo, a reducdo das concentracdes
dessas substancias ao longo do tempo (Robb & Moyer,
2001).

2. Biodegradacao por Bactérias Anaerébias

Dentro do ciclo biogeoquimico do nitrogénio, a
conversao de amoénio em nitrato (nitrificacdo) é
realizada por bactérias quimioautotréficas aerdbias
estritas, sendo o nitrato a principal forma de nitrogénio
encontrado no solo. O processo de reducao do nitrato
a nitrito e deste a amonia, gas nitrogénio ou éxido
nitrico é chamado de desnitrificacdo e ocorre em solos
saturados com agua, pela acdo de bactérias do género

Pseudomonas, dentre outras (Stanier, Ingrahan,
Wheelis, & Painter, 1996).
Em condicbes de anaerobiose muitas bactérias

aerdbias podem utilizar nitratos no lugar do oxigénio
como receptor final de elétrons. Assim quando o
material organico se decompde no solo ou na agua
e 0 oxigénio se esgota como resultado da respiragdo
aerdbia microbiana, algumas dessas bactérias aerdbias
continuaram respirando caso haja nitrato presente
e atuando como receptor de elétrons. Esse tipo de
bactérias sdo as redutoras de nitrato (BRN), as quais
reduzem o nitrato para nitrito (por exemplo, as
Escherichia coli).

As bactérias redutoras de sulfato (BSR) sdo
microrganismos anaerobios estritos, metabolicamente
versateis provenientes de varias familias e diferentes
géneros. Utilizam o sulfato e outros compostos
oxidados de enxofre como receptor final de elétrons
(agente oxidante) para a producdo de H,S. Podem
crescer de forma heterotréfica usando moléculas
organicas de baixo peso molecular e de maneira
autotrdfica usando hidrogénio e didxido de carbono
(Nagpal, Chuichulcherm, Peeva, & Livingston, 2000)
(Hao, 2003).

As BRS sdo comuns em ambientes anaerébios onde
auxiliam na degradacdo de matéria organica. Nesse
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tipo de ambiente, as bactérias fermentadoras extraem
energia das grandes moléculas organicas e, como
resultado sdo geradas moléculas pequenas como
acidos organicos e alcoois que sdo oxidados por
bactérias acetogénicas e arqueas metanogénicas.
A cor preta dos lodos gerados nestas condi¢des é
devida a agdo das BRS. O forte cheiro de ovo podre
é caracteristico do sulfeto de hidrogénio é com
freqliéncia um marcador da presenca de bactérias
redutoras de sulfato na natureza.

Durante a degradagdo anaerdbia da matéria organica,
as BSR podem utilizar tanto o sulfato como receptor de
elétrons como também compostos como o tiosulfato,
o tetrationato e o enxofre elementar (Hao, 2003)
(Postgate, 1979). Algumas BRS também podem crescer
na presenga de nitrato, devido a seu metabolismo
versatil que proporciona um maior saldo energético
que com o sulfato.

Por outro lado, as bactérias redutoras de ferro sdo uma
classe especial de microrganismos que utilizam oxidos
e hidroxidos de Fe como receptores de elétrons. O
Fe (Ill) é um receptor final de elétrons extensamente
utilizado pelos organismos anaerdbios autotroficos e
heterotroficos. O fluxo de elétrons nesses organismos é
similar aos que usam como receptores finais o oxigénio
ou nitrato, porém nos organismos redutores de ferro (l1)
a enzima final é a ferro-férrico redutase (Lovley, 1993).

Algumas bactérias redutoras de ferro (lll) como as
G.metallireducens podem utilizar hidrocarbonetos
tdéxicos como o fenol ou tolueno como fonte
de carbono. Por isso existe um grande interesse
em usar esses microrganismos como agentes de
biorremediacdo em aquiferos contaminados ricos em
ferro (Ill) (Lu, Wang, Huang, & Reichardt, 2008), como
é caso do Brasil.

Na Tabela 1 sdo mostrados os tipos de respiragdo e as
respectivas equacdes estequiométricas generalizadas

Tabela 1. Tipos de respiracao.

da oxidagdo completa da matéria organica, com os
subprodutos formados em cada caso de mineralizacgao.
Em ambientes subterraneos a sequéncia de utilizagéo
dos receptores de elétrons, seguindo os valores da
energia livre de Gibbs é: O,> NO* > Fe(lll)> SO,>>
CO,. Primeiramente ha uma alta demanda de oxigénio
dissolvido que leva a rapida deplecdo do oxigénio no
ambiente e entdo os processos de biodegradagao
anaerobios sdo prevalecentes.

Quando ocorre um vazamento de algum combustivel
derivado do petréleo, uma grande concentracdo de
hidrocarbonetos se torna presente no solo, existindo
um excesso de doadores de elétrons em comparacao
com as substancias receptoras de elétrons. Nas plumas
de contaminacdo ocorre consequentemente uma
queda na concentracdo dos receptores de elétrons
no centro da pluma, aumentando a limitacdo da
biodegradacdao (Meckenstock, Martin, & Griebler,
2015), havendo ainda um incremento na toxicidade
causada pela alta concentracdo e variedade de
hidrocarbonetos, o que diminui o potencial de
degradacdo dos microrganismos nativos.

A autora realizou um estudo comparativo com
trés classes diferentes de bactérias nativas e seus
respectivos receptores de elétrons. A determinagéo
dos grupos de bactérias foi realizada pela técnica
do método do numero mais provavel (NMP),
originalmente descrita por McCRADY em 1915
(McCRady, 1915), esta técnica de microbiologia classica
consiste em estimar a densidade de microrganismos
vidveis presentes em uma amostra sob analise. Util
para contar microrganismos dificeis de cultivar em
meio so6lido como as bactérias anaerdbias, permitindo
manter um ambiente anaerébio dentro dos tubos, sem
necessitar de sistemas mais complexos como camaras
anaerobias. O liquido de cultura deve ser especifico
para o crescimento do tipo de microrganismo de
interesse. O método requer a realizacdo de uma série
de diluicdes em série da amostra (Sutton, 2010).

Tipo de respiracao

Equacdo estequiométrica generalizada

(1) Aerdbia
(2) Desnitrificacao
(3) Reducdo de manganés
(4) Reducéao de ferro
(5) Reducgdo de sulfato

12-CH— + 150,-12C0O, + 6H,0
—CH—+ NO, + H* = CO, + %N, +H,0
—CH— + ¥%Mn (IV) +3H20 — Mn(ll)+ HCO*
—CH— + Fe(ll)+3H,0 — Fe(ll) + HCO* + 6H*
—CH— + SO,? + 5H* - CO, + H,S + 2H,0
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Os resultados mostraram que a série com nitrato foi
a que apresentou maior presenca de bolhas de gés
na superficie, fornecendo um indicativo inicial de que
alguma atividade bioldgica estava ocorrendo dentro
do frasco e como provavel resultado da formagao de
espécies gasosas e reduzidas de nitrogénio.

As séries com sulfato e ferro também mostraram
alguma aparicdo de bolhas de gas, sendo que na de
sulfato a intensidade foi um pouco maior do que na
de ferro. O gas produzido pelas BRN é principalmente
composto por CO, e N,, no caso das BRS CO, e H,S, em
quanto que as BRF inicialmente produzem bicarbonato
que s6 depois de muito tempo vai se converter em
CO,, explicando a menor quantidade de gas nos
microcosmos com Ferro (lll). Na série de controle
abiotico ndo foi observada a aparicdo de nenhuma
bolha, sendo que o aspecto permaneceu inalterado
durante todo o tempo monitorado.

Como modo de comparagéo e resumo dos resultados
dos grupos de bactérias caracterizados no trabalho
foi realizado um grafico em funcéo logaritmica das
concentracbes de bactérias encontradas para cada
experimento. Na figura 1 se encontram os resultados
para os experimentos com solo nativo contaminado
com uma mistura de compostos BTEX. De modo geral
as BRN foram predominantes no solo escolhido para
o trabalho. Por serem facultativas ndo sdo afetadas
pela presenca de oxigénio. E sdo mais facilmente
adaptaveis a diferentes mudangas ambientais. Nao
foi observada a presenca de BRS no solo nativo, por
ser estritamente anaerdbias e consequentemente
afetadas pelo oxigénio. As BRF foram detectadas no
solo original e também mostraram algum aumento ao
final da incubagéo, tal qual as BRN.

10+

mBRS
m BRN
m BRF

solo final

solo inicio
Figura 1. Quantificacdo de grupos bacterianos por NMP no
experimento de degradacao de BTEX.

Os resultados em geral mostraram que a presenca
de nitrato favorece a degradagdo dos BTEX. Tal fato
pode ser atribuido ao favorecimento termodindmico
do nitrato com um maior poder oxidante de +0,96
E°, V entre o Fe(lll) (+0,77 E°, V) e 0 SO,*(+0,17 E°, V)
(Moussavi & Ghorbanian, 2015) confirmaram que na
auséncia de nitrato como receptor de elétrons externo
se favorece o metabolismo fermentativo, enquanto
que na presenca de nitrato ocorre um metabolismo
respiratério, com taxas de remocdo bem maiores na
biodegradacdo de hidrocarbonetos totais de petroleo.
Trabalhos prévios mostraram a resisténcia do benzeno
a biodegradacéo, e também a diminuicao nas taxas de
degradacdo a partir de altas concentrac¢des iniciais do
benzeno (>100 mg kg'), mostrando toxicidade para a
microbiota e inibindo a capacidade de biodegradacao
(DOU, LIU, & HU, Anaerobic BTEX degradado in soil
bioaugmented with mixed consortio under nitrate
reduction, 2008), (Phelps & Young, 1999). No trabalho
mostrado as concentracdes iniciais do benzeno foram
baixas para evitar este efeito de toxicidade as quais
foram entre 1,3 e 5 mg kg™

Outros estudos também demonstraram uma maior
eficiéncia da degradagdo de compostos organicos
na presenca do ion nitrato, tanto em aguas como
em solos (DOU , LIU, HU, & DENG, Anaerobic BTEX
biodegradation linked to nitrate and sulfate reduction,
2008), (HU, DOU, LIU, ZHENG, & DENG, 2007), (Phelps
& Young, 1999). Neste estudo, o nitrato também
mostrou ser mais eficiente na remocdo dos BTEX, pelo
qual poderia se pensar como a melhor opc¢do para
estimular a biodegradacao destes contaminantes nos
solos. Porém, um ponto importante na questdo do
nitrato é a capacidade poluidora deste ion na natureza
(Resende, 2002). O nitrato é a principal forma de
nitrogénio associada a contaminagdo da agua. Esse
ion possui uma solubilidade elevada sendo facilmente
arrastado pelas aguas das chuvas em funcdo do
fendmeno de lixiviacdo indo, juntamente com parte
do solo para os corpos hidricos, com o agravante de
gue é fracamente ligado a matéria organica do solo
(Manahan, 2000).

5. Conclusoes

De acordo com a revisdo bibliogréafica e reflexdo do
trabalho realizado pela autora pode-se concluir a
importancia de realizar uma caracterizacdo previa
da microbiota presente no ambiente antes de iniciar
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um processo de bioremediacdo, mostrando também
a importancia da estimulacdo com o enriquecimento
de nutrientes que favorecem a bioremediagdo e
melhoram os tempos de degradacao.

No trabalho discutido foram encontradas evidéncias
que os compostos BTEX podem ser removidos do
solo estudado sob condi¢des anaerdbias em presenca
de nitrato e sulfato, enquanto que o uso de ferro
(I ndo propiciou uma diminuicdo significativa na
concentracdo dos contaminantes durante os trés
meses de incubacdo, exceto para tolueno.
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