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RESUMO

Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno, conhecidos popularmente como compostos BTEX séo
hidrocarbonetos aromaticos, com baixo peso molecular, altamente volateis e sollveis. Essas condicbes os
tornam mais dificeis de serem removidos da natureza. Esses compostos sdo carcinogénicos e teratogénicos,
mesmo em pequenas concentracfes sdo considerados um risco a salde. Mesmo assim, esses compostos sao
utilizados nas industrias, na fabricacdo de diversos produtos, o que por sua vez aumenta o seu descarte no
ambiente por meio de esgotos fabris e domésticos. Técnicas para a remocdo destes compostos da natureza sao
caras e fastidiosas, sendo assim, o uso de tecnologias utilizando micro-organismos como biorremediadores
estd cada dia mais em destaque. Tendo ciéncia de que EstacBes de Tratamento de Esgotos (ETES) sdo repletas
de micro-organismos com potencial para biorremediacdo, esta pesquisa visou utilizar o lodo proveniente da
ETE multifabril do Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, Brasil na analise de biodegradacdo de compostos
BTEX permeadas por bactérias isoladas da estacdo em questéo.

PALAVRAS-CHAVE: Micro-organismos, Biorremediagdo, BTEX, ETE.
INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos monoaromaticos monoaromaticos derivados de petréleo mais conhecidos sao:
Benzeno, Tolueno, Xileno e Etilbenzeno (BTEX). Trata-se de compostos organicos volateis, comumente
associados a industria petroguimica e que geralmente estdo presentes em derivados de petroleo, sendo
utilizados como solventes industriais para sintese de diversos produtos, como plastico, fibras sintéticas e
pesticidas.

Esses compostos estdo entre as principais referéncias de contaminantes ambientais dos Gltimos anos,
chegando a se destacar na lista de poluentes prioritarios da agéncia de protecdo ambiental norte-americana
United States Evironmental Protection Agency (US EPA) devido ao seu elevado potencial carcinogénico e
mutagénico. Os BTEX possuem relativamente alta solubilidade em &gua, podendo contaminar
extensivamente solos e aquiferos subterraneos, o que pode comprometer corpos hidricos e fontes de agua
potavel (DOU et al., 2008), representando um sério problema ambiental e de saide publica.

Tendo em vista os efeitos nocivos dos BTEX no ambiente e em organismos vivos, torna-se urgente o
desenvolvimento de metodologias eficientes e capazes de minimizar sua presenca no meio. As técnicas de
combustdo e condensagdo sdo técnicas convencionais de tratamento, que sofrem varios inconvenientes,
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incluindo alto capital, custos de operacdo e manutencéo, alto consumo de energia e producdo de subprodutos
toxicos. Atualmente se aposta em processos de tratamento bioldgico, como a biorremediacdo, que utiliza a
capacidade natural de microorganismo para degradar poluentes em produtos menos nocivos (FARHADIAN
et al., 2008; MAZZEO et al., 2010). Esses organismos conseguem se desenvolver na presenca desses
compostos e geralmente sdo encontrados em ambientes poluidos com essas substancias.

Dito isto, esta pesquisa tem como objeto de estudo a Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE)
Multifabril do Jaboatdo dos Guararapes em Pernambuco, Brasil; administrada pela Companhia de
Saneamento de Pernambuco (COMPESA\) e que recebe esgotos domésticos e de indlstrias de ramos diversos.
A estacdo conta com trés lagoas de tratamento, estas sdo ricas em micro-organismo capazes de metabolizar
compostos descartados nesses locais, 0 que favorece a degradacdo, reduzindo a matéria organica e
contaminantes.

OBJETIVO

Awvaliar a tolerancia dos microrganismos isolados da ETE multifabril do Jaboatdo dos Guararapes
para hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX, visando a degradacgdo destes compostos.

MATERIAIS E METODOS

UNIDADE AMOSTRAL E COLETA

Esta pesquisa foi realizada na ETE multifabril que pertence a Companhia Pernambucana de
Saneamento (COMPESA), localizada em Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, Brasil. Esta unidade recebe
esgotos de origem domeéstica e principalmente efluentes industriais. A ETE conta com trés lagoas de
tratamento, todas com dois metros de profundidade, sendo a primeira, uma lagoa anaerébia e as demais
facultativas. Para as anélises, ao todo foram coletadas 12 amostras de lodo e efluente com o auxilio de uma
garrafa de Van Dorn. Todas foram acondicionadas e encaminhadas para o laboratério de Saneamento
Ambiental da Universidade Federal de Pernambuco (LSA-UFPE).

ISOLAMENTO DOS MICRO-ORGANISMOS

As amostras de lodo e efluente foram centrifugadas e lavadas com solucdo salina a 0,9%, este
procedimento foi repetido por trés vezes. Posteriormente, trés diluicBes seriadas foram realizadas. A primeira
diluicdo foi lida em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625 nm sendo considerado como aceito
valores entre 0,08 e 0,13 nm. O plagueamento das amostras se deu por semeio em superficie em placas de
Petri contendo meio Agar Brain Heart Infusion (BHI) e Agar Cetrimida. Todo semeio foi realizado em
triplicata. Os isolados obtidos do efluente passaram por extracdo a fim de se obter o DNA ribossomal 168,
seguindo protocolo de fenol quente. O DNA obtido foi purificado com Kit Wizard PCR Clean-up
PROMEGA, os primers utilizados foram os 27 F e 1093 R. A amostra foi padronizada e enviada para
sequenciamento utilizando a plataforma de sequenciamento de DNA do Laboratério Central da UFPE.

TESTE DE TOLERANCIA AOS HIDROCARBONETOS MONOAROMATICOS BTEX

O teste de tolerancia aos BTEX foi realizado utilizando placas para microdiluicdo de 96 pogos. A
tolerancia dos cinco isolados foram testadas com concentragdes de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno que
partiram de 1000 pg/mL até 3,9 pg/mL (coluna 1-9). A coluna 10 foi o controle do meio (apenas meio de
cultura), a coluna 11 foi o controle do reagente (meio de cultura + reagente), enquanto que a coluna 11 foi o
controle positivo (meio + 10 pL de in6culo). O meio utilizado no experimento foi o Caldo BHI. A tolerancia
foi medida seguindo os protocolos do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017),
para Concentra¢do Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Maxima Bactericida (CMB). As cepas utilizadas
no experimento foram obtidas durante o isolamento.
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RESULTADOS

ISOLAMENTO MICROBIANO

Neste estudo foram obtidos cinco isolados microbianos, sendo dois destes provenientes do efluente
(Figura 1) e trés do lodo. Os isolados do efluente ja passaram por sequenciamento genético em larga escala, e
as especies com maior abundancia relativa identificadas foram Citrobacter freundii (P) e Enterobacter
ludwigii (G). Os isolados do lodo aguardam identificacdo e foram citadas como “L1P1”, “E3*” e E4*”,

Na figura 1 pode-se observar o resultado do isolamento de duas bactérias que estavam presentes no
efluente. Na parte (A) observa-se o resultado de um semeio em superficie, realizado em triplicata, onde foi
possivel observar dois tipos de coldnias diferentes. Na parte (B e C), é possivel observar o tipo de crescimento
de cada morfotipo isolado, onde “G” (B) apresenta-se com um aspecto mais mucoéide em relagdo a “P” (C).
Na parte (D e E), é faz-se possivel observar o resultado da coloragdo de Gram, onde ambas apresentam-se
como Gran-negativas.

Figura 1. Resultado do isolamento de bactérias do efluente
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TOLERANCIA AOS BTEX

O teste de tolerncia aos BTEX demonstrou que ambos os isolados sdo resilientes aos reagentes,
suportando altas concentragdes dissolvidas no meio. A Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentracdo Minima Bactericida (CMB) foram as seguintes (Tabela 1):

Tabela 1. Resultados do teste de toleréncia aos compostos BTEX

CMI ’ CMB
EFLUENTE
Citrobacter freubdii
1000 pg/mL 1000 pg/mL BENZENO
500 pg/mL 1000 pg/mL TOLUENO
500 pg/mL 500 pg/mL ETILBENZENO
500 pg/mL 500 pg/mL XILENO
Enterobacter ludwigii
500 pg/mL 1000 pg/mL BENZENO
500 pg/mL 500 pg/mL TOLUENO
250 pg/mL 250 pg/mL ETILBENZENO
500 pg/mL 500 pg/mL XILENO
CMI CMB
LODO

Isolado L1P1
1000 pg/mL 1000 pg/mL BENZENO
250 pg/mL 500 pg/mL TOLUENO
500 pg/mL 1000 pg/mL ETILBENZENO
1000 pg/mL 1000 pg/mL XILENO

Isolado E3*
1000 pg/mL 1000 pg/mL BENZENO
500 pg/mL 1000 pg/mL TOLUENO
500 pg/mL 1000 pg/mL ETILBENZENO
500 pg/mL 500 pg/mL XILENO

Isolado E4*
500 pg/mL 1000 pg/mL BENZENO
250 pg/mL 500 pg/mL TOLUENO
250 pg/mL 500 pg/mL ETILBENZENO
500 pg/mL 1000 pg/mL XILENO

DISCUSSAO

Entre as vantagens dos métodos para tratamento biol6gico por micro-organismo, destacam-se a
degradacdo direta, que evita 0 aumento da contaminacdo do meio ambiente, a reducdo dos poluentes em
produtos menos nocivos, a energia para degradacdo é fornecida pelo prdprio contaminante e os custos de
investimento e operacéo sao baixos, se comparados com outros metodos.
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Os micro-organismos presentes nas lagoas de tratamento demonstraram taxas de remocédo de matéria
organica e contaminantes compativeis com o que esta estabelecido na Resolugdo de N° 430/2011 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o que demonstra um sistema eficiente podendo conter micro-
organismos degradadores de hidrocarbonetos aromaticos. A caracteristica predominante neste ETE é que a
primeira lagoa possui boa parte de sua superficie recoberta por uma camada de matéria organica composta
basicamente por 6leos e graxas, o que cria condi¢Ges de anaerobiose no sistema. Além disso, esta lagoa possui
uma idade de lodo elevada (aproximadamente 5 anos), o que favorece a estabilidade de uma comunidade
microbiana adaptada aos compostos tdxicos langados ao sistema, com metabolismo adequado as condigdes.

Os resultados corroboram com a eficiéncia destes micro-organismos na degradacdo de compostos
como os BTEX. O que indica que os organismos presentes na ETE Multifabril possuem potencial para
biorremediacdo, uma vez que conseguem ser tolerantes a um dos grupos de contaminantes mais recalcitrantes
encontrados em ambientes contaminados.

CONCLUSAO

Técnicas que empregam tratamento biolégico vém ganhando espaco na remediacdo de ambientes
contaminados, por utilizarem a capacidade natural dos micro-organismos de degradar poluentes em produtos
menos nocivos e utilizar o carbono contido nesses compostos toxicos. A abundancia de micro-organismo
junto a suas altas taxas de crescimento permite que evoluam rapidamente e se adaptem as condicfes do
ambiente sob estresse, até mesmo para ambientes que ndo permitem a proliferacdo de outras formas de vida.
Nas lagoas de tratamento da ETE Multifabril do Jaboatdo dos Guararapes, existe uma popula¢do microbiana
com potencial de degradacdo de hidrocarbonetos monoaromaticos. Todos 0s micro-organismos isolados
apresentaram alta tolerancia a toxicidade do BTEX e consequentemente podem ter potencial aplicacdo no
tratamento biolégico de efluentes contendo altas concentracBes de substancias presentes em compostos
derivados de petréleo e de atividades industriais. Este estudo é o inicio de diversos testes de biodegradacdo
dos BTEX fazendo uso de micro-organismos que degradam e que sdo resistentes a hidrocarbonetos
aromaticos.
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