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RESUMO

A contaminacdo de 4guas subterrineas por combustiveis/
biocombustiveis tem sido uma grande preocupagdo em paises
industrializados, principalmente no que diz respeito a sua utilizacdo para
o abastecimento ptiblico. Com isso, a identificacio das dreas
contaminadas se faz necessdria para minimizar os riscos a que estdo
sujeitos a populac@o e o meio ambiente. Neste estudo foram investigadas
oito 4reas experimentais, onde houveram liberacdes controladas de
combustiveis/biocombustiveis, com o objetivo de identificar estes focos
de contaminagdo com o uso de técnicas de biologia molecular. Foi
utilizada a reag@o em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR) para
quantificagdo de bactérias totais e comunidades especificas de
microrganismos (nitrito redutase (nirS), Geobacter, O-Proteobacteria e
Arqueas) associados aos processos de oxidacdo-reducdo da degradagdo
dos contaminantes. Anélises fisico-quimicas (BTEX, etanol, acetato,
nitrato, ferro?*, sulfato, sulfeto, metano e potencial redox) foram
comparadas as microbioldgicas. As bactérias totais tiveram uma
correlag@o positiva com as concentracdes dos substratos etanol e acetato,
mas ndao mostrou correlacdo com os hidrocarbonetos arométicos
(BTEX). Desta forma, o método de qPCR, especificamente com a
andlise de bactérias totais, é adequado para a detec¢io da presenca de
contaminacdo recente de biocombustiveis em dguas subterrineas. As
arqueas foram detectadas em locais altamente redutores, mas nio
mostrou relacdo com as andlises de metano. As comunidades
microbianas especificas, nirS e sulfato-redutoras, foram encontradas em
maiores quantidades em 4reas onde houve o decaimento dos respectivos
receptores de elétrons nitrato e sulfato. Assim como também foi
observada a relacio das comunidades microbianas especificas
(Geobacter e sulfato-redutoras) com altas concentracdes do seu
subproduto metabdlico (ferro?+ e sulfeto). Sendo assim, com a anélise
dos quatro genes filogenéticos especificos avaliados neste trabalho, é
possivel identificar o processo de biodegradagcdo que estd ocorrendo em
uma drea potencialmente contaminada. Portanto, o método molecular
(PCR) ndo se mostrou suficiente para tracar um diagndstico de dreas
contaminadas por combustiveis, mas sim como uma técnica
complementar as fisico-quimicas proporcionando respostas mais



refinadas na defini¢do do processo de oxirredugdo prevalecente, sendo
relevante na diminuicdo de incertezas no momento de tomada de
decisdo.

Palavras-Chave: Aguas Subterrineas, BTEX, Combustiveis,
Biocombustiveis, Processos de Oxidacdo-Reducdo, PCR quantitativo.



ABSTRACT

Contamination of groundwater by fuels and biofuels has been subject of
great concern. One of the main issues related to groundwater
contamination is its wuse for public supply. Therefore, water
contamination identification is needed for minimizing risks to which the
population and environment are exposed. The current work evaluated
eight experimental areas, where controlled release of fuels and biofuels
occurred, with the purpose of identifying contamination sources through
the use of molecular biology. Real-time polymerase chain reaction
(qPCR) was performed using for quantification of total bacteria and
specific microorganisms communities (nitrite reductase (nirS),
Geobacter, 0-Proteobacteria and Archaeas) which are associated with
redox degradation processes of contaminants. Chemical analysis
(BTEX, ethanol, acetate, nitrate, iron?*, sulfate, sulfide, methane and
redox potential) were compared with microbiological analysis. A
positive correlation was noticed between total bacteria and substrates
(ethanol and acetate) concentrations, but the correlation was not noticed
with aromatics hydrocarbons (BTEX). Therefore, the qPCR method,
specifically with total bacteria analysis, is suitable for detecting the
presence of biofuels in groundwater in fresh spills. Archaeas were
detected in highly reducing sites, but not related with methane analysis.
Specific microbial communities, znirS and sulfate-reducing bacteria, were
detected in high numbers in areas where the decrease of electrons
acceptor (nitrate and sulfate, respectively) concentrations was observed
over time. As well as was observed a relation between specific microbial
communities (Geobacter and sulfate-reducing bacteria) with high
concentrations of its metabolic byproducts (iron?* and sulfide). Thus,
with the phylogenetic analysis of four specific genes studied in this
work, we can identify the biodegradation process that is occurring in a
potentially contaminated area. Therefore, only the molecular method
(PCR) was not enough to draw diagnostic contaminated areas by fuel,
but rather a tool to complement physical-chemical analysis, which
provides answers more refined to define the predominant redox process,
being relevant in reduction of uncertainties at the moment of decision.

Key-words: Groundwater, BTEX, Fuels, Biofuels, Oxidation-Reduction
Processes, quantitative PCR.
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1 INTRODUCAO

Os problemas ambientais tem se tornado uma questdo cada
vez mais importante para a sociedade, visto que hd uma maior
percep¢ao da escassez dos recursos naturais e da poluicdo gerada
pelo desenvolvimento acelerado que sempre foi negligenciada. Os
compostos derivados de petréleo representam grande influéncia na
economia mundial devido a sua abundincia natural, importancia
industrial e a sua intensa utilizacdo como fonte de energia. Como
consequéncia desta demanda enérgica pelo petréleo e seus derivados,
os efeitos causados por eles sdo de grande preocupagdo ambiental e
social. Um dos mais graves impactos ambientais provocados por
derivados de petréleo estd relacionado a contaminacdo de recursos
hidricos, a qual prejudica a qualidade do corpo receptor levando a
grande preocupacdo social ja que boa parte da populagdo se abastece
destes recursos comprometidos. A contaminacdo de &guas
subterrdneas é um problema ainda mais agravante, pois se trata de
uma contaminac¢do silenciosa e invisivel proveniente, na maior parte
dos casos, de derramamentos de combustiveis armazenados em
tanques subterrdneos de postos automotivos. Além disso, muitas
vezes os pocos perfurados para captacdo da dgua subterranea ndo sio
cadastrados, o que dificulta a fiscalizacdo e o controle em casos de
poluicdo desses mananciais.

Os  hidrocarbonetos aromdticos  constituintes  dos
combustiveis, dentre eles os hidrocarbonetos monoromaticos -
benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (BTEX), sdo mais
preocupantes porque sao de trés a cinco vezes mais soldiveis que os
hidrocarbonetos de cadeia aberta e por isso possuem maior
mobilidade em dgua. Outro fator que colabora para maior parcela dos
aromdticos estarem no meio aquoso € por possuirem um menor
coeficiente de particdo octanol/dgua (Kow), o qual descreve a
tendéncia de particio de um composto entre uma fase organica e uma
fase aquosa (SCHWARZENBACH et al., 2003). Deste modo, em
caso de derramamentos, grande parte dos constituintes aromaticos
dos combustiveis derivados de petrdleo estd presente nas dguas
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subterrineas e sdo transportados, facilmente, para uma possivel fonte
de 4gua potdvel. Com isso, a identificacdo (localizag@o) das édreas
contaminadas se faz necessdrio para minimizar os riscos a que estdo
sujeitos a populacdo e o meio ambiente. Dois processos constituem a
base do gerenciamento de dreas contaminadas, sdo eles: processo de
identificacdo de dreas contaminadas e processo de recuperacdo de
dreas contaminadas. O processo de identificacdo de dreas
contaminadas tem como objetivo a localizacdo das dreas
contaminadas, e com a confirmagdo da contaminacdo, inicia-se o
processo de recuperacdo, que tem como meta a adocdo de medidas
corretivas nessas areas (CETESB, 2001).

A escolha das técnicas de investigacdo de uma 4rea
contaminada ¢ realizada em funcdo das caracteristicas especificas de
cada drea a ser estudada. Para o diagnéstico das contaminagdes, as
investigacdes podem ser conduzidas por métodos diretos e indiretos,
mas em ambos os resultados sdo sempre comparativos com marcos
que caracterizam uma normalidade ambiental (drea controle), uma
anomalia aceitdvel ou um estado critico. Os métodos diretos
normalmente utilizados sdo as andlises fisico-quimicas da &dgua
subterrinea e os indiretos sdo os geofisicos, os quais sdo realizados
com o intuito de identificar dreas contaminadas por compostos
organicos provenientes de industrias petroquimicas. Estas técnicas
sdo geralmente dispendiosas e demoradas, as quais exigem grandes
quantidades de sondagens o que demanda a construcdo de muitos
pogos de coleta de amostras no caso das andlises fisico-quimicas.

Em solos e dguas subterrdneas os decréscimos das
concentracdes dos hidrocarbonetos sdo resultantes da acdo
microbiolégica sobre estes compostos. Portanto, outra abordagem
utilizada para detectar a contaminacdo de uma drea € avaliar a
dindmica microbiana do local de interesse (YAGE, et al., 2010). A
técnica de isolamento e cultivo de bactérias em laboratdrio nio é
indicada para a identificacdo de 4reas contaminadas com
combustiveis, pois pode ser extremamente demorada e muitas vezes
insatisfatéria por ndo incluir a maioria das espécies de bactérias de
amostras de ambientes naturais. As técnicas de Biologia Molecular,
associadas ao avanco no conhecimento da Bioinformadtica, tornaram
possivel uma avaliag@o e caracterizacdo mais detalhada do ambiente.
Essas ferramentas permitem avaliar a dindmica populacional de um
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determinado ecossistema frente ao impacto causado pela presencga do
poluente e frente as diversas formas de tratamento utilizadas. Elas
apresentam uma importancia fundamental para desenvolver o
conhecimento, em nivel de microambiente, que até entdo tem sido
pouco explorada e pouco utilizada. Nos dltimos anos, o0s
pesquisadores tém apostado nas técnicas moleculares para o
monitoramento, ja que incidem diretamente sobre genes catabdlicos
que codificam enzimas especificas de degradacdo de poluentes (DA
SILVA E ALVAREZ, 2004; BALDWIN et al.,, 2003). Até o
momento, a técnica de biologia molecular tem focado na filogenia e
confiado na seqiiéncia 16S rDNA para identificar espécies
bacterianas em amostras de ambientes naturais.

Das técnicas moleculares, a andlise da Reacdo em cadeia da
Polimerase em Tempo-Real (QPCR) oferece muitas vantagens sobre
os métodos tradicionais usados para detectar populagdes especificas
de bactérias em amostras de ambientes naturais. Este método se
sobressai, pois possui alta sensibilidade e tem sido utilizado para
aumentar a quantidade de genes para deteccdo. Em métodos
quantitativos, isso acontece quando ocorre a amplificagdo do DNA
alvo a uma concentragdo suficiente para permitir a detec¢do. Outras
caracteristicas favordveis da PCR em Tempo-Real incluem a alta
especificidade, uma anélise relativamente rdpida e precisdo no
complexo de DNA a ser amplificado. Contudo, a PCR também tem
limitagdes, como a necessidade de conhecer a seqiiéncia de DNA a
amplificar para que possam ser sintetizados os iniciadores!
especificos. Outra desvantagem ¢é a possibilidade de ocorrer a
contaminacdo da amostra por um DNA estranho (uma vez que se
trata de uma técnica muito sensivel).

Neste contexto, este trabalho propde o biomonitoramento
molecular como alternativa aos métodos quimicos convencionais
para identificar a presenca de combustiveis em subsuperficie. Em
virtude da sua morosidade e, evidentemente, do custo das analises
fisico-quimicas, a biologia molecular foi usada para avaliar se esta
técnica pode ser utilizada na identificacdo de fontes de contaminagdo
durante a investigacdo de dreas impactadas por petréleo e seus

! Iniciadores ou primers sdo pequenas sequéncias de nucleotideos que hibridiza no inicio
da sequéncia do DNA alvo que se deseja amplificar e da qual ele é complementar.
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derivados e também na elucidacdio dos principais processos de oxi-
reducdo responsdveis pela biodegradacdo proxima as fontes de
contaminacdo. Além disso, ela serd usada para investigar a influéncia
dos combustiveis nas comunidades microbianas nativas de um local,
em funcdo das modificacdes de quantidade e diversidade dos
microrganismos. Portanto, foi utilizado o método de PCR em Tempo-
Real para identificar e quantificar as comunidades microbioldgicas
existentes em dguas subterrdneas contaminadas com hidrocarbonetos
de petréleo.

1.1 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Identificar contaminacdes por combustiveis e biocombustiveis
em 4guas subterrineas através de técnicas da biologia molecular.

1.2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar a influéncia da presenca dos poluentes BTEX e dos
biocombustiveis na produciao de biomassa microbiana préximo a
fontes de contaminagao;

2) Identificar os grupos de bactérias mais relevantes presentes em
locais contaminados por combustiveis/biocombustiveis;

3) Identificar o processo de oxidag¢do-reducdo predominante em
dguas  subterrineas  contaminadas por  combustiveis/
biocombustiveis;

4) Comparar a identificagio de dguas subterrineas contaminadas
por combustiveis/biocombustiveis através das andlises fisico-
quimicas e através das andlises de biologia molecular.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TECNICAS DE INVESTIGACAO DE CONTAMINACOES EM
AGUAS SUBTERRANEAS

Os compostos derivados de petréleo tém sido misturados com
biocombustiveis como o etanol e o biodiesel, para atingir os
requerimentos exigidos pela legislacdo e diminuir as emissdes de
CO;. O uso de biocombustiveis, como etanol e biodiesel, como
aditivo nos combustiveis fosseis € uma das politicas mundiais que
tem sido adotada para atender as exigéncias ambientais. Apesar do
avan¢o ambiental do uso destes biocombustiveis no que diz respeito
a diminui¢do da emissdo de gases que contribuem para o efeito
estufa melhorando assim a qualidade atmosférica, a sua adi¢cdo na
gasolina ou diesel torna a questdo bem mais complexa em ambientes
subterraneos. Os hidrocarbonetos aromadticos, benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos, (BTEX) constituintes dos combustiveis sdo
uma preocupacdo particular quando contaminam 4dguas subterrineas
devido a alta solubilidade e mobilidade destes compostos. Outra
caracteristica preocupante € a estabilidade destes contaminantes
provocada por seus anéis benzénicos, o que dificulta seus processos
de degradacdo, além de serem altamente toxicos e com propriedades
carcinogénicas (MEHLMAN, 1992). Com isso, o gerenciamento das
dreas contaminadas se faz necessdrio para minimizar os riscos a que
estdo sujeitos a populacdo e o meio ambiente. Dois processos
constituem a base do gerenciamento de dreas contaminadas, sdo eles:
processo de identificacdo de dreas contaminadas e processo de
recuperacdo de dreas contaminadas. O processo de identificacdo de
dreas contaminadas tem como objetivo a localizacdo das dreas
contaminadas, e com a confirma¢do da contaminacdo, inicia-se o
processo de recuperacdo, que tem como meta a adocdo de medidas
corretivas nessas areas (CETESB, 2001).

Um dos desafios nas atividades voltadas para a protecdo
ambiental consiste na avaliagdio da extensdo, dindmica e
concentracdo das contaminagdes provocadas por esses vazamentos
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de tanques de combustiveis derivados do petrdleo. A forma como os
poluentes interagem com o fluxo fredtico, com os argilo-minerais e
com a matéria organica presente no solo é complexa do ponto de
vista fisico e quimico. Além disso, sendo contaminantes organicos,
estes sdo modificados em funcdo de agdes microbioldgicas que
alteram o comportamento e a estrutura dos contaminantes ao longo
do tempo. Desta forma, o profissional que investiga uma drea
potencialmente contaminada por hidrocarbonetos com essas
caracteristicas se depara com um problema multidisciplinar que
exige o dominio dos processos fisicos, quimicos e bioldgicos que
estdo associados.

Para o diagnéstico das contaminagdes, as investiga¢des podem
ser conduzidas por métodos diretos e indiretos, mas em ambos os
resultados sd3o sempre comparativos com marcos que caracterizam
uma normalidade ambiental, uma anomalia aceitdvel ou um estado
critico. H4 vérias abordagens propostas de monitoramento e
investigacdo de dguas subterrdneas contaminadas com derivados de
petréleo. Entre elas inclui a medicdo fisico-quimica de diferentes
metabdlitos no aqiiifero, modelagem numérica, ou fracionamento de
is6topos de carbono estdvel de carbono orgénico dissolvido ou
hidrocarbonetos residuais. Outra abordagem ¢é mostrar que uma
comunidade microbiana nativa inclui bactérias capazes de degradar
0os contaminantes, e que estas sdao enriquecidas em zonas
contaminadas (BELLER et al., 2002). Neste caso, técnicas baseadas
em dcidos nucléicos sdo preferidas para este acompanhamento
quando comparadas com o isolamento e o cultivo de bactérias.

2.1.1 Técnicas moleculares: Biomarcadores

Investigagdes de populagdes microbianas e suas atividades
tém cada vez mais necessitado do desenvolvimento e utilizacdo de
métodos de culturas independentes. Com rdpidos procedimentos
moleculares como, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
Desnaturacdo ou Gradiente de Temperatura em Eletroferese de gel
(denaturing or temperature gradient gel electrophoresis, DGGE ou
TGGE), Microarrays, Hibridacdo in situ com fluorescéncia (FISH),
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Stable Isotopic Probing (SIP) e outros, pode ser possivel obter uma
avaliacdo abrangente da composi¢do e estrutura das comunidades
microbianas.

A deteccdo e hibridizacdo de seqiiéncias de 4cidos nucléicos
especificos usando sondas (probes) especificas é uma abordagem
considerdvel para a identificacdio de microrganismos em amostras
ambientais. A deteccdo de genes filogenéticos e catabdlicos em
amostras ambientais € baseada em um conjunto de diferentes
abordagens genOmicas. As sondas podem ser empregadas para
determinar a diversidade genética global, a associacdo de gene
dominante e ativo, e a densidade e freqiiéncia de linhas de genes
especificos necessdrios para degradar um composto alvo em um local
(MANEFIELD et al., 2004). Por causa da posicdo chave das
oxigenases durante a degradacdo aerdbia dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaéticos (HPAs) e dos BTEX, assim como da
benzilsuccinato sintase (BSS) para a degradacdo anaerdbia do
tolueno e xileno, os genes que codificam essas enzimas tem sido
usado como foco para detectar a presenca de degradadores de
hidrocarbonetos e para construir sondas de genes especificos. Uma
vez que uma sonda foi desenvolvida ela pode se expandir para
muitos usos.

O método conhecido como SIP (Stable Isotopic Probing) pode
ser utilizado no monitoramento da biodegradacdo in sifu de um
composto. O SIP envolve o monitoramento de 4tomos is6topos
estdveis de substratos particulares dentro de componentes de células
microbianas. Os componentes de célula informativos usados na
microbiologia ambiental sio DNA, RNA e fosfolipideos de acidos
graxos (PFLAs) (MANEFIELD et al., 2002). Jeon et al. 2003
realizou a marca¢io do 13C do naftaleno de um local contaminado
para tracar o fluxo do carbono poluente na comunidade microbiana
natural. Eles conseguiram documentar a evolu¢do do 13CO2,
identificar o grupo taxondmico envolvido no metabolismo do
naftaleno acrescentado e isolar uma bactéria ainda ndo descrita, cepa
CJ2, intimamente relacionada a Polaromonas vacuolata. Esta cepa
propiciou a descoberta da seqiiéncia do gene dioxigenase (nahAc)
responsdvel pela biodegradacdo do naftaleno in sifu. Radajewski et
al. (2000) demonstraram que o DNA marcado com o is6topo estdvel
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pode ser isolado de comunidades microbianas mistas, com base no
aumento da densidade associado com o enriquecimento isotopico.

Uma técnica molecular alternativa € o uso de biomarcadores
especificos para identificacdio de bactérias ou atividade de genes
especificos. Um biomarcador é definido como uma seqiiéncia de
DNA, introduzida em um organismo, o qual confere um genétipo ou
fendtipo distinto para permitir o acompanhamento em um
determinado ambiente. Genes marcadores bioluminescentes,
fluorescentes e cromogénicos, como os genes [uxAB (luciferase
bacteriana), gfp (Green fluorescent protein, GFP), e xylE (catecol 2,3
oxigenase) sdo exemplos de biomarcadores promissores (JANSSON,
2003). O GFP foi usado para identificar diferentes isolados
ambientais de Mycobacterium capazes de degradar HPAs.
Microscopia a laser foi usada para analisar GFP e sinais fluorescentes
derivados do HPA e permitiu que a bactéria fosse visualizada em
associac@o com os substratos (WATTIAU et al., 2002).

2.1.1.1 Rea¢do em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da Polimerase tem a habilidade de
produzir milhdes de cdpias de uma porcdo de um gene ou de um
gene inteiro desejado dentro de 3 a 4 horas. Este ¢ o método mais
utilizado para o gene 16S rRNA, o qual identifica e quantifica
“sequencias-alvo” das células microbianas de amostras de solo e de
dgua (WILSON et al., 1999). O processo de multiplicacdo da regido
cromossdmica de interesse, chamado de amplifica¢do, é dependente
da extracdo e purificacdo dos 4cidos nucléicos das amostras de
ambientes naturais. Na extragdo, pode acontecer um tratamento
severo danificando o DNA; e uma ineficiente purificacdo
compromete a amplificacdo devido a presenca de dcidos hdmicos,
material organico ou pequenas particulas que contaminam o DNA
(MALIK et al., 2008).

Para a deteccdo de organismos ou genes de ambientes
contaminados, duas variantes da técnica de PCR sao usadas, PCR
simples e PCR muiltiplo. O simples usa um par de iniciadores em
uma Unica reacdo de amplificacdo, enquanto a técnica de PCR
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multipla utiliza numerosos pares de iniciadores simultaneamente
para amplificar vdrios genes em uma Unica reacdo
(MARKOULATOS et al., 2002). Embora a PCR mudltipla possa
economizar tempo e recursos na deteccdo de microrganismos ou de
genes envolvidos em biodegradacdo, a sua aplicagdao bem-sucedida
depende da combinacgdo de vérios pares de iniciadores serem capazes
de executar em uma unica reac¢do. Baldwin et al. (2003) conduziram
um estudo para desenvolver procedimentos para a PCR multipla para
quantificar os genes catabdlicos aromdticos de amostras ambientais.
Testaram combinag¢des de conjuntos de iniciadores utilizando a
técnica de PCR miultiplo para detec¢do dos genes naftaleno
dioxigenase, bifenil dioxigenase, tolueno dioxigenase, xileno
dioxigenase, fenol dioxigenase e anel-hidroxilado tolueno
monooxigenase. A combinacdo dos iniciadores PHE/NAH, TOL/
TOD, e BPH2/BPH4, correspondentes aos genes ja citados,
permitiram uma confidvel deteccdo nos experimentos com PCR
multipla.

Outra variante desta técnica molecular ¢ a PCR em Tempo-
Real, a qual pode simultaneamente detectar e quantificar o produto
amplificado enquanto a reagdo ainda acontece. A PCR em Tempo-
Real envolve o uso de marcadores fluorescentes para quantificar o
produto no fim da cada ciclo de amplificacio (SALEH-LAKHA et
al., 2005). Virias etapas subseqiientes sdo efetuadas pelo detector
térmico e um resultado quantitativo é processado pelo computador
(BUSTIN, 2000). Beller et al. (2002) utilizaram o método de PCR
em tempo real para monitorar a degradacdo anaerdbia do tolueno
através da quantificacdo do gene bssA. O estudo foi realizado em
microcosmos inoculado com sedimentos de agqiiiferos e incubado
anaerobicamente com BTEX e nitrato na presenga e na auséncia de
etanol. No microcosmo que houve a mais rdpida degradacdo do
tolueno foi encontrado o maior nimero de copias bssA. Portanto, o
maior nimero de cépias de um gene catabdlico dentro de uma drea
contaminada, em comparacdo com aqueles em locais ndo
contaminados, pode ser usado como evidéncia da atenuacdo natural
ou da eficdcia de uma biorremediagao.

O desenvolvimento de iniciadores tem permitido detectar e
quantificar em amostras ambientais a presenga de genotipos
especificos, assim como o bssA, que codificam etapas chaves da
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biodegradacdo dos HPAs e BTEX (BALDWIN et al., 2003). Por
exemplo, seqiiéncias do gene nid que codificam grandes (nidA) e
pequenas subunidades (nidB) do sistema das oxigenases foram
usadas para criar uma sonda para deteccio de micobactérias
degradadoras de HPA em solos submetidos a biorremediacdo (HALL
et al., 2005). No estudo de mesocosmos in situ de Hendrickx et al.
(2006) foi examinado o efeito da pluma de contaminantes BTEX na
dindmica da comunidade bacteriana do proprio agqiiifero e na
dindmica de gendtipos catabdlicos especificos. Houve uma rédpida
colonizacdo pelas Pseudomonas spp. no material aqiiifero a jusante
da drea contaminada, e esta nova comunidade permaneceu estdvel
durante um periodo de tempo prolongado. A comunidade na 4rea
contaminada foi especialmente caracterizada pelo aparecimento de
xyIM/xylE1-(C230), enquanto que uma drea ndo contaminada,
apenas rmoA foram detectadas. Em 2006, Hendricks et al. testou
novos conjuntos de iniciadores e observou que enquanto xyIM e
xylE] foram apenas encontrados em amostras contaminadas, tmoA
foi detectado em amostras contaminadas e nido contaminadas.
Técnicas de PCR competitivo quantitativo foram usadas em regides
conservativas do gene Catechol 2.3-Dioxygenase (C230) e
permitiram enumerar seus nimeros de cdpias de gene e correlacionar
suas relativas abundancias com o nivel de poluente. Os genes C230
foram enumerados por esta técnica com o competidor 163-bp em um
solo alterado com petréleo usando o mesmo iniciador. A seqiiéncia
alvo e o concorrente tiveram amplificacdo cinética idéntica
(MESARCH et al., 2000).

Quando se faz este tipo de anélise, de DNA, a informacgado
obtida se restringe a presenca ou auséncia do gene no local desejado.
Para saber se este determinado gene estd sendo expresso necessita-se
de uma andlise do RNAmensageiro da amostra desejada através da sua
transcrigdo. Apesar das dificuldades de extrair um RNA purificado
em suficiente rendimento de amostras ambientais para subseqiientes
manipulacdes e andlises, uma variedade de métodos desenvolvidos
para extracdo de RNAm ji estdo disponiveis para detectar a
expressdo do gene. Muitos fatores ambientais podem ativar ou
reprimir a expressdo de um gene e conseqiientemente modular a
atividade microbiana. A influéncia de agentes que aumentam a
biodisponibilidade dos HPAs na expressdo do gene catabdlico nahAC
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foi estudado pela ensaio RT-PCR para avaliar a regulacdo do gene
nahAC durante a degradacdo do fenantreno. A expressdo do gene foi
determinada com sucesso pela extracio do RNAm bacteriano
seguido da amplificacdo do gene nahAC (RT-PCR). O gene rpoD, o
qual codifica o fator sigma “housekeeping” para a iniciagdo da
transcri¢do, serviu como controle para avaliacdo/interpretacdo da
expressdo do gene catabdlico nahAC. Com a expressio do gene
controle, mudangas temporais na expressdo do gene nahAC foram
mostradas quando o fenantreno foi degradado (MARLOWE et al.,
2002). Assim, a expressdo do gene controle pode permitir a deteccao
de mudangas sutis na expressdo de genes de degradacdo, por causa
das mudangas temporais na fisiologia celular ou mudancas na
toxicidade associada com a acumulacdio de metabdlitos
intermedidrios.

Dentro deste contexto as vantagens para o uso da técnica de
PCR quantitativo em tempo real para biomonitoramento molecular
na investigacdo e caracterizacido de dreas impactadas por derivados
de petréleo sdo: praticidade da andlise, estabilidade da molécula de
DNA (ao contrdrio do RNA), alta resolucdo de detecgdo, alta
especificidade, além de ser uma andlise que fornece uma resposta
rdpida. Porém, € necessdrio o conhecimento da sequencia-alvo do
DNA dos microrganismos que se deseja detectar. As técnicas
moleculares devem focar em genes catabdlicos que codificam
enzimas especificas degradadoras de poluentes e/ou em genes
filogenéticos associados 4 biodegradacdo. Portanto, durante a
investigacdo de subsuperficies contaminadas por combustiveis é de
fundamental importancia a compreensdo em nivel de microambiente,
que envolve os processos de degradacdo destes poluentes.
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2.2 DEGRADACAO MICROBIANA ANAEROBIA DOS
HIDROCARBONETOS

Contaminagdes por BTEX s@o preocupantes pela alta
toxicidade e solubilidade destes compostos que causam a rdpida
introdugdo destes no aquifero. Pesquisas anteriores confirmam que os
BTEX podem ser degradados por microrganismos aerobicamente.
Até hoje, microrganismos aerdbicos degradadores de benzeno, por
exemplo, e suas rotas da biodegradacdo ji foram bem documentadas
por SMITH (1990). Porém, devido a baixa quantidade de oxigénio
dissolvido e a baixa difusdo do oxigénio na subsuperficie, estes
organismos rapidamente esgotam o oxigénio. Este fendmeno sugere
que a biodegradacdo anaerdbia seja mais atrativa em ambientes
subterrdneos. Técnicas de monitoramento molecular baseadas na
sequéncia 16S rDNA tem sido amplamente empregada para
identificar membros de comunidades microbianas sem o isolamento
de espécies individuais em culturas puras.

No mecanismo de ag¢do dos microrganismos sob o0s
contaminantes BTEX ocorrem reacdes de oxidacdo-reducdo. Através
destas reagdes ocorre a transferéncia de elétrons, envolvendo a perda
de elétrons de um grupo de compostos, denominado de doador de
elétrons, para outro, receptor de elétrons. Estas reacdes ocorrem
concomitantemente e a troca de elétrons resulta em uma quantidade
de energia liberada (energia livre de Gibbs, AG). Esta energia
liberada € utilizada pelos microrganismos como fonte de energia para
seu crescimento, mas dependendo das reacdes (dos compostos
envolvidos) esta quantidade de energia varia, sendo mais ou menos
favordvel a célula microbiana. Os hidrocarbonetos de petréleo
presentes no solo e dguas subterraneas se encontram em um estado
reduzido, com isso eles atuam como a fonte de elétrons e se tornam
um composto oxidado. Enquanto isso, compostos como oxigénio,
nitrato, ferro férrico (ferro3+), sulfato e o diéxido de carbono se
encontram na natureza na forma oxidada e por isso recebem os
elétrons transformando-se em compostos reduzidos. Portanto, os
microrganismos utilizam os compostos na forma oxidada como
receptores de elétrons na sua cadeia respiratéria (energia), os
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compostos reduzidos como fonte de carbono e o resultado € a
oxidacdo do composto de interesse, poluentes organicos, e
subprodutos metabdlicos (CHAPELLE, 2001).

As reacdes de oxirredugdo e a acdo dos microrganismos sao
regidas pelas leis da termodinamica. Desta forma, os microrganismos
utilizam preferencialmente os receptores de elétrons que fornecem
mais energia ao seu metabolismo respiratério, o que influencia
diretamente da taxa de degradacdo dos compostos organicos. A
energia livre de Gibbs determina a ordem de utilizagdo dos
receptores de elétrons, sendo aqueles que as reacdes resultam em um
AG mais negativo, os mais favordveis. Na oxida¢do da matéria
orginica em ambientes subterrineos a sequéncia de utilizacdo dos
receptores de elétrons, seguindo os valores da energia livre de Gibbs
é O NO3> Fe3> S042> COz, mostrado na Figura 1
(CHRISTENSEN et al., 2000). Portanto, na degradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo encontrados em &4guas subterraneas as
reacdes de oxirredugdo apresentam uma ordem de ocorréncia e de
eficiéncia, em fungdo de sua energia liberada a célula microbiana,
sendo ela: respiracdo aerdbia, desnitrificacdo, redu¢do do manganés,
ferro-reducdo, sulfato-reducdo e metanogénese (Figura 1). Porém,
apesar da taxa de degradacdo utilizando o oxigénio ser mais alta do
que as demais, a biodegradacio anaerébia € o mecanismo
determinante na elimina¢do de hidrocarbonetos de petréleo em
aqiifferos, pois condi¢des anaerdbias se formam rapidamente sob a
pluma de contaminantes. Quando ocorre a contaminago,
primeiramente hd uma alta demanda de oxigénio dissolvido que leva
a rdpida deplecdo do oxigénio no ambiente e entdo os processos de
biodegradacdo anaerdbios sdo prevalecentes. Contudo, em casos
reais, a ordem das reagdes ndo acontece de modo consecutivo, elas
dependem das condi¢des do meio como pH, temperatura, potencial
de oxidagdo-reducdo (ORP) e principalmente a disponibilidade dos
receptores de elétrons no ambiente. H4 que se considerar também a
simbiose dos organismos e a concomitancia das reagdes jd relatada
por vdrios autores (CHAPELLE et al., 2002; BORCH 2010).
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Figura 1 - Ordem de utilizagdo de receptores de elétrons em uma aqiiifero
contaminado por hidrocarbonetos de petréleo
Fonte: Lovley (2001) - Adaptado.

O potencial de oxidacdo-reducdo (ORP) é um parametro
importante e também definitivo na realizagdo dos processos de
biodegradacdo (En?). Este pardmetro representa a medida de
afinidade por elétrons, ou seja, a tendéncia de uma solu¢do em aceitar
ou transferir elétrons (NELSON e COX, 2000). Quanto mais positivo
€ o ORP, significa a presenca de maiores quantidades de agentes
oxidantes (receptores de elétrons), o que mostra alta capacidade de
receber elétrons (afinidade por elétrons), definindo o meio como um
ambiente oxidante. Na medida em que os hidrocarbonetos sdo
liberados na dgua subterrdnea a carga orginica no local aumenta
gerando um acelerado metabolismo microbiano, o qual utiliza os
receptores de elétrons e nutrientes, tornando o meio mais redutor,
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com valores de ORP mais negativos. Estas condicdes do meio se
tornam desfavordveis para alguns grupos de microrganismos, por
exemplo, os estritamente aerébios, selecionando apenas aqueles que
resistem 2 este estado de oxidacdo. E importante ressaltar a relacio
do ORP com a energia livre de Gibbs liberada, visto que valores
positivos de potencial redox correspondem a um valor negativo de
Gibbs (processos termodinamicamente mais favordveis), enquanto
que em ambientes altamente redutores (ORP negativo) corresponde
as reagOes desfavordveis, ou seja, com energia de Gibbs positiva
(Figura 2).
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Figura 2 - Correlagdo entre os potenciais de oxidagdo-redugdo e a
quantidade da energia livre de Gibbs; e caracterizagdo das faixas de ORP
correspondentes aos processos de oxi-redugao

Fonte: Stumm e Morgan (1981).

As reacdes de oxi-reducdo com os diferentes receptores de
elétrons ocorrem em uma determinada faixa de potencial redox, que
varia de -400 a 800 mV em 4guas subterraneas (WIEDEMEIER et
al., 1999). Stumm e Morgan (1981) consideraram reacdes em pH 7 e
temperatura a 25°C, na caracterizacdo sequencial de potenciais de
oxidacdo-redu¢do (Figura 2), o qual auxilia na delimitacdo de zonas
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oxidantes e redutoras nas dguas subterrineas. Edmund et al. (1984)
propuseram uma sequéncia destes processos com 0S seguintes
intervalos: oxigé€nio-nitrogénio, ferro, sulfato e metanogénese. Os
potenciais correspondentes a esses intervalos eram respectivamente:
(+) 250 mV a (+) 100 mV, (+) 100 mV a zero mV, zero a (-) 200 mV
e abaixo de (-) 200 mV. Portanto, a avaliacdo do ORP em d4guas
subterrineas pode indicar uma contamina¢do e dependo do valor
encontrado, supor o processo de biodegradagcdo predominante.

Os processos de biodegradacdo, além de serem indicados pela
medi¢cdo do decaimento na concentracdo de receptores de elétrons ou
por valores de ORP, eles também podem ser investigados pelo
acimulo dos subprodutos gerados a partir do metabolismo
microbiano. Estes compostos s3o os chamados indicadores
geoquimicos da biodegradagdo. Os indicadores podem ser compostos
organicos mais simples (intermedidrios) resultante da oxidacdo dos
hidrocarbonetos, ou compostos inorganicos reduzidos a partir da
reducdo dos receptores de elétrons. Os compostos organicos
intermedidrios da biorremediacdo dos hidrocarbonetos sdo muito
utilizados como indicadores da biodegradacdo. O benzilsuccinato,
por exemplo, pode ser usado como indicador da atividade microbiana
utilizando BTEX como substrato. No estudo de campo de um
aqiiiffero em Seal Beach, CA, Beller et al. (1995) observaram o
comportamento de um grupo de compostos incluindo d4cido
benzilsuccinico, 4cido benzilfumérico (ou seus isdmeros
relacionados), e os homdlogos o-, m-, e p-metil destes compostos.
Uma forte correspondéncia foi observada entre o desaparecimento
dos alquilbenzenos da 4gua subterrdnea e o aparecimento dos
subprodutos metabdlicos correspondentes. Estes metabdlitos foram
propostos como indicadores do metabolismo anaerébio dos
alquilbenzenos de agqiiifferos contaminados com gasolina. Os
processos de oxidagc@o anaerdbia de compostos organicos podem
ocorrer através de processos metabdlicos de fermentagdo, com
auséncia de receptores de elétrons externos. Na presenga deles
(oxigénio, nitrato, ferro (IIT), manganés, sulfato) ocorre o processo
de respiracdo através da cadeia transportadora de elétrons
(CHERNICHARO, 1997). O subproduto metabdlico ¢ diferente para
cada via respiratdria, de acordo com o receptor de elétrons utilizado,
assim como para a via fermentativa.
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2.2.1 Nitrato-reducao

Sob condi¢des anaerdbias, a nitrato-redugdo € favorecida em
relacdo a ferro reducdo, sulfato-redu¢cdo e metanogénese, visto que o
nitrato € o receptor de elétrons mais energeticamente favordvel
depois do oxigénio. A desnitrificacdo ocorre em duas etapas: na
primeira o nitrato (NOs) € reduzido a nitrito através da enzima
especializada, nitrato redutase; na segunda, o nitrito € reduzido em
nitrogénio gasoso (N2), envolvendo compostos intermedidrios
contendo nitrogénio (CHAPELLE, 2001). A redug¢do do nitrito a NO
¢ realizada pela enzima nitrito redutase (Nir), a qual é uma das
enzimas chave no processo de desnitrificacdo. Nos sistemas
anaerdbios, onde o nitrato € o principal receptor de elétrons, o NO3- é
reduzido para N», e a concentracio de NO3- decresce. Desta forma, a
deteccio de baixas concentragdes de nitrato em uma drea
contaminada na qual este receptor jd esteve presente pode indicar
processos de biodegradagdo dos poluentes através da nitrato-reducéo.
No entanto, é necessdrio muito critério e rigor no momento de
assumir a nitrato-reducdo como um processo de biodegradacdo dos
contaminantes, pois algumas das mais importantes reacdes mediadas
por bactérias em solos sdo as que envolvem os compostos do
nitrogénio (N). O nitrato pode ser usado apenas como fonte de
nutriente e, na verdade, estar ocorrendo outro processo de oXi-
reducdo, utilizando outro receptor de elétron como fonte de energia
na degradacdo de poluentes. O subproduto metabdlico nitrito € dificil
de ser detectado, devido a sua instabilidade no meio, pois logo apds
sua producdo a partir do nitrato, ele é metabolizado pela nitrito
redutase.

As bactérias desnitrificantes so filogeneticamente diversas, e
pertencem aos principais grupos fisiolégicos com excecdo dos
Enterobacteriaceae, anaerdbios estritos, e as bactérias gram-positivas
que ndo Bacillus spp. As bactérias desnitrificantes sdo anaerdbias
facultativas e podem trocar do oxigénio para 6xidos de nitrogé€nio
como receptores de elétrons quando se encontram em condig¢Oes
andxicas. Os microrganismos desnitrificantes manifestam a enzima
nitrito redutase (Nir), a qual é codificada por dois diferentes genes,
nirS e nirK. O primeiro € mais amplamente distribuido, enquanto
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nirK é encontrado em apenas 30% dos organismos estudados até o
momento (COYNE et al., 1989). O gene nirS ja foi identificado em
algumas cepas de bactérias, tais como: Alcaligenes eutropus,
Alcaligenes  faecalis,  Azospirillum  brasilense,  Paracoccus
denitrificans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri,
Roseobacter denitrificans, Alcaligenes eutrophus (BRAKER et al.,
1998).

2.2.2 Ferro(IlI)-reduciao

A reducdo do ferro (III) a ferro (II) é uma das mais
significativas mudancas quimicas que ocorre em ambientes
subsuperficiais. Este processo € mediado por microrganismos
conhecidos como bactérias ferro-redutoras (BRF) e pertencem a
familia Geobacteraceae, a qual é um grupo abundante na
subsuperficie e sdo filogeneticamente e metabolicamente diversos,
unificados pela habilidade de oxidar matéria orginica pela reducdo
de metais oxidados (LOVLEY, 1995; LOVLEY, 2002). O estudo de
Kane et al. (2002), por exemplo, demonstrou que cepas de Geobacter
metallireducens possui o gene bssa, o qual codifica a enzima
benzilsucsinato sintase responsdvel pela primeira etapa de
degradacdo anaerdbia do tolueno (Figura 3). Este foi o primeiro
organismo estudado que apresenta a completa oxidacdo de
compostos organicos utilizando 6xidos de ferro (III) como receptor
de elétrons (LOVLEY et al., 1989). Além disso, estes
microrganismos s3ao gram-negativos, estritamente anaerdbios e
também possuem a habilidade de utilizar nitrato e outros metais,
como Mn (IV) e U (VI), como receptor de elétrons (LOVLEY,
1993). Esta caracteristica fornece ao género Geobacter maiores
possibilidades de utilizacdo dos compostos biodisponiveis no meio e
por isso maior competitividade frente as outras comunidades
microbianas, que muitas vezes sdo capazes de utilizar somente um
determinado receptor de elétrons. Por causa de suas capacidades
diversas, as bactérias ferro-redutoras t€m sido propostas como
agentes biorremediadores para locais andxicos contaminados
(LOVLEY, 2002).
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Figura 3 - Primeira etapa de degradagdo anaerobia do tolueno
Fonte: Heider et al. (1998).

O principal subproduto metabdlico mensurdvel que apresenta
aumento em sua concentracdo dissolvida em dreas com
derramamento de combustiveis em que ocorre a ferro-reducdo € o
ferro ferroso. O ferro na forma reduzida (ferro II) € mais soldivel e
moével do que na forma oxidada (ferro III), por isso este ¢é
normalmente o composto utilizado como indicador de uma
biorremediacdo. O actimulo de ferro ** ¢ também diretamente
influenciado pela presenca de sulfato, visto que quanto mais se tem
sulfato que se reduz a sulfeto, mais se tem sulfeto livre disponivel
para reagir com Fe?+ dissolvido para a precipitagio do FeS
(ROYCHOUDHURY e MERRETT, 2006). Por isso, para a
determinacdo do processo de oxi-reducdo atuante na biodegradacdo
dos hidrocarbonetos € importante verificar a disponibilidade dos
receptores disponiveis juntamente com os subprodutos metabdlicos
formados.

2.2.3 Sulfato-reducio

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) compreendem em
varios grupos de bactérias, estritamente anaerdbios, que utilizam o
sulfato como receptor de elétrons, reduzindo-o a sulfeto. A maioria
das BRS também podem utilizar compostos de enxofre oxidados tais
como o sulfito e o tiossulfato ou enxofre elementar. Estes
microrganismos encontram-se em vdrias linhas filogenéticas, trés
ordens das quais se incluem na subunidade delta das Proteobacterias,
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como Desulfobacterales, Desulfovibrionales e Syntrophobacterales.
A subunidade & é uma classe do filo Proteobacterias composto por
bactérias gram-negativas e um grupo de gé€neros estritamente
anaerobios que contém a maior parte das redutoras de sulfato
(Desulfovibrio, Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfonema, etc.) e
das bactérias redutoras de enxofre (por exemplo, Desulfuromonas)
juntamente com outras bactérias anaerdbias com diferente fisiologia
(por exemplo, redutoras de ferro férrico como o género Geobacter e
os géneros sintréficos Pelobacter e Syntrophus) (MADIGAN e
MARTINKO, 2005). A proximidade filogenética destes grupos de
microrganismos pode ser melhor observada na Figura 4, a qual
representa as subdivisdes do filo Proteobacterias, e a distancia
evoluciondria entre algumas espécies da subunidade delta.
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Fixed Mutations per Sequence Position
Figura 4 - Arvore filogenética representando as subdivisdes do filo
Proteobacterias em bactérias gram-positivas, a-Proteobactérias, y-
Proteobacterias e b-Proteobacterias
Fonte: Lovley et al. (1993).

Pelo fato das bactérias sulfato-redutoras serem organismos
filogeneticamente proximos das redutoras de ferro, estas possuem
caracteristicas taxondmicas e metabdlicas parecidas, assim como
rotas de biodegradagdo semelhantes. Isto ji4 foi reportado que a
espécie Geobacter metallireducens e seu “parente” mais proximo,
Desulfuromonas acetoxidans, que oxida o acetato a didxido de
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carbono pelo ciclo do d4cido citrico, enquanto a maioria dos
microrganismos estritamente anaerdbios que oxidam o acetato ndo
utiliza esta rota (THAUER, et. al., 1989). No entanto, um importante
contraste entre o género Geobacter e as sulfato-redutoras € a que
bactérias Geobacter ndo conseguem utilizar o sulfato ou enxofre
como receptor de elétrons.

Em ambientes subterraneos, o sulfato sé serd o receptor de
elétrons termodinamicamente mais favordvel apds a utilizagdo do
nitrato e do ferro (III) durante a biodegradac@o anaerdbia da matéria
organica (ATLAS ¢ BARTHA 1987; WEIDEMEIER et al., 1999).
Além disso, o sulfato € um receptor de elétrons menos competitivo
que os demais por seu baixo rendimento energético e a ocorréncia da
sulfato-reducdo exigir baixissimos valores de potencial de
oxirredugdo. Diversas fontes de carbono podem cumprir o papel de
doadores de elétrons na sulfato-reducdo. Em estudos de laboratdrio
no qual foi feita a comparacdo entre diferentes fontes de carbono
para a sulfato-reducdo, Bryant et al. (1977) observaram que o etanol
(comparado ao acetato e ao lactato) foi o que se mostrou mais eficaz
como fonte de carbono, j4 que incentivou a sulfato-reducdo e o
crescimento bacteriano. Mackay et al. (2007), em experimento de
campo utilizando o éter metilterc-butilico (MTBE em inglés), no
qual foram injetadas solu¢des contendo benzeno, tolueno e o-xileno e
etanol, observaram que a sulfato-reducdo foi responsdvel pela
biodegradacdo do etanol.

2.2.4 Metanogénese

A degradacdo metanogé€nica de materiais orginicos € um
processo que ocorre em ambientes anaerdbios, onde receptores de
elétrons inorganicos, como oxigénio, nitrato, ferro, manganés e
sulfato, sdo ausentes. O acetato € um dos mais importantes
intermedidrios da biodegradacdo anaerébia e ¢ utilizado na
metanogénese para mineralizacdo de materiais organicos (HATTORI,
2008). A metanogénese € um processo de respira¢do onde o carbono
presente tanto na forma de acetato (CH3COO-) quanto diéxido de
carbono (COy) € utilizado como receptor final de elétrons, obtendo-se
como produto final o gds metano (CH4) (CHAPELLE, 1993). Desta
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forma, um indicativo da biodegradacdo de compostos organicos em
condicdes anaerdbias é o acimulo de acetato no meio. Além disso,
em ambientes subterrineos contaminados com hidrocarbonetos a
possibilidade da ocorréncia da metanogénese € suportada pelas
medidas do potencial de oxirredugdo e pelo aumento da concentra¢do
de metano.

Para a completa mineralizacdo da matéria orginica para
metano sdo necessdrios quatro diferentes grupos microbianos
filogenéticos, bactérias fermentativas primdrias, secunddrias e dois
tipos de arqueas metanogénica. As bactérias fermentativas primdrias
realizam a hidrdlise de polimeros (proteinas, lipideos,
polissacarideos) em mondmeros e depois em compostos reduzidos
(dlcoois, 4acidos orgénicos). Os produtos reduzidos sdo oxidados a
acetato, hidrogénio e diéxido de carbono pelas bactérias
fermentativas secundarias. H» e CO; sdo convertidos em CH4 pela
acdo das metanogénica hidrogenotréficas (Methanobacterium,
Methanospirillum, Methanobrevibacter, Methanoculleus e
Methanocorpusculum), enquanto a degradacdo metanogénica do
acetato € realizada pelas metanogénicas  acetocldsticas
(Methanosaetaceae e Methanosarcinaceae). Porém, a oxidacdo dos
compostos reduzidos a acetato realizado pelas bactérias secundérias é
um processo termodinamicamente desfavoravel (AG>0) e para que
este ocorra € necessdria a acdo das metanogénicas hidrogenotréficas,
as quais reduzem o H> do meio, deslocando a reacdo a favor da
formacao de acetato (HATTORI, 2008).
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3 MATERIAIS E METODOS

Na metodologia é detalhada a caracterizacdo da drea de
estudo, as andlises quimicas e moleculares dos experimentos
analisados neste trabalho. A drea de estudo é composta por oito
experimentos que envolvem liberacdes controladas de diferentes
contaminantes. Somente as andlises moleculares foram realizadas
pela autora deste trabalho. As andlises fisico-quimicas foram
realizadas pela equipe técnica do Laboratério de Remediacdo de
dguas subterraneas (REMAS).

3.1 AREA DE ESTUDO

Os experimentos avaliados neste trabalho se situam na Area
Experimental da Fazenda Ressacada onde sdo realizados os
experimentos de campo do Laboratério de Remediacio de Aguas
subterrineas (REMAS). Esta drea é propriedade da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e estd localizada em
Florianépolis/SC (UFSC), bairro Tapera, proximo ao aeroporto
Hercilio Luz. Desde 1998, o Laboratorio REMAS realiza estudos
com derramamentos controlados de combustiveis, tais como misturas
de gasolina com etanol em diferentes proporc¢des, diesel puro e sua
mistura com biodiesel ou etanol e biodiesel puro. Desde entdo, as
diversas dreas vém sendo monitoradas com anélises de campo e
laboratoriais. Neste trabalho de dissertacdo, sdao avaliadas oito dreas
experimentais, cada qual com a liberacdo de um poluente recebendo
diferentes tipos de tratamentos de biorremediacdo. Os contaminantes
liberados de maneira controlada foram: Gasolina comercial com 24%
de etanol (E24), Misturas de Gasolina 90% com Etanol 10% (E10),
Gasolina 75% - Etanol 25% (E25), Gasolina 15% - Etanol 85%
(E85), Biodiesel puro (B100), Diesel puro (D100), Diesel 80% -
Biodiesel 20% (B20), Diesel 50% - Etanol 50% (DES0). Em todas as
dreas ¢ feito o monitoramento da pluma dos poluentes pelo REMAS.
Em algumas dreas sdo realizadas técnicas de bioestimulagdo com
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injecdo de receptores de elétrons como o sulfato, nitrato e acetato em
outras € somente monitorado os processos de atenuagdo natural da
pluma de contaminac@o.

Neste trabalho, as coletas e andlises sempre foram realizadas
na regido da fonte de contaminacdo de cada drea experimental,
portanto, para facilitar a compreensdo do leitor sobre as dreas, elas
foram nomeadas em ordem crescente de tempo apds a liberacdo do
contaminante da seguinte maneira: A1, A2, A3, A4, A5, A6,A7 ¢ A8
(Figura 5). A Tabela 1 apresenta cada drea com seu respectivo
contaminante, quantidade liberada, data de liberacdo do poluente e
do receptor de elétron e o tipo de remediagao testada e estudada.

Santa Catarina . Fi riagg%ﬁ' p TS
,/ A L1 v ‘=t }
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A4 - Diesel B20
AS - Gasolina E25
A6 — Diesel

A7 - Diesel ES0
A8 - Gasolina E24

Oata das|imagen s T 2734051 523

Figura 5 - Localizagdo da area de estudo dos experimentos
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Tabela 1: Descrigdo das dreas experimentais da Ressacada contendo
o contaminante liberado em cada drea, com sua data de liberagdo,
quantidade liberada e a técnica de remediacdo utilizada.

Data da . .
Area Combustiveis liberacao Tlpo.de~ Qu'antldad
Remediacdo e liberada
controlada
Gasolina com ~
Al 08/09/2010 At Natural ~ 100L
85% de etanol /09/ enuacdo Natura
Gasolina com Bioestimulagdo
A2 10% de etanol 26/05/2009 com Sulfato 100L
A3 Biodiesel 12/06/2008 Atenuagdo Natural ~ 100L
Diesel com
Ad 20% de 12/06/2008 Atenuagdo Natural ~ 100L
biodiesel
Gasolina com Bioestimulagio
AS 25% de etanol 22/12/2004 com Nitrato 100
A6 Diesel 17/12/2000 Atenuacgdo Natural 20L
A7 Desel€Om 00000 Atenuagio Natural 201
50% de etanol entagao atura
Ag Gasolinacom 5000 Aienuacio Natural — 100L

24% de etanol
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3.2 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A hidrogeologia do local de estudo é um fator importante na
caracterizacdo da drea, pois indica a velocidade, a dire¢do do fluxo de
dguas subterrineas e consequentemente o percurso da pluma de
contaminacdo. A Fazenda Experimental da Ressacada apresenta em
sua regido um aqiiiffero livre cujo limite superior € a superficie
fredtica na qual todos os pontos se encontram a pressdo atmosférica
(FEITOSA, 2008). Neste aquifero o escoamento da dgua subterranea
ocorre em vdrias diregdes, mas o sentido do fluxo da dgua
subterrinea € bastante influenciado pela existéncia de dguas
superficiais e pelo relevo da regido estudada. Nas diversas &reas
experimentais da Ressacada ocorre pequenas variacdes quanto a
porosidade efetiva, condutividade hidrdulica, direcio do fluxo,
gradiente hidrdulico e velocidade intersticial. A determinacdo da
condutividade hidrdulica foi realizada, pelo Laboratério de Estudo de
Bacias (LEBAC), da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP)
através de testes de slug o que indicou um valor médio de 4,25x104
cm/s. A porosidade total média € de 40% e a porosidade efetiva
média é de 20%; o gradiente hidrdulico da 4rea € de 0,6% e a
velocidade da dgua subterranea varia de 5,2 a 6,2 m/ano (COSTA,
2008). Para a compreensdo da dire¢do do fluxo da dgua subterranea,
sd0 monitoradas as flutuacdes do nivel fredtico através de
piezometros situados ao redor da drea pelo laboratério REMAS. Na
regido dos experimentos, a variacdo das flutuagcdes apresentou-se ser
de 0,7 a 2,0 m em relacdo a cota do terreno (COSTA, 2008). Com a
compreensdo destes parimetros, e com experimentos realizados hd
mais de 10 anos, a direcdo do fluxo da dgua subterrinea confiada
pelo Laboratério REMAS estd indicada pela seta na Figura 6.

A geologia da fazenda experimental da Ressacada pode ser
caracterizada como uma areia fina de coloragdo, variando do cinza ao
cinza marrom, pouco argiloso, apresentando baixo teor de matéria
organica. De acordo com Lage (2005), a geologia da regido das dreas
experimentais (Figura 6) ¢é representada por sedimentos
essencialmente arenosos, com predominédncia de areia fina em sua
granulometria. Os perfis indicam a presenca de lentes e camadas
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intercaladas com comportamento argiloso, o que atribui
heterogeneidade ao material.

«~Google
Figura 6 - Dire¢do do fluxo da agua subterrdnea na area experimental da
Ressacada indicada pela seta e fontes de liberagdo de combustiveis
controlada representadas pelos marcadores em cada area.

A caracteriza¢do geoquimica e hidroquimica foram realizadas
no dia 30 de marco de 2010 a partir de anélises das amostras da dgua
subterrdnea de um pog¢o sem contaminagdo. Foram coletadas 5
amostras, sendo uma amostra por nivel de profundidade do poco em
estudo. Essas amostras foram analisadas para as varidveis cujas
mudancas sdo importantes para avaliar processos de biorremediacio
dos contaminantes. Os parametros fisico-quimicos avaliados foram:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, potencial de oxidagdo-reducao
(ORP), nitrito, ferro (II), sulfeto, acetato, nitrato e sulfato, mostrados
na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores maximos e minimos das varidveis analisadas na
dgua subterranea de um local sem contaminacdo (drea controle)

Parametros Valores (min.-max.)
Temperatura (°C) 24 -25
pH 3,76 - 3,83
Oxigénio dissolvido (mg/L) 2-5
Potencial de oxidacdo-redugdo (mV) 126 - 172
Nitrito (mg/L) N.D.
Fe (II) (mg/L) 00-04
Sulfeto (ug/L) 20-250
Acetato (mg/L) N.D.
Nitrato (mg/L) 0,3-24
Sulfato (mg/L) 0,7-2.8

3.3 CONFIGURACAO EXPERIMENTAL

3.3.1 Pocos de monitoramento

As oito dreas experimentais avaliadas neste trabalho
apresentaram plumas de contaminag¢@o de tamanhos variados, visto
que seus tempos de monitoramento e mistura de combustivel
liberado sdo diferentes e por isso apresentam quantidades variadas de
pocos de monitoramento (Figura 7). Contudo, todas elas sdo
constituidas por um pog¢o, chamado de fonte, onde foram liberadas as
porcdes conhecidas dos contaminantes, os quais podem ter uma
solubilizacdo continua de compostos organicos nas dguas
subterraneas, ou ser apenas uma contamina¢do onde a liberacdo de
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poluentes ja cessou, ou ndo ser mais um local contaminado e sim
remediado (Figura 7).

Niveis == =
avaliados=— =—

Figura 7 - Representagdo de uma darea experimental com os pogos de
monitoramento multiniveis. Indicado pela seta vermelha a simulagdo do
pogo onde foi liberado o combustivel/biocombustivel e a formagao da pluma
de contaminagao.

Os pocos de monitoramento utilizados neste trabalho foram
exatamente estes pocos onde foram liberados os combustiveis (fonte)
em cada drea experimental. A fonte de cada drea varia em relac@o aos
niveis de profundidade, os quais s@o diferenciados através de
mangueiras com fitas coloridas, como mostradas na Figura 8.
Portanto, com o auxilio de uma bomba peristéltica foram coletadas
amostras de dgua subterrdnea da fonte em todos os niveis de
profundidade da todas as oito dreas experimentais. Os niveis
monitorados em cada drea tem profundidade varidvel sendo que nas
dreas contendo os combustiveis gasolina E85 (Al), gasolina E10
(A2), biodiesel (A3), diesel B20 (A4) os niveis sdo 2, 3,4, 5 e 6m
abaixo da cota do terreno; para a drea que foi liberado gasolina E25
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(A5) os niveis sdo 2,3,2,8,3,8,4,8 e 5,8m abaixo da cota do terreno;
nas dreas com diesel (A6) e diesel ESO (A7) foram coletadas dgua a
1, 2, 3 e 4m de profundidade e na drea contendo gasolina E24 (A8)
os niveis foram 1,2,2,5,3,5e 4,5m.

Figura 8 - Diferenciagdo dos niveis de profundidade através de fitas
coloridas.

3.3.2 Amostragem

Para as andlises microbioldgicas foi amostrado em cada nivel
1 litro (L) de dgua subterrinea em frascos ambar, previamente
esterilizados com dlcool 70% e secados. Visto que grande parte da
comunidade microbiana se encontra aderida ao solo, hd a
necessidade de se ter grande volume de dgua subterranea coletada
para que seja uma amostra representativa, ou seja, com uma
quantidade de microrganismos detectdvel que caracterize a drea de
estudo. As amostras foram transportadas em uma caixa de isopor
com gelo e logo foram filtradas para prevenir a decomposicdo dos
DNA:s.

Para a determinacdo dos compostos BTEX, etanol e metano
foram utilizados frascos dmbar de 40 mL, nos quais as amostras
foram conservadas em um pH inferior a 2; e para as demais andlises
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fisico-quimicas (acidez, alcalinidade, ferro e sulfeto) foram utilizados
frascos ambar de 200 mL. As amostras foram analisadas logo apds a
coleta, pois o nitrato possui um periodo de conservagdo inferior a 48
horas (COSTA, 2008).

Para o bombeamento da dgua foi utilizado uma bomba
peristdltica Millipore, modelo XX80ELOOO — tipo easy lood, e
mangueiras Masterflex® Tygon para cada pogo de monitoramento.
No momento da coleta foram realizadas medi¢des de temperatura
(°C), oxigénio dissolvido (%), Oxigénio Dissolvido (mg/L), pH, SpC
(mS/cm)2, PR — Orp (mV) e Salinidade (%0) utilizando o analisador
de dgua Micropurge® Flow Cell, modelo MP20-1380.

3.4 PROCEDIMENTOS QUIMICOS

3.4.1 BTEX, etanol e metano

As solucdes-padrao para o BTEX e o etanol foram preparadas
segundo normas da Environmental Protection Agency (USA) EPA/
80154 — Aromatic Volatile Organics by Gas Chromatography (EPA,
1996), como descrito por FERNANDES, 2002. Os padrdes utilizados
foram: UST Modified Gasoline Range Organics da SUPELCO para
os BTEX e o etanol da industria J.T. Baker, com 99,9% de pureza.
Para o metano, a solucéo-padrio foi preparada a partir do gds metano
com 99,5% da empresa White Martins. O gds metano é borbulhado
dentro de um recipiente contendo dgua ultra-pura, até a obtencdo do
equilibrio entre as duas fases: gasosa e aquosa. Conhecendo a
pressdo parcial e a constante de Henry, para o metano, foi possivel
calcular a concentragdo do metano na fase aquosa, e representada em
miligramas por litro de dgua (STUMM e MORGAN, 1981).

As amostras dos compostos volateis (BTEX, etanol e metano)
foram analisadas em um cromatdgrafo a gas da HP (modelo 6890 —
série 1) com Headspace Autosampler HP — estético (modelo 7694)
equipado com detector por ionizagdo em chama (FID), conectado a
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um computador Pentium II com o Software ChemStation, versao A.
10.02.

O gés de arraste empregado foi o hélio, com velocidade de 7,0
mL min! em todas as andlises. Foi utilizada coluna capilar de silica
fundida: HP 1 (metil siloxano) n° 19095z-123 (HP, USA) com
0,53mm de didmetro interno, com 30m de comprimento e espessura
do filme de 2,65um. As temperaturas do injetor e detector foram
mantidas, respectivamente, a 260°C e 280°C, para o BTEX e o
etanol, e a 190°C e 280°C, para o metano. Para os BTEX e etanol foi
usada temperatura programada de 70°C por 2 min com taxa de
aquecimento 5°C/ min até 120°C e 30°C/min até 210°C e para o
metano as andlises foram feitas em isoterma, a temperatura de 40°C,
respectivamente. O método empregado para os compostos volateis
sdo EPA 5021A combinado com o método EPA/8015D (EPA, 1996).

3.4.2 Anions — cloreto, nitrato, nitrito, fosfato, sulfato e acetato

Os anions cloreto (CI), nitrato (NOs-), nitrito (NO>"), fosfato
(PO43) sulfato (SO42) e acetato (CH3COO-) foram analisados por
cromatografia i6nica, em cromatégrafo DIONEX (modelo ICS
-1000), equipado com detector de condutividade idnica, e coluna
utilizada AS4A-SC. Os padrdes utilizados foram todos da marca J. T.
Baker e o método empregado € Chromatography with chemical
suppression of eluent condutivity — do Standard Methods (APHA,
1992).

3.4.3 Ferro (II) e sulfeto

As andlises de ferro (II) e sulfeto foram conduzidas em
espectrofotdmetro HACH — DR/2500; seguindo método 3500-Fe D —
método 1,10 fenantrolina para o ferro (II) e o 4500-S*D — método
colorimétrico azul de metileno para o sulfeto do Standard Method
(APHA, 1992). Os reagentes da HACH utilizados foram: para o ferro
(D) (1,10-fenantrolina e bicarbonato de sédio, na proporcdo para
analisar 25 mL de amostra) e para o sulfeto (reagente 1, que contém
dcido sulfdrico, oxalato de N,N-dimetil-p-fenilenodiamina e o
reagente 2, uma solu¢do de azul de metileno, todos na proporcio
correta para analisar 25 mL da amostra).
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3.5 PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS

3.5.1 Filtracao

Para a caracterizacio da  populacdo  microbiana,
aproximadamente, 1 L de dgua subterranea foi coletado em todos os
niveis de profundidade do pogo localizado nas regides das fontes de
contaminacdo das dreas em estudo. Visto que foram avaliadas oito
dreas experimentais e em cada uma foram amostradas cinco
profundidades de um pogo na regido da fonte e uma profundidade
controle em um local sem contaminagfo, totalizam aproximadamente
48 amostragens. Todas as amostras foram submetidas a uma filtracio
a vécuo utilizando Kitasato, bomba a vécuo, filtro Millipore de 0,22

um (Figura 9).

- c,
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Figura 9 - Sistema montado para a filtracdo a vacuo das amostras de agua
subterranea

Os filtros contendo o material microbioldgico de interesse
foram transferidos para a solu¢do do Power Bead Tube do kit de
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extracdo de DNA MoBio Power Soil™ kit (Carlsbad, CA) para entdo
ser extraido o DNA (DA SILVA e CORSEUIL, 2008).

3.5.2 Extracao do DNA

De cada amostra de 4gua sbterrinea, os filtros contendo o
material retido foram utilizados para a extracdo de DNA. Nesta etapa
foi utilizado o kit DNA MoBio Power Soil™ (Carlsbad, CA) e o
DNA foi extraido de acordo com as recomendacdes do kit. Apds o
processo de extracdo, 100 puL de solucdo com DNA foi obtido e
armazenado em frascos de 2 mL (Eppendorf), livres de DNA e RNA,
e estocados em freezer (-30°C, MidSci) para andlises em PCR
quantitativo (QPCR).

3.5.3 PCR quantitativo em tempo real

As andlises de biologia molecular foram realizadas utilizando
os métodos de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (real-
time quantitative polimerase chain reaction - qPCR). qPCR foi
utilizado para quantificar fragmentos de DNA especificos que
carregam informacdes responsdveis por manifestar caracteristicas
ligadas a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrleo. As
comunidades microbianas avaliadas neste trabalho foram bactérias
totais (quantificadas pelo gene 16S rDNA), bactérias redutoras de
nitrito (associadas ao processo de nitrato-reducdo), bactérias
pertencentes ao género Geobacter (associadas ao processo de ferro-
redugdo), bactérias pertencentes a subunidade delta (0) das
Proteobacterias (associadas ao processo de ferro- e sulfato-redugado)
e arqueas (associadas ao processo metanogénico).

A quantificacdo das bactérias totais, redutoras de nitrito,
redutoras de ferro (III), redutoras de sulfato e metanogénicas foram
determinadas utilizando os iniciadores BACT1369F e PROK1492R e
a sonda TM1389F; os iniciadores nirS1F/ nirS6R; 561F e 825R;
361F e 685R; ARCHI1-1369F e PROK1541R e sonda TM1389F,
respectivamente. As andlises foram realizadas no equipamento
Mastercycler ep realplex (Eppendorf). Os Kkits para reacdo de PCR
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foram o Tagman e Sybr-Green (Applied Biosystems, EUA). Todos os
iniciadores e sondas foram obtidos da empresa Integrated DNA
Technologies (Coralville, 1A, EUA) e suas seqiiéncias com os
respectivos trabalhos (referéncias) que os desenvolveram estdo
mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3: Seqiiéncia de iniciadores e

Comunidade microbina Inlcn'a dores Seqiiéncia
(Primers)
PROK1492-R 5'- GGATTACCTTGTTACGACTT -3'
Bacteria 16S rDNA
(bactérias totais)
BACT1369-F 5'- CGGTGAATACGTTCCTCGG -3'
NIRS6-R 5'-CGT TGAACT TAGC CGG T -3'
Bactérias nitrito-redutoras
(nirS)
NIRS1-F 5'-CCT ACTT GGC CGC CAGC AAGT -3'
561-F 5'-GCG TGT AGG CGG TTT CTT AA -3'
Geobacter
825-R 5'- TAC CCG CAGA CACCTAGTTCT -3
685-R 5'- ATC TAC GGATTT CAC TCC TACA -3'
O-Proteobacterias
361-F 5'- AAG CCT GAC GCAGCCAA -3

Arqueas

ARCH1-1369F

5'- CGGTGAATACGTCCCTGC -3'

PROK1541R

5'- AAGGAGGTGATCCTGCCGCA -3'




sondas usados para PCR em tempo real.
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Sonda (probe)

Referéncia

TM1389F 5'- /56-FAM/CTT GTA CAC ACC GCC CGT C/3BHQ_1/-3'

Da Silva e Alvarez,
2004

Braker et al., 1998

Sults et al., 2001

Sults et al., 2001

TM1389F 5'- /56-FAM/CTT GTA CAC ACC GCC CGT C/3BHQ_1/-3'

Da Silva e Alvarez,
2004
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Na preparacdo das amostras de DNA para a andlise de PCR
em Tempo Real foi feito o Master Mix, uma mistura de reagentes,
que varia a quantidade de cada substancia adicionada dependendo
dos iniciadores utilizados, ou seja, da andlise que se deseja realizar.
Primeiramente os iniciadores e as sondas foram diluidos para uma
concentragdo de 50uM. O Master Mix teve uma concentragdo de 0,5
uM de cada iniciador (0,54M do forward e do reverse), concentracio
de 0,25 uM da sonda (TM1389F), 1xTagMan Universal PCR Master
mix (Applied Biosystems)?, 2 uL de solucdo de DNA nfo diluido e
dgua estéril livre de nucleases (AMRESO-E476) para um volume
final de 25 uL.

A técnica de RTQ-PCR foi conduzida com seqiiéncia ABI
PRISM 7000 como sistema de detec¢do (Applied Biosystems) com
as seguintes condi¢des de temperatura: 50°C por 2 min para ocorrer a
fusdo das amostras (etapa de desnaturacdo do DNA), seguidos de
95°C por 10 min (etapa de anelamento dos iniciadores na fita simples
de DNA) e para a amplificacdo dos DNAs foi programado 40 ciclos a
95°C por 15 s, e 60°C por 1 min. Para as andlises de PCR que ndo
utilizaram a sonda TM1389F foi necessdrio usar o corante Syber
Green e com isso a programacio de temperatura no equipamento foi
a seguinte: 50°C por 2 min, seguidos de 95°C por 10 min e 55 ciclos
a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min e por fim acrescenta-se a curva de
fusdo (Melting curve), que é 95°C por 15 s, seguidos de 60°C por 15
8, 20 min de aquecimento e finaliza com 95°C por 15 s (BELLER et
al., 2002). Durante os ciclos de PCR, a quantidade de fita dupla de
DNA se eleva de maneira exponencial, aumentando assim a
quantidade de Syber Green ligado e sua fluorescéncia. Entretanto,
quando ocorre amplificagdo inespecifica ou amplificacdo de dimeros
de iniciadores estes também sdo detectados, interferindo com a
quantificagdo final dos produtos especificos da reagdo. Para avaliar se
produtos de PCR inespecificos foram formados na reagdo, uma curva
de fusdo € construida. Se apenas os produtos especificos de PCR
foram amplificados, um tnico pico serd visualizado no gréfico de
fusdo. Portanto, a curva de fusdo € uma avaliacdo das caracteristicas
de dissociacdo da fita dupla de DNA durante o aquecimento,
realizada para a confirmagdo da amplificacdo especifica.

2 1xTagMan Universal PCR Master mix equivale a 12,5uL
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3.6 AVALIACOES DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

O estudo em escala real e a interpretacdo de andlises em nivel
de microambiente exigem o conhecimento de metabolismos
microbiolégicos e possiveis correlacdes entre as varidveis, assim
como um rigor no momento de assumir os valores referenciais. Por
isso, para cada comunidade microbiana investigada neste trabalho, hd
determinados critérios para serem avaliados que se diferenciam entre
si. Estes critérios sdo em relacdo a curva de calibracdo, ao limite de
deteccdo, ao controle negativo (branco) e a ordem de grandeza que é
considerada como detec¢do da presenca da comunidade no meio
analisado.

As comunidades microbianas avaliadas neste trabalho foram
bactérias totais (quantificadas pelo gene 16S rDNA), bactérias
redutoras de nitrito (associadas ao processo de nitrato-redugdo),
bactérias pertencentes ao género Geobacter (associadas ao processo
de ferro-redugdo), bactérias pertencentes a subunidade delta (0) das
Proteobacterias (associadas ao processo de ferro- e sulfato-redugao)
e arqueas (associadas ao processo metanogénico). Cada um destes
grupos ¢ identificado em uma amostra por diferentes iniciadores
descritos na Tabela 3. Estes, por sua vez, reagem de maneira
diferente com o DNA da amostra e por isso apresentam diferentes
curvas de calibracdo e consequentemente limites deteccdo (LD)
distintos.

A concentragdo de microrganismo de cada amostra serd
baseada nos valores de CT gerados pela qPCR. O valor de CT é o
nimero de ciclos realizados pela PCR necessdrios para o inicio da
amplificacdo da seqiiéncia alvo, ou seja, seqiiéncia que se deseja
quantificar (Figura C 1 no apéndice C). Portanto, quanto maior o
nimero de ciclos, menor é o nimero de seqiiéncias alvo que se tem
em determinada amostra. Estes valores de CT foram substituidos nas
equacdes obtidas através das curvas de calibracdo. Os valores de CT
das amostras que foram maiores que o controle negativo, que
consiste na reagdo dos primers com agua ultra pura autoclavada,
foram desconsiderados. As curvas foram realizadas com o DNA, de
concentracdes conhecidas, (obtido pela MoBio) das bactérias,
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 para as comunidades de
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bactérias totais e nitrito-redutoras; Geobacter metallireducens DSM
7210 para as comunidades ferro- e sulfato-redutoras (género
Geobacter ¢ & Proteobacterias); € Methanococcus maripaludes
DSM 2067 para a comunidade de arqueas. Estas curvas foram
plotadas (Figura C 2 e Figura C 3 no apéndice C), utilizando o
software Microsoft Excel®, de maneira que no eixo y tem-se log de
copias de gene.uL! em funcdo do eixo X, onde entram os valores de
CT. A equacdo da reta dada a partir desta distribui¢do foi utilizada
para substituir os valores de CT gerados pela PCR em log de cépias
de geneul!. Na construcdo da curva de calibragdo, o nimero de
copias de gene por uL é calculado pela equacdo 3.1, a qual foi
baseada nas seguintes hipdteses segundo Da Silva e Alvarez (2004):
(i) que o conjunto de iniciadores e sondas utilizados seja
representativo para todas as bactérias que contém a seqiiéncia de
gene que se deseja detectar; (ii) o tamanho aproximado, em Mbp, da
cepa padrdo a ser utilizada, deve ser consultado no genoma, e existe
aproximadamente 9.12576 x 10 bp ug of DNA-, o qual é
equivalente ao tamanho do genoma da Escherichia coli (BLATTNER
et al, 1997); e (iii) que existe um certo niimero de cdpias do gene a
ser analisado por genoma. Desta forma, para cada reacdo de
iniciadores das diferentes comunidades microbianas, os valores da
concentracdo do DNA padrdo, o tamanho da cepa e o ndmero de
cOpias de gene se diferenciaram, de acordo com a equacdo 3.1 e
Tabela 4.

Eq.3.1

Copias de genes UL

Concentragdo de DNA padrao He " )
(9,1257 x10 bp](Céplas de gene]

g de DNA Genoma

HL Tamanho da cepa ( Mpb J
Genoma
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Tabela 4: Diferencas das caracteristicas (Concentracio de DNA,
tamanho da cepa e copias por genoma) entre as bactérias
utilizadas para a curva de calibracao.

spias d
Mi . Concentra¢do Tamanho da Cépias de
ICOrganismo e DNA  cepa Mbp) ~ SCCPOr
genoma
PseudoTnonas 0.1095 66 \
aeruginosa
Geolbacter 0.1095 ‘01 )
metallireducens
Meth
e qnococcus 0.1005 8 .
maripaludes

Para se ter uma quantificacdo das bactérias ou arqueas em
copias de gene por grama de sdlidos suspensos totais (SST) de dgua
subterrdnea (cOpias de gene.g! — equagdo 3.2), a partir do DNA
extraido do sélido filtrado de amostras de 4gua subterranea, assumiu-
se que para as amostras que saturaram o filtro havia 0,026g de SST, e
para as amostras que ndo colmataram havia 0,015g de SST. Estes
valores foram assumidos devido a um teste realizado no principio
desta pesquisa, o qual demonstrou que independente da quantidade
do volume de dgua subterrinea que colmata o filtro, a massa de SST
retida ndo € varidvel (0,026g). Da mesma forma acontece para as
amostras que ndo saturaram o filtro, as quais mostraram valores
sempre proximos de 0,015g (dados ndo mostrados). J4 o nimero de
coOpias de gene foi dividido por dois uL. de DNA, o qual é o volume
de DNA utilizado para realizar cada reacdo da PCR e multiplicado
por 100, considerando que para cada filtro saturado com SST de
amostras de dgua subterrdnea foi extraido 100uL de DNA, como
mostrado na equagdo 3.2.
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Eq.3.2
Copias de gene [ Copias de gene Reacdo 100 uL. de DNA por filtro
gde SS Reacdo 2ul. de DNA g DNA por filtro

O LD representa a menor concentragdo de DNA que pode ser
detectada, e pode ser calculado por um método baseado nos
pardmetros da curva analitica (RIBANI et al., 2004; ARAGAO et al.,
2009). Portanto, para a definicdo do LD das distintas comunidades
microbianas foi realizada para cada reacdo de PCR uma curva de
calibracdo utilizando a matriz contendo o DNA de interesse na faixa
de concentracdo préxima ao LD. Os limites de deteccdo foram
calculados a partir da equacgdo 3.3 para cada uma das comunidades -
bactérias totais, bactérias redutoras de nitrito, bactérias pertencentes
ao género Geobacter, bactérias pertencentes a subunidade delta (0)
das Proteobacterias e as arqueas — sendo os valores encontrados de
2,21x103,1,1x103,2,53x103, 1,95%103 , 1,81x103 copias de gene . g
de SS-!, respectivamente.

Eq.3.3

LD=33x>
S

Onde:
s € a estimativa do desvio padrdo da resposta
S € a inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica

Além dos controles negativos da PCR, para efeito
comparativo foi feito o branco dos experimentos em uma drea ndo
contaminada, supondo que os valores detectados nesta sdo
semelhantes aos que existiram nas 4dreas contaminadas antes da
liberacdo do combustivel. As médias dos valores encontrados para
esta drea ndo contaminada estdo representadas nos graficos pela linha
continua preta, como um valor de referéncia para comparacdo com as
dreas contaminadas. Para algumas andlises os valores do branco
foram abaixo do limite de deteccdo (Geobacter, O-Proteobacterias €
Arqueas). Nestes casos, a linha preta continua nos gréficos
corresponde ao préprio limite de detec¢do, servindo como referéncia.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Proteobacteria
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Para a andlise das comunidades de microrganismos,
considerou-se presenca relevante destas quando o valor da média do
log de cépias de gene das amostras da drea contaminada foi
aproximadamente duas ordens de grandeza maiores que a drea sem
contaminacio, marcada nos grificos pela linha tracejada vermelha.
Este referencial foi adotado considerando a possivel deteccdo de
DNAs sem atividade, ou seja, DNAs que ndo expressam mais as
enzimas que eles codificam. Porém, quando se trata de um estudo em
escala real e ainda de microambiente subterraneo, deve ser
considerado que a dgua subterranea estd sempre em movimento de
acordo com a recarga e fluxo do lencol fredtico, além do préprio solo
ser um ambiente de muito atrito e com isso ndo preservar a
estabilidade do DNA inativo. Desta forma, por mais que seja possivel
a presenca de DNAs inativos nos locais avaliados neste estudo, além
de se ter o background para comparacio, as duas ordens de grandeza
¢é para garantir a real presenga ativa dos organismos avaliados, visto
que o desvio padrdo varia dentro de uma ordem de grandeza. Esta
andlise de duas ordens de grandeza sé ndo pdde ser realizada para a
comunidade especifica redutoras de nitrito e redutoras de sulfato.
Para as redutoras de nitrito (nirS) os maiores valores encontrados nas
dreas avaliadas foi de uma ordem de grandeza acima do resultado
obtido na édrea sem contaminagdo. Além disso, foi a comunidade
microbiana especifica que mostrou as maiores quantidades de
organismos presente, por isso, a comparacdo foi realizada com as
bactérias totais através da relago (nirS/16S) a partir da unidade, log
de copias de gene .g! de SS. Para andlise das redutoras de sulfato foi
considerado a diferenga entre as O-Proteobacterias e as Geobacter,
visto que esta também faz parte desta subunidade (como explicado
no item 2.2.3). Portanto, foi realizado o célculo dos organismos
redutores de sulfato através da seguinte equagéo:

Eq.34
log de copias(sulfato-redutoras)x g~ =

log de copias(Proteobacterias)x g —log de cépias(Geobacter)x g™
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3.7 AVALIACOES DOS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

A compreensdo da distribuicio de dados de uma varidvel
permite a escolha de medidas descritivas (média, mediana)
adequadas para a sua andlise. Neste estudo, os valores de alguns
pardmetros  fisico-quimicos analisados obtidos no campo
apresentaram grandes variacdes, ndo se constituindo fungdes
gaussianas, com distribuicdo normal. Nestes casos a média aritmética
ndo seria adequada para avaliar a tendéncia de variacdo dessas
varidveis analisadas. Assim, dependendo da varidvel e da sua
distribuicdo de dados buscou-se por meio do diagrama em caixas
(diagrama de caixas) perceber o comportamento dos pardmetros de
cada drea experimental (Figura A 1, no Apéndice A). Percebe-se que,
para algumas varidveis os valores de desvio padrdo sdo muitas vezes
préximos ou até maiores que os valores de média. Isso ocorre porque
estes célculos dos pardmetros fisico-quimicos foram realizados de
amostras coletadas de pocos de monitoramento multiniveis. Os
resultados encontrados em cada nivel amostrado estdo detalhados nos
apéndices. Portanto, para a discuss@o dos indicadores fisico-quimicos
de biodegradacdo foi considerado a maior concentragdo detectada
dentro dos niveis amostrados de cada drea experimental analisada,
exceto para o potencial de oxidagdo-redugdo, o qual foi considerado
os valores minimos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO MOLECULAR E FISICO-QUIMICA
DA AGUA SUBTERRANEA NAS REGIOES DAS FONTES DE
CONTAMINACAO POR COMBUSTIVEIS

Para avaliar os processos microbioldgicos atuantes em
ambientes subsuperficiais e identificar a presenca de combustiveis e
biocombustiveis, a técnica de PCR em tempo real foi utilizada para
investigar determinados grupos de microrganismos, em oito dreas
experimentais (Figura 5 e Tabela 1). As comunidades microbianas
anaerdbias foram priorizadas, porque em contaminagcdo de
subsuperficies, primeiramente hd uma alta demanda de oxigénio
dissolvido que leva a rdpida deplecdo deste receptor de elétrons no
ambiente, e entdo os processos de biodegradacdo anaerébios sdo
prevalecentes.

Para efeito comparativo, foi feita a andlise de uma area ndo
contaminada, supondo que os valores detectados nesta sdo
semelhantes aos que existiram nas dreas contaminadas antes da
liberacdo do combustivel. As médias dos valores encontrados para
esta drea ndo contaminada estdo representadas em alguns gréificos
pela linha continua preta, como um valor de referéncia para
comparacdo com as dreas contaminadas. Na quantificacio de
algumas comunidades microbianas, os valores encontrados para a
drea sem contaminacio ficaram abaixo do limite de deteccdo. Nestes
casos, a linha preta continua nos gréificos corresponde ao préprio
limite de detec¢do, servindo como referéncia.
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4.1.1. Comunidade de bactérias totais associada a concentracao
de substratos organicos em aguas subterraneas

4.1.1.1. Etanol e acetato

Estudos de contaminacdo de dguas subterrdneas com o etanol
mostraram que inicialmente este composto provoca um efeito
negativo, pois estes sdo substratos preferenciais e a biodegradacdo
dos compostos BTEX € relegada a um segundo plano até o seu
esgotamento (CORSEUIL et al, 1998). No entanto, estudos recentes
afirmam que este efeito do etanol ocorre durante um curto tempo
devido ao acimulo de acetato (CORSEUIL et al., 2011), e que apds
este periodo a degradacdo dos contaminantes BTEX dissolvidos
procede em uma taxa mais acelerada do que em casos de atenuagdo
natural de gasolina pura (LU et al., 1999). Com o biodiesel espera-se
0 mesmo comportamento, pois este também é um substrato de facil
biodegradacdo e j4 vem sendo utilizado na recuperacdo de locais
impactados com combustiveis fésseis (PEREIRA & MUDGE, 2004;
MUDGE & PEREIRA, 1999). Gomes (2008) avaliou a influéncia do
biodiesel de soja na biodegradac¢io anaerébia dos compostos BTEX e
observou que os hidrocarbonetos monoaromdticos foram mais
lentamente removidos na presenga de biodiesel que em sua auséncia.
Mas em escala real, espera-se que apds sua degradacdo uma maior
biomassa estard disponivel para a biodegradacio dos compostos
aromaticos do diesel (PASQUALINO et al., 2006).

Em condi¢des anaerébias e na auséncia de receptores de
elétrons, o etanol e o biodiesel sdo degradados através do processo
fermentativo, produzindo moléculas orginicas mais simples, como o
acetato (HATTORI, 2008). Neste estudo comparou-se a concentracao
de acetato e etanol com concentracdo de bactérias totais presente em
cada local. O objetivo foi de avaliar a influéncia da carga organica
dissolvida proveniente dos biocombustiveis ou de sua degradagdo na
producdo de biomassa em &dguas subterrdneas. As dreas que
apresentaram presenca do biocombustivel etanol e de acetato foram
as quatro mais recentes com menos de 2 anos de liberagdao do
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contaminante (Al — A4). Nestas areas nota-se um aumento da
quantidade de bactérias totais com o aumento da concentracdo de
etanol e acetato (Figura 10). Estudos em colunas apresentaram uma
relacdo positiva em que o nimero de bactérias totais, quantificado
pelo gene /65, foi maior na presenca de maiores concentragdes
destes substratos (DA SILVA E ALVAREZ, 2004).
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Figura 10 - Grafico comparativo do log de copias de gene Bacteria 16S . g'!
de solidos suspensos totais de agua subterrdnea nas areas onde ainda é
presente o biocombustivel (etanol e biodiesel) ou seu produto metabolico
(acetato).
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4.1.1.2. Hidrocarbonetos monoaromaticos (BTEX)

Em 4guas subterrdneas contaminadas, o numero total de
bactérias pode estar relacionado com a concentracdo de poluentes
proveniente de combustiveis, como os compostos BTEX. Neste
estudo foi avaliada a influéncia dos hidrocarbonetos monoarométicos
(BTEX) dissolvidos na quantidade de bactérias totais presentes em
locais contaminados por derivados de petroleo em escala real. Desta
forma, comparou-se o niimero de bactérias totais com a concentra¢do
total dos compostos BTEX das é&reas experimentais onde os
hidrocarbonetos sdo o substrato principal e as concentracdes de
etanol e acetato sdo insignificantes (abaixo de 10 mg.L-!). As cinco
dreas (A4 - A8) que apresentaram presenca do biocombustivel etanol
e de acetato abaixo desse valor, possuem um tempo de contaminagdo
superior a 2 anos. Nestas dreas ndo foi observada uma relag@o entre a
quantidade de bactérias totais e a concentracdo dos BTEXs (Figura
11). Nota-se que ndo houve diferencas relevantes nos valores de
copias de gene 16S entre dreas que possuem concentracdes de BTEX
total que variam de 0,0 ug.L-! (diesel A6 e diesel ESO A7) a 1813,3
pg. L1 (diesel B20) (Figura 11). Em estudos de microcosmos também
ndo foi observada correlagdo significativa do gene Bacteria 16S com
a degradac@o do tolueno (KAZY et al., 2010).

A liberacdo dos biocombustiveis juntamente com
hidrocarbonetos na dgua subterranea, aumenta a carga organica no
local gerando um acelerado metabolismo microbiano. Os compostos
de fécil biodegradacdo (etanol, biodiesel, acetato) sdo primeiramente
utilizados como substrato e mostraram uma correlacdo positiva (2 =
098 e p < 0,05) com a proliferacdao das bactérias totais (Figura 12).
Outros estudos também mostraram que o etanol estimulou o
crescimento da biomassa, incluindo bactérias redutoras de sulfato
associadas a biodegradacdo anaerébia dos BTEX (DA SILVA e
ALVAREZ, 2002) e de microrganismos metanogénicos (FERIS et al.,
2008). Porém, ao cessar estes substratos, os hidrocarbonetos se
tornam a principal fonte de carbono, os quais nio mostraram
correlacao (p > 0,05) com a quantidade de bactérias totais. Estes
resultados sugerem que altas quantidades de bactérias totais (acima
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de duas ordens de grandeza do valor de uma drea sem contaminacao)
indicam presenca de altas concentracdes de substrato (etanol e
acetato). A partir de dois anos de contaminacdo, onde a concentragio
dos substratos provenientes dos biocombustiveis € insignificante
(abaixo de 10 mg.L!), a quantificacdo deste gene 16S ndo fornece
informagdes indicativas de contaminagdo por hidrocarbonetos de
petrdleo. Em estudos de campo também ndo se observou o aumento
da abundancia do gene /6S ao longo da pluma de hidrocarbonetos de
petréleo (STAPLETON et al., 2000). Portanto, a andlise de Bacteria
16S rDNA € uma ferramenta util apenas para derramamentos
recentes, com menos de dois anos, de misturas de combustiveis com
biocombustiveis.

O BTEX Total (ugL")

M Bactérias totais
__ Bactérias totais de um drea sem contaminagdo
—— Referéncia de presenga relevante de bactérias totais

10°4 10 Ad-Diescl (B20)
AS - Gasolina (E25)
] 6~ Diesel

10°4 A7 -9 A7 - Diesel (ES0)
E Ad A8 - Gasolina (E24)

#

=
d
—o—m—

o—|m—1 &
T
oo

T

LSS 9p . 5-oua3 ap serdod ap Sof

10°4 o]

Concentragio dos compostos BTEX totais (ug.L™)

T T T T T T T T T T T T —2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Tempo apés liberagéo (anos)

Figura 11 - Grafico comparativo do log de copias de gene Bacteria 16S . g’}
de solidos suspensos totais de agua subterrdnea com as concentragdes de
BTEX (ug.L") de 5 areas experimentais
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4.1.2. Comunidades microbianas especificas associadas aos
processos de oxi-reduciao atuantes na degradacio dos
combustiveis em dguas subterraneas

Os BTEX podem ser degradados por microrganismos
aerdbicos e anaerdbicos. Até hoje, microrganismos aerdbicos
degradadores dos compostos BTEX, por exemplo, e suas rotas da
biodegradacdo ja foram bem documentadas (SMITH, 1990). Além
disso, genes catabdlicos de rotas aerdbias de degradacdo dos BTEX
demostraram uma correlacdo positiva com as concentragdes de
BTEX (BALDWIN et al. 2008). Porém, devido a baixa quantidade
de oxigénio dissolvido e a baixa difusdo do oxigénio na
subsuperficie, a biodegrada¢do anaerébia € predominante em
ambientes subterrineos. Neste estudo as comunidades anaerdbias
associadas a biodegradacdo dos hidrocarbonetos aromadticos foram
quantificadas com o objetivo de estabelecer a presenca relevante
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destes microrganismos e definir o processo de oxi-reducdo
predominante em cada drea experimental.

4.1.2.1. Nitrito-redutoras (nirS) e indicadores fisico-quimicos da
nitrato-reducio

O processo de desnitrificacdo consiste na oxidagdo de
compostos nitrogenados utilizados como receptores de elétrons na
producdo de energia em organismos procaridticos. A primeira etapa
da desnitrificagdo € a redugdo do nitrato a nitrito através da enzima
nitrato redutase e o nitrito € reduzido a NO em uma segunda etapa
pela nitrito redutase (Nir), a qual é a enzima chave no processo de
desnitrificacdo. Esta enzima € codificada pelo gene nirS, o qual foi
identificado e quantificado em amostras de dguas subterrdneas deste
trabalho. A média dos resultados obtidos do ndmero de cdpias de
nirS para cada drea experimental estd representada na Tabela B 1.
Percebe-se que para todas as dreas, inclusive para aquela sem
contaminacdo, a média do log de cépias do gene nirS foi alta, entre 6
e 8, quando comparados com os valores encontrados para a andlise
dos grupos de ferro- e sulfato-redutoras mostrados também na Tabela
B 1, com valores que chegaram no méiximo 6,5. Por isso, foi
necessario muito critério e rigor no momento de assumir a nitrato-
reducdo como um processo de biodegradacdo dos contaminantes,
visto que algumas das mais importantes reagdes mediadas por
bactérias em solos sdo as que envolvem os compostos do nitrogénio
(N). Devido a estas altas quantidades de nirS detectadas,
especialmente para a drea sem contaminacgdo, os valores de log de
cOpias para as dreas experimentais ndo chegaram a duas ordens de
grandeza maiores que o branco (referéncia adotada para as outras
andlises moleculares). Portanto, foi necessdrio comparar estas altas
quantidades de nirS com o niimero de bactérias totais identificadas
para cada drea. Por isso, estes resultados estdo apresentados como a
fragdo dos valores da média do log de cOpias (nirS/16S rDNA) de
dreas experimentais contaminadas com combustiveis, juntamente
com os valores de uma drea sem contaminacao.
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Quando a carga orgédnica em ambientes subsuperficiais ¢ alta,
a atividade microbiana é acelerada e ocorre uma alta demanda de
oxigénio dissolvido. Estas condicoes do meio se tornam
desfavordveis para alguns grupos de microrganismos selecionando
apenas os anaerdbios facultativos e/ou estritos, os quais possuem a
habilidade de utilizar outras fontes de energia. Desta forma, em
locais contaminados ha mais de dois anos, onde se observou o
decaimento na quantidade de bactérias totais, espera-se um aumento
na quantidade das comunidades especificas associadas a
biodegradacdo dos hidrocarbonetos. Neste estudo, notou-se que em
dreas (A4 e AS5) onde se detectou as menores quantidades de
bactérias totais, foram encontrados os maiores valores para o gene
nirS. A concentragdo de cépias do gene nirS nas dreas A4 e AS foi
muito préxima ou um pouco maior que das bactérias totais (99,2% e
107 A%, respectivamente) resultando em valores da relacdo nirS/16S
rDNA proximos de 1 (Figura 13). Este resultado indica que grande
parte da populagcdo bacteriana presentes nestas dreas € redutora de
nitrito, sugerindo a presenca do processo de nitrato-reducdo atuante
na degradacdo de contaminantes nestas dreas experimentais.
Bactérias que possuem o gene nirS (BRAKER et al., 1998), também
demostraram possuir gene catabdlicos da degradacdo de
hidrocarbonetos (KIM et al., 2008).
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Figura 13 - Grafico comparativo da relagdo (nirS/16S) nas 8 areas
experimentais avaliadas. Linha preta sélida indica a relag@o nirS/16S de uma
area sem contaminagao

Sob condicdes anaerdbias, a desnitrificagdo é favorecida em
relacdo a ferro redugdo, sulfato-reducido e metanogénese, e pode ser
verificada pelo decaimento na concentracido de NO3- em uma pluma
de contaminag@o. O nitrato pode ser usado apenas como fonte de
nutriente e, na verdade, estar ocorrendo outro processo de oxi-
reducdo, utilizando outro receptor de elétron como fonte de energia
na degradacdo de poluentes. Para confirmar a nitrato-redugdo nas
dreas dos combustiveis diesel B20 (A4) e gasolina E25 (AS5) foi
necessdrio consultar o banco de dados de monitoramento dessas
dreas fornecido pelo laboratério REMAS, a fim de confirmar uma
diminuicdo na concentracdo de nitrato ao longo do tempo. Os dados
mostraram inicialmente a presenga do nitrato e a sua deple¢do com o
tempo nas duas dreas experimentais (Figura 14) confirmando a
presenca das bactérias redutoras de nitrato como um indicativo da
degradacdo dos hidrocarbonetos. Assim como jd foi relatada a
degradacdo anaerébia dos BTEXs com a redu¢do do nitrato
(BURLAND e¢ EDWARDS, 1999). Na area contendo diesel B20 a
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concentragdo de nitrato atualmente € abaixo de 1 mg.L-! o que indica
a nitrato-redug@o em fase final, enquanto que na drea da gasolina E25
notou entre os dois primeiros anos altissimas concentrages de
nitrato devido a injecdo deste receptor de elétrons até uma
concentragdo proxima de 8 mg.L-1, nos dias atuais, sugerindo ainda
a disponibilidade do nitrato nesta drea para o processo de nitrato-
reducdo. O processo de desnitrificacdo ja havia sido considerado por
Costa (2008), que avaliou a bioestimulagdo com o nitrato e observou
o aumento da taxa de degradacdo dos compostos BTEX quando
comparada com a atenuagdo natural na drea da gasolina comercial
E24 (A8) estudada por Fernandes (2002) e Nunes (2006).

Nas demais dreas contendo os combustiveis gasolina E85,
gasolina E10, biodiesel, diesel, diesel E50 e gasolina E24, os
resultados mostraram a presenca das bactérias desnitrificantes, porém
com valores das fracdes nirS/16S rDNA menores que da drea sem
contaminacdo, o que indica que a desnitrificacdo ndo € um processo
de biodegradag¢do nessas dreas. Portanto, a quantificagdo do gene
nirS quando comparado com as bactérias totais de um local, se
mostrou uma ferramenta indicativa do processo de biodegradacdo
atuante em uma drea potencialmente contaminada. Este resultado
também sugere a importancia desta ferramenta no auxilio de uma
identificacdo de dguas subterrdneas potencialmente contaminadas
com combustiveis.
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Figura 14 - Concentragéo de nitrato (mg.L") das areas contendo os
combustiveis diesel B20 (A4) e gasolina E25 (A5) ao longo do tempo de
monitoramento

4.1.2.2. Ferro-redutoras (Geobacter) e indicadores fisico-quimicos da
ferro(IIl)-reducdo

A redugdo do ferro (III) a ferro (II) é um processo mediado
por microrganismos conhecidos como bactérias ferro-redutoras
(BRF) e pertencem a familia Geobacteraceae. O principal
subproduto metabdlico mensurdvel em dreas com derramamento de
combustiveis em que ocorre a ferro-reducdo é o ferro ferroso. Por
causa de sua conservacdo filogenética e ubiquidade em ambientes
anoxicos, este estudo focou no grupo das BFR da subdivisdo delta
das Proteobacteria, e utilizou iniciadores especificos para detectar o
genéro Geobacter. Devido a abundancia da familia Geobacteraceae
na subsuperficie sob condi¢des anaerdbias e capacidade de utilizagdo
de vdrios receptores de elétrons, foram encontrados valores mais
altos deste gene em todas as dreas experimentais do que na drea sem
contaminacdo (abaixo do limite de deteccdo) (Figura 15). Contudo, o
género Geobacter s6 foi encontrado em uma concentragdo relevante
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(linha vermelha tracejada ¢ a referéncia de duas ordens de grandeza)
nas dreas que foram contaminadas com gasolina E85 (A1), biodiesel
(A3) e gasolina E25 (AS) (Figura 15), dreas que ainda apresentam
altas concentracdes de poluentes. Nesta ultima 4rea (AS), foi
discutido anteriormente que 100% das bactérias totais possuem o
gene nirS, e ainda ocorre a presenca do receptor de elétrons, nitrato,
nesta drea experimental. Sabendo da disponibilidade do nitrato, um
receptor de elétrons que fornece mais energia a uma célula
microbiana do que o ferro (IIT), além da dificuldade de utilizacdo de
oxidos de ferro (III) por sua estrutura solida e de dificil
permeabilidade na célula, é possivel que a concentracdo de
Geobacter detectada nesta drea ndo esteja realizando ferro-reducéo.
Além disso, ndo foi detectado ferro (II) (Figura 15), o subproduto
metabdlico da ferro-redugdo nesta drea, corroborando com a hipdtese
da utilizacdo do nitrato pelas Geobacter detectadas, como jd relatado
em estudos anteriores a capacidade de algumas espécies deste género
de utilizar o nitrato como receptor de elétrons reduzindo-o em
amodnia (LOVLEY et al.; 1993).

Nas outras dareas (Al e A3), onde foram observadas
quantidades relevantes deste género e o gene nirS ndo foi
significativo (Figura 13), é possivel que o processo de ferro-reducio,
seja predominante na biodegradacdo dos BTEXs. O estudo de Kane
et al. (2002) demonstrou que cepas de Geobacter metallireducens
possui o gene bssa, o qual codifica a enzima benzilsucsinato sintase
responsdvel pela primeira etapa de degradacdo anaerdbia do tolueno.
Além disso, a concentracdo de nitrato nas dreas da gasolina E85 (A1)
e biodiesel (A3) foram baixas (3,52 mglL-! e 0,23 mglL-,
respectivamente) e foram as dreas com as maiores concentragdes de
ferro ferroso (25,60 e 99,50 mg.L!, respectivamente, Figura 15)
corroborando com a ferro-reducio nestas dreas experimentais. Nas
demais dreas contaminadas com gasolina E10 (A2), diesel B20 (A4),
diesel (A6), diesel ESO (A7) e gasolina E24 (A8) o género Geobacter
se mostrou presente, mas em menor quantidade, com o nimero de
copias entre 10* a 105, indicando uma atividade inferior destas
bactérias nestes locais. Portanto, a quantificacdo do gene que
identifica bactérias do género Geobacter demostrou ser uma andlise
confidvel para definir o processo de ferro-reducdo associado a
biodegradacio em uma drea potencialmente contaminada. Este
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resultado também sugere a importincia desta ferramenta no auxilio
da identificacdo de dguas subterrdneas potencialmente contaminadas

com combustiveis.
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Figura 15 - Grafico comparativo do log de copias de gene para Geobacter.
g’! de solidos suspensos totais de agua subterrnea de 8 areas experimentais
juntamente com a concentracdo de ferro (II).

4.1.2.3. Sulfato-redutoras (0-Proteobacterias) e indicadores fisico-
quimicos da sulfato-reducio

Em ambientes subterrdneos, o sulfato serd o receptor de
elétrons termodinamicamente mais favordvel apds a utilizagdo do
nitrato e do ferro (III) durante a biodegradacdo anaerdbia da matéria
organica (ATLAS e BARTHA 1987; WEIDEMEIER et al., 1999). Os
microrganismos que realizam a sulfato-reducdo se encontram em
vdrias linhas filogenéticas dentro da subunidade delta das
Proteobacterias. Portanto, neste trabalho utilizaram-se os iniciadores
adequados (Tabela 3) com o intuito de detectar organismos
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pertencentes a esta subunidade das Proteobacterias. No entanto, o
género Geobacter também pertence a este grupo. Desta forma, a
diferenca entre a concentragdo das O-Proteobacteria encontradas
neste estudo com as Geobacter discutidas no item anterior indica
com melhor precisdo a quantidade das bactérias sulfato-redutoras. Os
microrganismos redutores de sulfato foram detectados apenas nas
dreas contaminadas com gasolina E85 (A1), gasolina E24 (AS8) e
gasolina E10 (A2), representando 3,15, 8,17 e 21,54% das 0-
Proteobacterias, respectivamente, apresentadas na Figura 16.
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Figura 16 - Grafico comparativo das bactérias sulfato-redutoras de 8 areas
experimentais

As bactérias redutoras de sulfato (BRS) compreendem em
vdrios grupos de bactérias, estritamente anaerdbios, que utilizam o
sulfato como receptor de elétrons, reduzindo-o a sulfeto. Neste
estudo comparou-se a concentracdo de sulfato e sulfeto com
concentracio de bactérias sulfato-redutoras presente em cada local. O
objetivo foi de avaliar a relacdo entre a comunidade de sulfato-
redutoras e a utilizacdo do receptor de elétrons sulfato e,
concomitantemente, a producdo do subproduto metabdlico sulfeto
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em dguas subterraneas. Nas dreas onde as sulfato-redutoras foram
detectadas nota-se um aumento da quantidade destas bactérias com o
aumento da concentracdo de sulfato e sulfeto (Figura 17). Estudos
em campo j4 relataram a mesma relacdo, em que nos pocos onde
foram detectadas concentragdes de sulfato e sulfeto houve a presenga
dos microrganismos redutores de sulfato (TIAN et al., 2005). Nas
demais areas contaminadas com biodiesel (A3), diesel B20 (A4),
gasolina E25 (AS), diesel (A6) e diesel E50 (A7) as bactérias sulfato-
redutoras ndo foram detectadas, pois hé outros receptores de elétrons
mais energeticamente favordveis disponiveis (discutidos nos itens
4.1.2.1 e 4.1.2.2). Desta forma, apesar de ser dificil a predominancia
das bactérias sulfato-redutoras, é possivel encontrd-las onde o
receptor de elétrons sulfato € presente em altas concentragdes e 0s
outros receptores tenham esgotado.
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Figura 17 - Grafico comparativo das bactérias sulfato-redutoras nos
experimentos onde elas foram detectadas juntamente com as concentragdes
de sulfato e sulfeto

Sob condi¢des anaerdbias, a sulfato-reducdo é desfavorecida
em relacdo a respiracdo aerdbia, nitrato-reducdo e ferro redugdo, e
pode ser verificada pelo decaimento na concentragdo de SO4* em
uma pluma de contaminacgdo. Para confirmar a sulfato-reducdo nas
areas (Al, A2 ¢ A8) onde as bactérias sulfato-redutoras foram
detectadas neste trabalho foi necessdrio consultar os dados de
monitoramento dessas dreas fornecido pelo laboratério REMAS, a
fim de confirmar uma diminuicdo na concentragdo de sulfato ao
longo do tempo. Assim como foi observado inicialmente a presenca
do nitrato e a sua deplecio ao longo do tempo nas dreas dos
combustiveis B20 (A4) e E25 (AS5) sugerindo a nitrato-reducio,
também houve o mesmo comportamento com o receptor de elétrons,
sulfato, na drea do combustivel E10 (A2), confirmando o processo de
sulfato-reducdo nesta drea (Figura 18). Nas outras duas dreas (Al e
A8) onde as quantidade de bactérias sulfato-redutoras foram menores
que 10 cépias de gene.g-'de SST, além de néo se observar a deplecéo
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do sulfato ao longo do tempo, as concentragdes deste receptor de
elétrons ndo passaram de 9 mg.L-!. Desta forma, estes resultados
demonstram o processo de sulfato-reducdo na degradacdo dos
contaminantes somente na area A2, contaminada com o combustivel
E10. Nesta drea o substrato (contaminante) principal € o etanol,
sugerindo a degradagdo deste biocombustivel auxiliada pelas
bactérias sulfato-redutoras. Mackay et al. (2007), em experimento de
campo utilizando o éter metilterc-butilico (MTBE), no qual foram
injetadas solug¢des contendo benzeno, tolueno e o-xileno e etanol,
observaram que a sulfato-reducdo foi responsdvel pela biodegradacao
do etanol. Portanto, a andlise da comunidade microbiana redutora de
sulfato mostrou ser uma ferramenta confidvel na indicacdo da
sulfato-reducdo em dguas subterraneas potencialmente contaminadas.

3 W7 Sulfato A2
[ Sulfeto A2

0,1

Concentragdo de sulfato e sulfeto (mg.L")

o
=
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tempo apos liberagdo (meses)

Figura 18 - Concentragio de sulfato e sulfeto (mg.L!) da area contendo o
combustivel gasolina E10 (A2) ao longo do tempo de monitoramento
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4.1.2.4. Metanogénicas (arqueas) e indicadores fisico-quimicos da
metanogénese

A degradacdo metanogénica de materiais orgdnicos é um
processo que ocorre em ambientes anaerébios, onde receptores de
elétrons inorganicos, como oxigénio, nitrato, ferro, manganés e
sulfato, sdo ausentes. Em ambientes subterraneos contaminados com
hidrocarbonetos a possibilidade da ocorréncia da metanogénese €
avaliada pelas medidas do potencial de oxirreducio e da
concentracdo de metano. Neste estudo foi avaliado o nimero total de
organismos constituintes do dominio das arqueas, incluindo as
metanogénicas, com o objetivo de indicar em quais dreas
experimentais estd ocorrendo processos de biodegradacdo
metanogénico. Além disso, estes microrganismos foram comparados
com o potencial redox e com a detec¢do de metano nos locais onde
as arqueas foram encontradas em quantidades relevantes. Os
resultados revelaram a deteccio de arqueas em dreas que
apresentaram potenciais de oxirredu¢do negativos, porém nem todas
as dreas que apresentaram potencial redox negativos demonstraram
presenca de arqueas (Figura 19). Portanto, este resultado confirma
que o potencial de redugdo negativo é uma condi¢do para a
ocorréncia da acdo das metanogénicas € ndo uma consequéncia do
processo metanogénico.

Em dguas subterrineas contaminadas a ocorréncia da
metanogénese € afirmada pelo aumento da concentracdo de metano.
Porém, neste estudo ndo foi observada uma relagdo com o metano
detectado no mesmo ponto de coleta da quantificacio das arqueas nas
dreas Al e A8, somente na drea A3 que foi quantificado uma
concentracdo de 10,57 mgl-! de metano. Desta forma, os
indicadores fisico-quimicos ndo indicaram com precisdo 0 processo
de biorremediacdo ocorrente nas dreas experimentais. J4 a andlise das
arqueas justificaram as andlises fisico-quimicas e mostraram, com a
presenca dos organismos remediadores, os processos de oxirreducdo
atuantes na degradacdo dos contaminantes. Portanto, o
monitoramento de processos de biodegradacdo metanogénica pode
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ser melhor acompanhado e interpretado com andlises moleculares
dos préprios agentes biorremediadores, as arqueas metanogénicas.
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Figura 19 - Grafico comparativo do log de copias de gene para Arqueas. g!
de solidos suspensos totais de agua subterrdnea de 8 experimentos
juntamente com os potenciais de oxirredugao

42. DETERMINACAO DAS COMUNIDADES MICROBIANAS
MAIS RELEVANTES (BIOMARCADORES) NA
IDENTIFICACAO DE UMA AREA CONTAMINADA POR
COMBUSTIVEIS

A avaliacdo das condicdes de oxi-redugdo é muitas vezes um
pré-requisito para compreensdo do comportamento dos poluentes na
pluma e para a selecdo de abordagens de remediagcdo. Desta forma,
este estudo teve como objetivo identificar o processo de oxi-reducio
predominante em fontes de contaminacdo intemperizadas através da
biologia molecular. Os resultados discutidos no item 4.1 revelaram a
relagdo entre as comunidades microbianas especificas, associadas aos
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processos redox, com seus respectivos receptores de elétrons e
subprodutos metabdlicos. A partir destes resultados foi montada a
Tabela 5, a qual indica o processo de oxi-redu¢do predominante em
cada 4rea experimental. O processo de nitrato-reducdo foi
predominante nas dreas do diesel B20 (A4) e gasolina E25 (AS),
enquanto a sulfato-reducdo somente foi observada na drea onde foi
liberada a gasolina E10 (A2). As ocorréncias destes processos
corroboram com as técnicas de remediacdo aplicadas nas dreas AS e
A2, as quais foram bioestimuladas com os receptores de elétrons
nitrato e sulfato, respectivamente. O processo metanogénico foi
observado na drea mais antiga (AS8), demonstrando o esgotamento
dos outros receptores de elétrons nesta drea. Foi observada a
concomitancia dos processos de ferro-reducdo e metanogénese nas
dreas da gasolina E85 (Al) e do biodidesel (A3), sugerindo a
simbiose destes microrganismos na degradacdo dos contaminantes
presentes nestas areas. Embora a ordem de utilizagcdo dos receptores
de elétrons siga os principios termodindmicos, em ambientes
naturais, a interacdo micrébios-dgua-sedimento pode ser bem mais
complexa e com isso mais de uma rota metabdlica pode ocorrer
simultaneamente (ROYCHOUDHURY e MERRET, 2006;
HATTORLI, 2008).

Um desafio para maior aceitacio da técnica de biorremediacao
in situ de derivados de petréleo em ambientes subsuperficiais é
demonstrar que os decréscimos das concentracdes dos contaminantes
sdo resultantes da ac@o microbiolégica sobre estes compostos ao
invés de ocorrer exclusivamente por processos abidticos. Desta
forma, uma abordagem a ser utilizada é mostrar que comunidades
microbianas nativas de um local associadas aos processos de
degradacdo de poluentes sdo enriquecidas quando se encontram em
zonas contaminadas (BELLER et al., 2002). Neste estudo avaliaram-
se as comunidades microbianas associadas aos processos de
degradacdo de hidrocarbonetos em areas (A2 e A5) onde sdo
aplicadas técnicas de Bioestimulagdo. Na érea onde foi liberado o
combustivel E10 (A2) verificou-se a presenca de bactérias sulfato-
redutoras (Figura 16) (maior concentracdo do que nas demais dreas)
e a predominincia do processo de sulfato-reducdo (Tabela 5)
demostrando a eficiéncia da técnica de Bioestimulacdo com sulfato
aplicada nesta drea. Na drea contendo o combustivel gasolina E25
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(AS), onde foi empregada a Bioestimulacdo com o nitrato, também
constatou-se o enriquecimento das comunidades especificas (nirsS)
bioestimuladas (Figura 13), corroborando com a eficiéncia destas
técnicas de remediacdo. Estudos com a detecc@o de genes catabdlicos
da biodegradacdo aerdbica dos BTEXs indicaram o potencial de
biodegradacdo desses contaminantes durante a técnica de extracdo
multifsica empregada em locais contaminados com derivados de
petrdleo (BALDWIN et al., 2009).

Neste estudo também buscou-se por um biomarcador de dguas
subterraneas contaminadas com combustiveis. Desta forma, avaliou-
se a presen¢ca de um grupo microbiano anaerébio em comum em
todas as dreas contaminadas. Ndo foi possivel identificar o mesmo
grupo de bactérias ou arqueas (biomarcador) em todas as dreas
contaminadas avaliadas deste trabalho, como pode ser observado na
Tabela 5. Porém, nos locais contaminados (A1, A2, A3, A4, A5 e AB)
houve a presenga de pelo menos uma comunidade especifica
revelando o processo de oxirreducdo atuante na biodegradacdo dos
contaminantes, o que indica, consequentemente, um local
potencialmente contaminado (Tabela 5). Além disso, foi observado
que em areas onde jid ndo possui mais concentracdo de poluentes
(que foi liberado 20L de diesel e 20L de diesel ES0, dreas A6 e A7
respectivamente) ou em 4rea que nunca houve uma contaminacio
(drea controle), nenhuma comunidade anaerébia especifica foi
detectada, indicando dreas que ndo h4 processos de degradacdo e
desta forma, dreas ndo contaminadas. Outros estudos corroboram
com esta ideia, como os degradadores de solventes clorados
Dehalococcoides spp., 0os quais sdo tipicamente presentes em locais
onde ocorre a atenuacdo natural destes solventes (HE, et al., 2003 e
HENDRICKSON, et al., 2002). Estes resultados sugerem que o
tempo de uma contaminagdo, a composi¢do do contaminante e as
caracteristicas geoquimicas do local sdo fatores determinantes e/ou
limitantes no processo de biorremediacdo. Portanto, somente com a
analise de todas estas comunidades microbianas anaerdbias, seria
possivel identificar os distintos grupos microbianos indicando os
possiveis locais potencialmente contaminados.



Tabela S: Presenca das comunidades microbianas mais relevantes

Comunidades microbianas
relevantes
Tempo de -
contaminacao| Area experimental § - ‘3 é .§ 4
(anos) S §l % S S8l 2
sS| f| 3|9 £
Q S | &< <
0,2 Al — gasolina E85 + + +
1 A2 — gasolina E10 +
1,6 A3 - biodiesel + +
19 A4 — diesel B20 +
55 A5 — gasolina E25 +
8.9 A6 - diesel
9,2 A7 - diesel E50
11,5 A8 — gasolina E24 +




em cada area experimental representada pelo simbolo +.

&9

Processo de oxidaciao-reducio ocorrente

Resultado Final/contaminacoes

Indica uma area potencialmente

contaminada?

Ferro-reducdo e metanogénese SIM
Sulfato-reducdo SIM
Ferro-reducdo e metanogénese SIM
Nitrato-redugdo SIM
Nitrato-redugdo SIM

i NAO

i NAO
Metanogénese SIM
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4.3. DISCUSSAO DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO FISICO-
QUIMICAS E MOLECULARES DE AGUAS SUBTERRANEAS
POTENCIALMENTE CONTAMINADAS POR COMBUSTIVEIS

Para o diagnéstico das contaminagdes, as investigacdes
podem ser conduzidas por métodos diretos e indiretos. Neste estudo
os métodos diretos utilizados foram as andlises fisico-quimicas da
dgua subterrdnea e os indiretos foram as andlises moleculares, os
quais foram comparados com o intuito de avaliar a eficiéncia dessas
ferramentas no momento de tomada de decisdo. Através da
interpretacdo dos resultados das técnicas diretas fisico-quimicas e das
técnicas indiretas moleculares o objetivo foi identificar concentragdes
altas de contaminantes (substratos) orginicos e o processo de
biodegradacdo. Neste trabalho, foram realizadas andlises de dez
diferentes pardmetros fisico-quimicos e cinco diferentes pardmetros
biolégicos para o diagndstico das dreas experimentais. As respostas
destes pardmetros em cada drea experimental ja foram discutidas nos
itens anteriores (4.1.1. e 4.1.2.) e estas técnicas mostraram ser
complementares a partir das seguintes avaliagdes:

e No processo de investigacdo de uma drea, a identificagdo da
contaminacdo ¢é concebida através das andlises fisico-quimicas
(BTEX, etanol e acetato), as quais fornecem uma resposta direta e
precisa da concentracdo dos compostos investigados (Figura 11,
Tabela A 1 e Tabela A 2). Porém, as andlises fisico-quimicas
precisam ser racionalizadas em virtude da sua morosidade e custo. E
neste ponto que se inserem as técnicas de biomonitoramento
(bactérias totais 16S), que mesmo ndo quantificando os teores de
contaminantes presentes no sistema, fornecem uma avaliacdo
sist€émica e qualitativa. A amostragem de solo no nivel do lencol
fredtico, através de um trado, para a andlise de bactérias totais é
muito mais simples do que a construcio de pogos de monitoramento
para andlises fisico-quimicas em instrumentacdo analitica. Desta
forma, em alguns casos € interessante a informacao da quantidade de
biomassa do local investigado, visto que se esta for alta em relacdo a
um ambiente controle, hd fortes indicativos de uma contaminacdo
recente por substratos de féacil degradag¢do (biocombustiveis) (item
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4.1.1). No monitoramento deste local contaminado também ¢é
relevante utilizar as bactérias totais, que se permanecem altas
provavelmente hd uma fonte continua de biocombustiveis ou seus
subprodutos metabdlicos na &4gua subterrdnea (vazamento de
biocombustivel, por exemplo, nas dreas experimentais Al, A2 e A3
deste estudo), porém, se elas diminuem pode ter esgotado os
substratos organicos de facil degradagcdo (como nas dreas A4, AS, A6,
A7 e A8) ou os contaminantes chegaram a concentragdes altissimas,
sendo toxicos e selecionando a populagdo microbiana local. Portanto,
a utilizacdo preliminar da técnica molecular (com o gene 16S) no
processo de investigacdo fornecerd informacdes da quantidade de
biomassa, a qual direciona o investigador nas sondagens diretas das
concentracoes.

e O processo de identificagio de dreas contaminadas tem como
objetivo a localizacdo das 4reas contaminadas, e com a confirmagao
da contaminagdo, inicia-se o0 processo de monitoramento e
recuperacdo. Para aplicar tecnologias de remediacdo de dguas
subterrineas € preciso critério em relacdo as condicdes fisico-
quimicas do local. No entanto, é com urgéncia que estas técnicas sio
estabelecidas. Desta forma, € fundamental amostragens e andlises
rdpidas, como a biologia molecular, que fornecam informagdes do
potencial de biodegradacdo do local de interesse, para a adequada
implantacdo de remediacdo. As andlises dos genes filogenéticos
indicam comunidades microbianas associadas aos processos de oxi-
reducdo (Tabela 5) que atuam na degradacdo dos contaminantes.
Com isso, altas quantidades de uma dessas comunidades em uma
drea contaminada, por exemplo as que possuem o gene nir$S na drea
A4 contaminada com o combustivel diesel B20, sugere o potencial
da nitrato-redu¢do na degradacdo dos contaminantes e propde a
implantacdo da técnica de bioestimulacdo com o nitrato. No
monitoramento da técnica empregada sdo necessdrias as andlises
fisico-quimicas com o controle direto das concentragdes para avaliar
a utilizacdo do receptor de elétrons injetado (Figura 14 e Figura 18),
a producdo de subproduto metabdlico (Figura 15) e a diminui¢@o dos
contaminantes. Contudo, € essencial a andlise dos microrganismos
que estdo sendo estimulados para confirmar a eficiéncia e
desempenho da técnica de remediacdo implantada, como foi
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observado nas areas A2 e A5 bioestimuladas com nitrato e sulfato,
respectivamente. Outros estudos também j4 apresentaram a eficiéncia
dos processos de bioestimulacgdo com a biologia molecular
(DOMINGUEZ et al., 2008)
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5 CONCLUSOES

eAltas quantidades de bactérias totais indicaram presenca de altas
concentracdes de substrato (etanol e acetato). A partir de dois anos de
contaminacdo, onde a concentragdo dos substratos provenientes dos
biocombustiveis ¢é insignificante (abaixo de 10 mglL!), a
quantificacdo deste gene 16S ndo fornece informacdes indicativas de
contaminacio por hidrocarbonetos de petréleo. Portanto, a andlise de
Bacteria 16S rDNA ¢é uma ferramenta util para derramamentos
recentes, com menos de dois anos, de misturas de combustiveis com
biocombustiveis.

eAs comunidades microbianas especificas, nirS e sulfato-redutoras,
foram encontradas em maiores quantidades em dreas onde houve o
decaimento dos respectivos receptores de elétrons nitrato e sulfato ao
longo do tempo, indicando a nitrato- e sulfato-reducio
respectivamente. Assim como também foi observada a relacdo da
comunidade microbiana especifica (Geobacter e sulfato-redutoras)
com altas concentragdes do seu subproduto metabdlico (ferro** e
sulfeto), demostrando a Fe(Ill)-reducdo. Quanto as metanogénicas, a
relagdo com o metano ndo foi observada, embora estes organismos
tenham sido detectados em condi¢des extremamente redutoras, além
de terem demostrado uma relagdo de simbiose com outros grupos de
microrganismos como as ferro-redutoras. Além disso, nas dreas (A2 e
AS5), onde foram empregadas técnicas de bioestimulacdo com nitrato
e sulfato, constatou-se o enriquecimento das comunidades especificas
(nir§ e sulfato redutoras) bioestimuladas, corroborando com a
eficiéncia destas técnicas de remediagao.

oA identificacio de um mesmo grupo de bactérias ou arqueas
(biomarcador) em todas as 4reas contaminadas avaliadas deste
trabalho nio foi observada. Desta forma, a andlise de apenas um dos
genes filogenéticos ndo € suficiente para descrever o processo redox
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atuante na biodegradacdo de contaminantes. Porém, a andlise
molecular dos quatro grupos microbianos avaliados neste trabalho €
suficiente para indicar os processos de oxi-reducdo predominante e
os possiveis locais contaminados.

eAs técnicas de diagndstico diretas, mesmo que executadas em
menor ndmero sdo de vital importdncia para quantificacdo das
contaminac¢des em subsuperficie. No entanto, o método indireto da
quantificacdo molecular de grupos microbianos especificos
apresentou-se como uma técnica complementar no diagndstico de
dguas subterrdneas contaminadas por combustiveis. A qPCR
proporciona respostas mais refinadas na definicdo do processo de
oxirredugdo prevalecente, sendo relevante na diminuicdo de
incertezas no momento de tomada de decisdo, mas ndo pode ser
utilizada isoladamente para identificar fontes de contaminacdo por
combustiveis.
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6 RECOMENDACOES

eAvaliacdo de diferentes metodologias de amostragem em
subsuperficie para a quantificacdo de microrganismos que caracterize
a drea de estudo. Estes estudos sdo necessdrios porque grande parte
da comunidade microbiana se encontra aderida ao solo, porém, em
alguns casos, o0 solo ndo pode ser removido para andlise. A coleta de
um grande volume de dgua subterrdnea para que seja uma amostra

representativa muitas vezes também ¢ invidvel. Portanto, hd a
necessidade de padronizar a amostragem para andlises da qPCR.

O sucesso da técnica de amplificacdo de 4cidos nucléicos pela
gPCR, possibilita a deteccdo e quantificacdo direta de grupos de
bactérias e gendtipos catabdlicos especificos envolvidos na
biodegradacdo dos contaminantes em questdo. Desta forma, o
continuado uso de técnicas alternativas de biologia molecular pode
adicionar informagdes sobre a diversidade (espécies) e a ecologia
microbiana associada aos processos de degradacdo, melhorando a
qualidade das informacdes e diminuindo incertezas em tomadas de
decisdo.
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APENDICES

Apéndice A. Detalhamento das concentragées encontradas dos
parametros fisico-quimicos.
Tabela A 1: Resultados das concentracdes de BTEX (ug.L1), HPA
(ug.L-1), Etanol (mg.L-1) e Ac. acético (ug.L-) nas diferentes
profundidades de cada 4rea experimental estudada.

Area da gasolina E85 (A1)

Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L-'! [Etanol] em mg.L-!
6 10953,83 96,56
5 12518,99 105,71
4 14170,60 111,92
3 10431,72 9742
2 91819,32 3965,34
Area da gasolina E10 (A2)
Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L-'! [Etanol] em mg.L-!
6 1783333 70242
5 23108,14 904,16
4 55367,19 2188.,86
3 5999,14 277,21
2 6212483 1895,73
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Area do biodiesel (A3)
Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L'! [Etanol] em mg.L!
6 n.a. n.a.
5 n.a. n.a.
4 n.a. n.a.
3 n.a. n.a.
2 n.a. n.a.
Area do diesel B20 (A4)
Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L-'! [Etanol] em mg.L-!
6 458,50 n.a.
5 722,89 n.a.
4 573,85 n.a.
3 549,04 n.a.
2 1813,34 n.a.
Area da gasolina E25 (AS)
Nivel de
profundidade [BTEX] em ug.L'!  [Etanol] em mg.L-!
5.8 372,27 0,00
48 429,03 0,00
38 715,67 0,00
2.8 1236,67 0,00
23 1353,78 0,00
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Area do diesel (A6)
Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L-! [Etanol] em mg.L-!
40 0,00 0,00
30 0,00 0,00
2,0 0,00 0,00
1,0 Nivel sem dgua Nivel sem dgua
Area do diesel E50 (A7)
Nivel de
profundidade [BTEX] em ug.L'!  [Etanol] em mg.L-!
40 0,00 0,00
30 0,00 0,00
2,0 0,00 0,00
1,0 0,00 0,00
Area da gasolina E24 (A8)
Nivel de
profundidade [BTEX] emug.L-! [Etanol] em mg.L-!
4.5 0,00 0,00
35 0,00 0,00
2.5 542,34 0,00
20 0,00 0,00
10 0,00 0,00
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[BTEX total] ug 1"
(Bl w1

Figura A 1: Representagdo dos diagramas de caixa da concentragdo de
BTEX total, HPA total e etanol, agrupados por area experimental.

Tabela A 2: Resultados individuais dos compostos BTEX ug.L-! nas
diferentes profundidades de cada drea experimental estudada.
Area e nivel

de Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos
profundida (ug.L") (ug.L) (ug.L) (ug.L")
de (m)

E10;6,0 140829  9060,65 153539  5829,00
E10;50 3698.80 11527.10 163641 624583
E10;4,0 17581,40 2817740 199230  7616,09
E10;3,0 228127  2773,77 19778 746.32
E10;2,0 26149,70 26808,10  1903,65  7263,38

Area e nivel

de Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos
profundida (ug.L!) (ug.L) (ug.L) (ug.L)
de (m)
E25; 5,8 19,96 188,90 24,81 138,60
E25; 4,8 22,01 219,54 28,82 158,66
E25; 3.8 43,33 351,15 49,85 271,34
E25; 2,8 717,77 642,46 86,43 430,01

E25;2,3 91.44 692.18 100.68 469.48




Area e nivel

de Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos
profundida (ug.L') (ug.L) (ug.L) (ug.L)
de (m)
E85; 6,0 1941,70 5118,03 823,55 3070,55
E85; 5,0 224829 5801,77 945,80 3523,13
E85; 4,0 2540,78 6864.48 995.18 3770.16
ES85; 3,0 1767,02 5078,18 749,49 2837,03
E85; 2,0 1921100 42940,50 7601,68 22066,14
Area e nivel
de Benzeno Tolueno Etilbenzeno Xilenos
profundida (ug.L") (ug.LY) (ug.L) (ug.L)
de (m)
B20; 6,0 79,97 117,12 44,21 217,20
B20; 5,0 199,55 106,84 58,56 357,95
B20; 4,0 51,31 137,28 60,74 324,52
B20; 3,0 41,02 128,89 85,66 293,47
B20; 2,0 227.62 505.13 241.01 839.59

Tabela A 3: Resultados individuais dos receptores de elétrons
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(Oxigénio dissolvido, nitrato e sulfato) nas diferentes profundidades
de cada drea experimental estudada.

Area e nivel Oxisénio Potencial
de dissflvi do Nitrato Sulfato Redox
profundidade 1 (mgL1 (mg.L1) (mYV)
E10; 6,0 0,33 49,46 7,09 123,00
E10; 5,0 0,29 0,05 40,74 16,00
E10; 4,0 0,30 3,86 7,04 0,00
E10; 3,0 0,32 40,45 16,55 -18,00
E10; 2,0 0,31 0,03 37,31 103,00
E25;5,8 2,22 0,70 5,27 111,00
E25; 4,8 0,85 7,62 2,78 101,00
E25; 3,8 0,21 3,20 0,79 -100,00
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E25;2,8 0,37 0,00 1,56 -10,00
E25;2,3 0,71 0,20 2,32 2,70
E24; 4,5 128 0,00 2,06 84,00
E24; 3,5 0,51 0,11 1,99 21,00
E24; 2,5 0,22 7,89 2,85 238,00
E24; 2,0 3,40 103,89 7,28 16,00
E24; 1,0 0,88 78,16 2,10 44,00
E85; 6,0 2,11 3,03 2,52 187,00
E85; 5,0 1,77 2,91 2,50 204,00
E85; 4,0 2,37 3,52 2,79 100,00
E85; 3,0 1,05 2,75 1,95 238,00
E85; 2,0 0,84 221 1,57 -86,00

D100; 4,0 1,38 0,45 332 136,00
D100;3,0 281 0,65 2,04 145,00
D100;2,0 0,33 0,11 1,50 40,00
D100; 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
DE50;4,0 0,78 0,08 1,52 37,00
DE50;3,0 132 0,46 2,79 663,00
DE50;2,0 238 3,17 2,81 82,00
DE50;1,0 037 8,34 0,08 115,00
B20; 6,0 0,18 0,70 6,70 -15,00
B20; 5,0 0,22 0,00 6,53 15,00
B20; 4,0 0,37 0,00 7,68 75,00
B20; 3,0 0,46 0,00 6,27 -13,00
B20; 2,0 0,31 0,00 5,18 -98,00
B100; 6,0 0,69 0,00 21,51 27,00
B100;50 0,12 0,23 16,31 17,00
B100;4,0 0,08 0,00 9,94 -54,00
B100;3,0 0,10 0,00 0,85 -78,00
B100;2,0 0,13 0,00 0,85 -69,00
Area controle; 4 1,26 3,59 126,00

6,0
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Figura A 2: Representacdo dos diagramas de caixa da concentragdo dos
receptores de elétrons, oxigénio dissolvido, nitrato e sulfato, agrupados por

area experimental.
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Tabela A 4: Resultados individuais dos subprodutos metabdlicos
(nitrito, ferro (II), acetato e metano) nas diferentes profundidades de
cada drea experimental estudada.

Area e nivel
de Nitrito Ferro (I)  Acetato Metano
profundidade (mg.L'Y) (mgL?') (mgL!) (mgL")
(m)
E10; 6,0 1,01 0,00 0,00 0,00
E10; 5,0 0,00 0,09 14,39 0,00
E10; 4,0 0,11 2,35 3,12 0,00
E10; 3,0 0,87 3,61 0,44 0,00
E10; 2,0 0,00 4,82 3,31 0,00
E25; 5,8 0,00 0,00 0,30 0,00
E25; 4,8 0,00 0,00 0,00 0,00
E25; 3,8 0,00 0,29 0,00 0,00
E25; 2,8 0,00 0,39 0,00 0,00
E25;2,3 0,00 0,73 0,00 0,00
E24; 4,5 0,00 1,49 0,00 n.a.
E24; 3,5 0,00 0,08 0,00 0,04
E24; 2,5 0,03 0,00 0,00 0,00
E24; 2,0 0,07 0,00 0,00 0,00
E24; 1,0 0,00 0,00 0,00 0,00
ES85; 6,0 ALD 0,00 ALD 0,04
ES8S; 5,0 ALD 0,00 ALD 0,04
ES85; 4,0 ALD 0,00 0,67 0,04
ES8S; 3,0 ALD 4,19 0,72 0,52
ES85; 2,0 ALD 25,60 147,00 0,12
D100; 4,0 0,00 0,00 0,23 0,00
D100; 3,0 0,00 0,63 0,00 0,04
D100; 2,0 0,00 727 0,00 0,00
D100; 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
DES50; 4,0 0,00 0,15 0,40 0,00
DE50; 3,0 0,00 0,00 0,49 0,00




DES50; 2,0 0,00 0,00 0,34 0,00
DES50; 1,0 0,03 0,00 0,19 0,00
B20; 6,0 0,00 0,00 0,87 4,22
B20; 5,0 0,00 1,36 0,87 7,79
B20; 4,0 0,00 1,77 0,35 8,23
B20; 3,0 0,00 6,73 0,00 30,03
B20; 2,0 0,00 10,06 5,92 7,88
B100; 6,0 0,00 1,23 0,25 0,08
B100; 5,0 0,00 4,17 2,85 0,18
B100; 4,0 0,00 6,02 2,29 3,69
B100; 3,0 0,00 41,00 75,38 10,57
B100; 2,0 0,00 99,50 120,64 2,90
Area °6°(')'tr°le; ALD 0,00 ALD ALD
Area ?5"(‘)“""6; ALD 0.22 ALD ALD
, b
Gk j"gtmle; ALD 035 ALD ALD
Area g"(')'t"’le; ALD 0.25 ALD ALD
Area controle; ALD 0,00 ALD ALD

2,0
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Figura A 3: Representacdo dos diagramas de caixa da concentragdo dos
subprodutos metabolicos, nitrito, acetato, ferro (II) e metano agrupados por
area experimental.
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Apéndice B. Detalhamento das concentragées encontradas dos

parametros moleculares.

Tabela B 1: Resultados individuais das andlises de biologia
molecular (16S, nitrato-, ferro- e sulfato-redutoras e arqueas) nas
diferentes profundidades de cada drea experimental estudada.

Area e
proﬁ(lir;dida DNA nirS Geobacter Proteobac ten.asArqueas

(metros) (log copias de gene . g

E10;6,0 8,07 7,05 4,83 5,16 ALD
E10;50 7,83 767 ALD 4,20 ALD
E10;4,0 888 7,92 4,68 4,51 ALD
E10;3,0 8,61 7,92 4,56 5,51 ALD
E10;2,0 823 84l 4,16 5,55 ALD
E25;58 6,78 7,71 ALD ALD ALD
E25;48 749 733 5,13 ALD ALD
E25;3,8 542 6,20 4,41 ALD ALD
E25;2,8 838 7,64 6,49 6,16 ALD
E25;23 7,45 6,36 4,78 4,32 ALD
E24;455 6,73 6,60 ALD ALD ALD
E24;3,5 554 6,69 4,53 ALD ALD
E24;2,5 877 7,24 4,42 5,46 6,87
E24;2,0 8,64 6,89 ALD 4,24 7,51
E24;1,0 857 7,79 5,06 4,65 7,25
E85; 6,0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
E85;5,0 8,60 7,87 5,03 ALD 7,90
E85;4,0 949 7098 4,82 ALD 8,07
E85;3,0 9,53 7,64 6,22 6,02 7,97
E85;2,0 9,50 7,62 6,80 6,09 7,75
D100; 4,0 7,10 7,46  ALD ALD ALD
D100; 3,0 8,14 6,97 4,13 ALD ALD
D100;2,0 8,39 727 4,53 4,33 ALD
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D100; 1,0 8,60 796 495 4,70 ALD
DE50;4,0 725 652 ALD ALD ALD
DE50;3,0 761 679 ALD ALD ALD
DE50;2,0 828 7,00 4,08 ALD ALD
DE50; 1,0 na. n.a. n.a. n.a. n.a.

B20;6,0 7,18 7,59 ALD ALD ALD
B20;5,0 8,14 807 458 ALD ALD
B20;4,0 689 7,56 4,17 ALD ALD
B20;3,0 8,03 747 429 424 ALD
B20;2,0 548 7,69 ALD ALD ALD
B100; 6,0 724 650 483 ALD ALD
B100;5,0 7,04 7,71 ALD ALD ALD
B100;4,0 7,69 738 499 4,11 ALD
B100;3,0 685 615 ALD ALD 8,28
B100;2,0 837 650 495 4,54 7,97
com‘;‘z;’; 60 126 722 ALD ALD ALD
cont“;‘;le; 5o 102 715 ALD ALD ALD
cont‘:;f:; 40 22 683 ALD ALD ALD
com‘;‘z;’; 30 768 707 ALD ALD ALD
Area ¢4 681  ALD ALD ALD

controle; 2,0
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Apéndice C: Detalhamento das andlises moleculares a partir do
equipamento de qPCR
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Figura C 1: Namero de ciclos (CT) realizados pela PCR necessarios para o
inicio da amplificagdo da seqiiéncia alvo, ou seja, seqiiéncia que se deseja
quantificar. Amostras ndo amplificadas também sdo mostradas como as
linhas que ndo tiveram um aumento exponencial.
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Figura C 3:Curvas de calibragdo para as comunidade microbianas

especificas - nirS, Geobacter, Proteobactérias e arquea



