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RESUMO: A notavel contribuicio do setor petrolifero para a economia mun-
dial provoca uma demanda que exige grande estruturacdo da cadeia produtiva
deste setor. Com isso as preocupag¢oes relacionadas ao potencial de contami-
na¢do ambiental por petroderivados vém crescendo. A polui¢ao do solo, dos
mananciais de dgua e do ambiente marinho gerada pelos hidrocarbonetos do
petroleo gera graves problemas na satde humana, vegetal e animal. Esta revisio
bibliografica tem como objetivo apresentar as caracteristicas destes poluentes, os
processos envolvidos na contaminagio do solo, destacando o mecanismo de bio-
degradacio, e a bioprospec¢iao de microrganismos capazes de realizar este pro-
cesso. A capacidade de degradar hidrocarbonetos do petréleo é apresentada por
diversos grupos microbianos. O processo biolégico de remediagido, conhecido
como biorremediacio, é propiciado por meio de um estimulo na biodegradagao
natural do ambiente. A bioprospecgio de organismos selecionados naturalmente
em areas contaminadas por petroderivados representa uma estratégia importan-
te, a fim de obter agentes para a biorremedia¢ao destas areas.
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THE IMPORTANCE OF BIOPROSPECTING OF MI-
CROORGANISMS IN AREAS CONTAMINATED BY
PETROLEUM-DERIVED PRODUCTS

ABSTRACT: The remarkable contribution of the oil sector to world economy
leads to a demand that requires more structuring of the sector’s production.
Concerns related to environmental contamination possibility by petroleum pro-
ducts are on the increase. Pollution of soil, fresh water sources and sea environ-
ments caused by petroleum hydrocarbons causes severe problems to human,
animal and vegetation health. Current bibliographical revision presents the cha-
racteristics of these pollutants, the processes involved in soil contamination, with
special reference to biodegradation mechanism, and the bioprospecting of mi-
croorganisms capable of such processes. Degrading petroleum hydrocarbons is
the property of several microorganism groups. The biological process of reme-
diation, known as bioremediation, is caused by a stimulus in the environment’s
natural biodegradation. Bioprospecting of naturally selected organisms in areas
contaminated by petroleum-derived substances represents an important strategy
for the areas’ bioremediation.

KEYWORDS: Biodegradation; Hydrocarbons; Environmental Contamination.

INTRODUGAO

Durante todo o século XX, notavel foi a contribui¢io do setor petrolifero
para a economia mundial. A industria petrolifera ainda constitui a principal fon-
te energética mundial e toda essa demanda exige grande estruturaciao da cadeia
produtiva desse setor (SCHIRMER, 2004). Neste aspecto, diante desta estrutura
observam-se com muita preocupagio os casos de contaminac¢io do solo e dguas
por hidrocarbonetos derivados de petréleo.

Em 2008, segundo a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP, 2009), foram pro-
duzidos no mundo 81.820.000 barris/dia de petréleo e consumidos 83.880.000
barris/dia. No Brasil, a produgio total de produtos derivados do petrdleo foi
de 663.275.000 bartis, sendo produzidos 1.899.000 barris/dia e consumidos
1.821.000 barris/dia. Na infra-estrutura de produ¢io e movimentagio de petro-
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leo e derivados, existiam aproximadamente 14 refinarias, 51 terminais aquaviarios
e 26 terminais terrestres, 508 bases de distribuicdo, 161 distribuidoras, 35.000
postos de revenda.

Com a alta demanda da producio e comercializagdo do petrdleo e de seus
derivados, as preocupagdes relacionadas ao potencial de contaminac¢io de solos
e aguas subterraneas, principalmente por vazamentos de tanques de armazena-
mento subterraneos em postos de combustiveis, vém crescendo (FATORELLI,
2005). Segundo a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CE-
TESB), em 2008 os vazamentos em postos de combustiveis foram responsaveis
por 78% dos casos de areas contaminadas no Estado de Sao Paulo, o que corres-
ponde a 1953 areas (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMEN-
TO AMBIENTAL, 2009). Em 2009, no Estado de Minas Gerais foram lista-
das 413 areas contaminadas; destas, aproximadamente 365 estdo relacionadas ao
segmento de postos de combustiveis (FUNDACAO ESTADUAL DO MEIO
AMBIENTE, 2009).

A Resolucio do Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA n°
237/1997 dispde sobre a revisio e complementacio dos procedimentos e cti-
térios utilizados para o licenciamento ambiental. Devido ao intenso potencial
poluidor de postos de combustiveis, foi criada, em 2000, a Resolucio 273 do
CONAMA, a qual dispbe especificamente sobre a instalacdo, ampliacio e ope-
racdo de postos de combustiveis. A Resoluciao 273/2000 considera que toda ins-
talacdo e sistemas de armazenamento de derivados de petrdleo configuram-se
como empreendimentos potencialmente ou parcialmente poluidores e geradores
de acidentes ambientais. Para tal, considera que os vazamentos de derivados de
petrdleo e outros combustiveis podem causar contaminacio de corpos d’agua
subterraneos e supetficiais, do solo e do ar e considera os riscos de incéndio e
explosdes, decorrentes desses vazamentos, entre outros (CONSELHO NACIO-
NAL DO MEIO AMBIENTE, 2009).

No Brasil, a maioria dos tanques de armazenamento de combustivel foram
construidos na década de 70, devido ao grande desenvolvimento econémico e,
consequentemente, a0 aumento na quantidade de postos revendedores de com-
bustiveis. Como a vida média de um tanque de armazenamento ¢ estimada em 20
anos, pode-se concluir que, a partir dos anos 90, comegou a existir uma preocu-
pac¢do maior com relagdo aos vazamentos e os riscos envolvidos na contaminac¢ao
de solos e aguas subterraneas (CUNHA et al., 2008). Grande parte dos tanques
de armazenamento encontra-se alocados no subsolo, dificultando o monitora-
mento e o controle de vazamentos que, quando ocorrem, requerem medidas mi-
tigadoras imediatas para evitar a contaminacio do solo e das aguas subterraneas.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo apresentar as caracteristicas

Revista em Agronegdcios e Meio Ambiente, v.3, n.3, p. 291-310, set./dez. 2010 - ISSN 1981-9951



294 A Importéncia da Bioprospeccio de Microrganismos em Areas Contaminadas...

dos petroderivados, os processos envolvidos na contaminagdo do solo, desta-
cando o mecanismo de biodegradagio e a bioprospec¢ido de microrganismos
capazes de realizar este processo.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 HIDROCARBONETOS DERIVADOS DO PETROLEO

O petroleo € constituido por uma mistura complexa de compostos organicos,
na maior parte alcanos e hidrocarbonetos aromaticos, com pequenas quantidades
de compostos como oxigénio, nitrogénio e enxofre, e possui alto conteddo ener-
gético (AMERICAN PETROLEUM INSTITUTE, 2001). Ha atualmente mais
de 100 hidrocarbonetos reconhecidos pela International Union of Pure and Applied
Chemistry - IUPAC. Apesar disso, somente 16 tipos sdo considerados em funcao
de sua importancia industrial, ambiental e toxicoldgica, como o antraceno, o naf-
taleno, o pireno, entre outros (POTIN et al., 2004).

A gasolina ¢ uma mistura complexa de varios compostos, sendo constituida
por uma extensa composicao de hidrocarbonetos relativamente volateis, com
a maior parte dos seus constituintes classificados como cadeias ramificadas de
parafinas, cicloparafinas (compostos alifaticos) que incluem constituintes como
butano, pentano, hexano e octano e compostos aromaticos, com destaque para
o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (conhecidos como BTEX) (ANDRA-
DE, 2008). O comportamento da gasolina ¢ determinado por suas caracteristicas
fisico-quimicas e de seus constituintes no ambiente. A gasolina comercializada
no Brasil atualmente é misturada com 24% de 4lcool (etanol). Este procedimento
provoca consequéncias no processo de biodegradacio e deslocamento dos com-
postos no solo (CORSEUIL; FERNANDES;, 1999; ANDRADE, 2008).

Os hidrocarbonetos monocromiticos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xile-
nos (BTEX) sdo altamente toxicos e seus constituintes tém maior solubilidade
em 4gua, portanto, sao os poluentes com maior potencial de poluir o lencol fre-
atico. Entre os BTEX, o benzeno ¢é considerado o mais agressivo (MARIANO,
2000). Estes compostos sdo conhecidos como poluentes ambientais primarios,
pois sdo substincias depressoras do sistema nervoso central, mutagénicas e cat-
cinogénicas.

Os compostos organicos volateis (COV) incluem a maioria dos combustiveis,
em geral, solventes e lubrificantes, sendo constantemente emitidos por indus-
trias quimicas e petroquimicas. De modo geral, sdo definidos como compostos
organicos de elevada pressio de vapor e facilmente vaporizados as condi¢oes
de temperatura e pressao ambiente. A maioria dos hidrocarbonetos, incluindo
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organicos nitrogenados, clorados e sulfurados, ¢ designada como COV (CHU et
al,, 2001). Os COVs representam o total de emissdes gasosas provenientes de um
derramamento ou contaminacido por um derivado de petréleo.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), também presentes em
derivados de petréleo, constituem uma classe de poluentes organicos de impor-
tancia ambiental e interesse toxicolbgico por apresentarem propriedades muta-
génicas e carcinogénicas. A maior fonte de contaminacio de HPA (naftaleno,
antraceno, fenantreno, etc.) no ambiente ¢ devido aos afloramentos de petréleo,
a combustdo de automoéveis e aos acidentes ambientais envolvendo petréleo e
derivados (BIAZATTI, 2009).

A presenca dos hidrocarbonetos aromaticos, em geral, no ambiente ¢ um
perigo para a satde publica e para o ecossistema, devido a sua toxicidade e habi-
lidade de bioacumular ao longo da cadeia alimentar (TIBURTIUS et al., 2004).

2.2 CONTAMINACAO DO SOLO

Em uma 4area contaminada, os poluentes ou contaminantes podem concen-
trar-se em subsuperficie nos diferentes compartimentos do solo, nas zonas nao
saturada e saturada (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL, 2009). Isso pode causar mudancas prejudiciais a qualidade do
solo ou outros perigos para a populacio (RODRIGUES; DUARTE, 2003).

No momento em que um contaminante ou poluente atinge a superficie do
solo, varios mecanismos estdo envolvidos, dentre eles a adsor¢ao, a fixacao qui-
mica, a precipitacido, a oxida¢do, a troca ionica, a neutralizacdo, ou o poluente
pode ser arrastado pelas aguas através do escoamento superficial, ou lixiviado pe-
las dguas de infiltracdo, passando para as camadas inferiores e atingindo as aguas
subterraneas. Uma vez atingindo as dguas subterraneas, esse poluente serd entao
carreado para outras regioes, através do fluxo dessas aguas (COMPANHIA DE
TECNOLOGIA DE SANEAMENTO AMBIENTAL, 2009).

A persisténcia de um contaminante no solo depende de suas propriedades
fisico-quimicas, das propriedades do solo, da interagio com o solo e mudangas
estruturais as quais determinam sua degradacdo (LAVORENTI, 1996). Sabaté e
colaboradores (2004) observaram que os solos possuem diferencas nas atividades
metabdlicas dos microrganismos naturais, afetadas pela sua estrutura, composi-
¢do e caracterfsticas.

2.3 BIODEGRADACAO DOS HIDROCARBONETOS DERIVADOS DO
PETROLEO
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Dentre os tratamentos para remog¢ao de contaminantes ou torna-los inofen-
sivos ao ambiente, os processos biologicos tém se destacado, por serem funda-
mentados em métodos naturais e relativamente simples, menos agressivos e mais
adequados para manutencio do equilibrio ecolégico, além do baixo custo quando
comparados as alternativas fisicas e fisico-quimicas. E, com isso, varias pesquisas
indicam como principal mecanismo para a eliminagao das caracteristicas toxicas
de poluentes a degradacio biologica (BOREM; SANTOS, 2004; BENTO et al.,
2005).

Dentre os processos biolégicos, destaca-se a biorremediacio, que pode ser
definida, segundo a Agéncia de Protecio Ambiental Americana (USEPA, 1990)
como o “processo de tratamento que utiliza a ocorréncia natural de microrga-
nismos para degradar substancias toxicamente perigosas transformando-as em
substancias menos ou nio toxicas”. O principio de todos os processos de bior-
remediagdo ¢é propiciar um aumento na biodegradagio, provocar um estimulo da
atividade microbiana degradadora, por diferentes mecanismos (NAKAGAWA;
ANDREA, 2006). Portanto, é necessario criar condicdes favoraveis a degrada-
co, imobilizacao ou extracio do contaminante do solo (ACCIOLY; SIQUEIRA,
2000).

Para efetuar a biorremediacdo microbiana, uma das etapas consiste na sele-
¢do dos microrganismos adequados, sejam estes autdctones ou aléctones. Para
a determinagao dos microrganismos indigenos, os primeiros indicios podem ser
obtidos através do estudo das colonias que habitam os ambientes contaminados.
Logicamente, se um grupo de organismos consegue proliferar em um local com
altas concentracdes de uma espécie poluente, existe uma maior probabilidade de
que possua um sistema que lhe permita metabolizar esse contaminante. Assim,
a bioprospeccio de organismos selecionados naturalmente em areas contamina-
das por dleos combustiveis representa uma estratégia importante, a fim de obter
agentes para processos de biorremediagio dessas areas (MARTINS et al., 2003).

Zobell (1946) demonstrou a capacidade de certos microrganismos utilizarem
hidrocarbonetos como fonte de carbono. Mostrou que esses microrganismos
eram amplamente distribuidos na natureza e que a utilizacido de hidrocarbonetos
era altamente variavel de acordo com a natureza quimica do composto na mistura
do petréleo e com as condi¢Ses ambientais.

Estudos realizados em laboratério e no campo tém mostrado que as fragdes
do petréleo diferem em relagio a susceptibilidade ao ataque microbiano (TAPA-
]OS et al., 2008). A fragdo saturada compreende os n-alcanos, os alcanos ramifi-
cados e os cicloalcanos, sendo essa fracdo considerada a mais facilmente degrada-
vel. Na fracdo aromatica, compostos com até 3 anéis aromaticos sio degradados
facilmente e, tipicamente, a degradacdo envolve a agdo de oxigenases. Em relacio
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as resinas e asfaltenos pouco se sabe sobre a degradabilidade e supde-se que se-
jam inertes para a biodegradagao (ROSATO, 1997).

A biodegradacio de hidrocarbonetos de petréleo depende de fatores tais
como as condi¢oes fisicas e a natureza do contaminante, bem como sua pro-
pria concentracio (SEABRA, 2001). As taxas em que as classes estruturais dos
hidrocarbonetos se encontram, a disponibilidade do contaminante para os mi-
crorganismos e as caracteristicas bioldgicas do sistema devem ser levadas em
consideragio na avaliacdo da efetividade da biodegradacio.

A presenca de oxigénio propicia uma rapida oxida¢io dos hidrocarbonetos
e outros compostos do petroleo. A biodegradacio em condi¢oes anaerdbicas
¢ mais lenta e, normalmente, efetuada por bactérias sulfato-redutoras (BAIRD,
2002). A temperatura influencia a biodegradagao pelo efeito na natureza fisica e
quimica do petréleo bem como pela alteracio na popula¢do microbiana. A bio-
degradacio dos hidrocarbonetos pode ocorrer numa faixa de temperatura relati-
vamente grande de 0°C a 70°C (SORKHOH et al., 1993). A maiotia das bactérias
e fungos apresenta um melhor desenvolvimento em pH neutro, podendo ocorrer
o dobro da taxa de biodegradagdo, com a corre¢ao do pH do solo. A umidade
do solo também ¢ um fator ambiental critico na biodegradacio, pois uma alta
atividade microbiana somente ocorrera se houver adequada disponibilidade de
agua aos microrganismos (HAIDER, 1999).

2.3.1 Bioprospecgao Microbiana

A capacidade de degradar hidrocarbonetos do petréleo é apresentada por
diversos géneros microbianos, principalmente bactérias, fungos e leveduras; en-
tretanto, cianobactérias, algas e mesmo protozoarios também possuem essa capa-
cidade (ROSATO, 1997). Esses microrganismos podem ser encontrados no solo,
em ambientes marinhos e de agua doce.

Segundo Bushnell e Haas (1941), um dos pesquisadores pioneiros nos estu-
dos da utilizagdo de hidrocarbonetos por microrganismos foi Stormer (1908), ca-
paz de isolar a bactéria Bacillus hexabovorum, que apresentou capacidade de crescer
aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno. Também segundo os autores,
o pesquisador Sohngen em 1913 relatou que géneros microbianos como Myco-
bacterinm e Psendomonas poderiam oxidar o petréleo a CO,, 4gua e tracos de 4cidos
organicos. B os estudiosos Gray e Thornton em 1928 isolaram vérios organis-
mos capazes de decompor compostos aromaticos, principalmente dos géneros
Micrococens, Mycobacterinm, Bacterinm e Bacillus.

Em 1946, Zobell, em uma extensa revisao, descreveu mais de 100 espécies,
representando 30 géneros diferentes. Komagata e colaboradores (1964) isolaram
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56 espécies de leveduras capazes de utilizarem hidrocarbonetos, sendo que a
maioria delas pertencia ao género Candida. Ahearn, Meyers e Standard (1971)
isolaram espécies de Candida sp, Rhbodosporidium sp, Rhodotornla sp, Sacharomyces sp,
Sporobolomyces sp e Trichosporom sp, todas capazes de metabolizar hidrocarbonetos.

Floodgate (1984) listou 25 géneros de bactérias e 27 de fungos isolados de
ambientes marinhos. No solo foram registrados 22 géneros de bactérias e 31 de
fungos (BOSSET; BARTHA, 1984). Ridgway e colaboradores (1990) isolaram
aproximadamente 300 bactérias de pogos subterrdneos com a capacidade de de-
gradar compostos de gasolina. Entre os géneros encontrados estao Pseudomonas,
Alealigenes, Nocardia, e Micrococens, sendo que as Pseudomonas sp perfazem 86,9%
das espécies identificadas.

Araujo e colaboradores (2002) realizaram o isolamento e identificagio de fun-
gos filamentosos com capacidade de degradaciao do petrdleo. A partir de um
solo contaminado com petréleo foram obtidas 80 linhagens, das quais 60 apre-
sentaram capacidade para degradar hidrocarbonetos de petréleo. Dentre estas,
foram identificados quatro géneros tangicos: Aspergillus, Penicillinm, Paecilomyces e
Fusarium.

Segundo a literatura, os géneros mais comuns de bactérias tanto no ambiente
terrestre como no ambiente aquatico sao: Pseudomonas, Achromobacter, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Acinetobacter, Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterinm,
Flavobacterinm, Alealigenes, Bacillus e Aeromonas. As linhagens de 1/7brio sio limitadas
ao ambiente marinho (LEAHY; COWELL, 1990). Psexdomonas sp, Micrococens sp
e Nocardia sp perfazem 95% dos isolados (SHINODA et al., 2004; SHIM et al.,
2005).

Entre os fungos, os géneros: Candida, Rbodotorula, Sporobolomyces, Aspergillus,
Trichoderma, Mortierella, Penicillinm, Paecilomyces, Fusarium, Rhodosporidium, Saccha-
romyees, Trichosporon, Cladosporiumm, Mucor e Rhizopus sao os isolados mais comuns
nestes ambientes (SANTOS; LINARDI, 2004; LOVAGLIO et al., 2005; LIMA
et al., 2000).

A complexidade dos processos metabdlicos necessarios a degradacio de hi-
drocarbonetos pode levar a formacao de consércios, com bactérias de diferentes
géneros e espécies, cada uma especializada em degradar uma ou varias fracées do
contaminante (CRAPEZ et al., 2002).

Richard e Vogel (1999) analisaram a cinética de degradacio do dleo diesel.
Obtiveram um consoétcio bacteriano através do processo de enriquecimento do
solo utilizando o 6leo diesel como fonte de carbono. Foram isoladas sete espécies
de bactérias e apenas trés apresentaram potencial de degradacao, duas linhagens
de Pseudomonas fluorescens degradaram aproximadamente 11% dos hidrocarbone-
tos ao final de 50 dias de experimento.
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Chaillan e colaboradores (2004) isolaram 61 linhagens, sendo 31 bactérias,
26 fungos filamentosos totais e quatro leveduras de solos poluidos por petrdleo
na Indonésia. Foram identificadas cepas bacterianas pertencentes aos géneros
Gordonia, Brevibacterium, Aeromicrobinm, Dietzia, Burkholderia e Mycobacterinm, além
de quatro espécies novas e ainda nio descritas. Ja os fungos foram identificados
os generos Aspergillus, Penicillinm, Fusarium, Amorphoteca, Neosartorya, Paecilomyces,
Talaromyces € Graphium. As leveduras foram Candida sp, Pichia sp e Yarrowia sp.
Todas as cepas foram cultivadas em uma solucdo, onde o petréleo era a unica
fonte de carbono e energia. As cepas foram avaliadas com relagdo ao potencial
de biodegradagao. Foi observada uma degradacio maxima nos hidrocarbonetos
saturados e uma menor degrada¢io nos hidrocarbonetos aromaticos.

Teixeira e Bento (2007) isolaram e caracterizaram 37 bactérias de solos con-
taminados com gasolina. Foi determinada a degradagao do etanol e do BTEX na
gasolina comercial, por meio de cromatografia gasosa, bem como a produgio de
surfactantes para cinco destes isolados. Estes foram identificados como Prseudo-
monas putida e Psendomonas aernginosa, através do sequenciamento do gene do RNA
ribossomal 16S. Os isolados apresentaram diferentes capacidades de degradacio
aos derivados da gasolina e produziram biossurfactantes durante este processo.

Makiko e colaboradores (20006) isolaram bactérias degradadoras de alcanos,
a partir de amostras de solo contaminado com petroleo. As bactérias do género
Rhodococens se mostraram capazes de degradar alcanos normais (C10-C36 alca-
nos) e alcanos ramificados (pristano, fitano).

Costa (2000) selecionou duas linhagens com maior potencial para degradar
n-hexadecano, as quais foram identificadas como Bacillus pumilus € Ochrobactrum
anthropi. Os resultados, obtidos nos ensaios de biodegradacio em 1% de n-hexa-
decano com células livres e imobilizadas de B. puwmsilus, mostraram uma degrada-
¢do, em seis dias, de cerca de 98,4% e 90,8%, respectivamente. O n-hexadecano
¢ um dos principais compostos do 6leo diesel e é considerado um composto
modelo para a biodegradacio de hidrocarbonetos de cadeia longa.

Kang e colaboradores (2005) isolaram bactérias capazes de degradar hidro-
carbonetos aromaticos do solo rizosférico de cana na Bafa de Sunchon pela cul-
tura de enriquecimento usando o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX)
como unica fonte de carbono. A identificacio dos isolados com base no sequen-
ciamento do gene 16S rRNA revelou duas linhagens capazes de catabolizar o
BTEX, Microbacterium sp. e Rbhodococcus sp.

Na tentativa de inventar uma cultura mista de um consércio estavel, Cao,
Nagarajan e Loh (2009) testaram o potencial de biodegradagio de trés culturas
puras (Pseudomonas putida, Rhodococens zopfii e Pseudomonas stutzeri) e também, com-
binadas. O objetivo era verificar se as trés espécies combinadas em uma cultura
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mista poderiam biodegradar mais eficazmente o BTEX. Estes pesquisadores de-
tectaram no sistema de substrato misto uma hierarquia de biodegradacio, sendo
o tolueno o composto mais facilmente degradado, seguido pelo benzeno, etilben-
zeno e o-xileno.

Nikolova e Nenov (2005) estudaram o potencial de degradacdo de BTEX por
fungos. Os fungos foram isolados de locais contaminados com gasolina e foram
identificados como pertencentes aos géneros Cladophialophora e Cladosporium. A
capacidade do fungo filamentoso Paecilomyces variotii de degradar BTEX foi avalia-
da por Garcia-Pefia e colaboradores (2008). Neste estudo, o P. variotii utilizou de
forma diferenciada o BTEX. O tolueno foi completamente degradado, seguido
de etilbenzeno, o benzeno foi assimilado parcialmente (45%), semelhante ao 7- e
p-xileno, enquanto ¢-xileno foi metabolizado apenas 30%.

O benzeno, assim como os outros BTEX, ¢ facilmente degradado sob condi-
¢do aerdbia, mas a degradacio persiste na condi¢io de baixo oxigénio dissolvido.
Riser-Roberts (1998) relatou que apenas 0,5% dos organismos do solo poderiam
usar o benzeno como tnica fonte de carbono. Psexdomonas rbodochrous, P. aerugino-
sa, P. putida e o fungo Phanerochaete chrysosporium estdo entre esses organismos. Para
o autot, P. aeruginosa, P. putida, Achromobacter sp., entre outros, podem degradar o
tolueno e o fungo Phanerochaete chrysosporinm degrada esse composto e qualquer
outro BTEX, sob condi¢oes de cultura em meio rico em nitrogénio. A capacida-
de de oxidag@o dos isdmeros do xileno foi verificada em Pseudomonas sp., em uma
espécie de Nocardia sp. e em outros microrganismos que sao capazes de degradar
BTEX.

Mollea e colaboradores (2005) utilizaram linhagens fangicas puras na otimiza-
¢do da biodegradacdo de HPAs. Os resultados mostraram que Phanerochacte chry-
sosporinm biodegradou os HPAs até aproximadamente 600 mg/kg de solo. Ravelet
e colaboradores (2000) identificaram varias espécies de fungos com capacidade
para degradar pireno. Os isolados pertenciam aos géneros Mucor, Gliocadinm, Pe-
nicillium, Phialophora, Trichoderma, Scopulariopsis e Coniothyrinm.

Para a efetuacio de processos de biorremediagdo é imprescindivel a detec¢ao
da capacidade de biodegradacio de derivados do petrdleo por microrganismos
isolados de solos contaminados por este 6leo. A cromatografia gasosa e a cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tém sido duas técnicas utilizadas por
diversos autores para a analise de biodegradacdo de hidrocarbonetos (BARROS
etal., 2005; CORAL; KARAGOZ, 2005; TEIXEIRA; BENTO, 2007). A técnica
cromatografica permite um grau maior de resolu¢io e uma separacdo completa
dos componentes da gasolina.
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2.3.2 Adaptagdo microbiana

O aumento na capacidade de biodegradacio dos hidrocarbonetos que ocor-
rem em algumas populagbes de microrganismos nativas, em ambientes poluidos
por 6leo, ¢ chamado de adaptacido (SPAIN et al., 1980). Segundo Leahy e Colwell
(1990), ha trés mecanismos inter-relacionados que podem contribuir para a adap-
tacdo: Inducgdo e/ou destepressio de enzimas especificas, mudancas genéticas
que resultam na aquisicao de novas atividades metabélicas e enriquecimento sele-
tivo de organismos capazes de transformar os compostos. Essa adaptacio resulta
em um aumento da propor¢io de degradacio de hidrocarbonetos.

Em alguns casos hd enriquecimento primario por microrganismos capazes
de utilizar os hidrocarbonetos e, secundariamente, por microrganismos capazes
de utilizar os metabélitos produzidos pelos organismos primarios. Pode também
ocorrer 0 aumento de um ndmero restrito de microrganismos ou mesmo de
espécies unicas (LEAHY; COLWELL, 1990). Bloqueios bioquimicos em vias na-
turais que impedem a degradacio de novos substratos, como os hidrocarbonetos,
podem ser superados por meio da transferéncia de genes adequados.

O género Psendomonas apresenta um leque de genes com capacidade biodegra-
dativa, o que confere a grande vantagem seletiva em diferentes habitats. A estirpe
Psendomonas sp B13, por exemplo, foi propagada horizontalmente pela transfe-
réncia do plasmideo TOL pWWO de P. putida MT-2 (JEENES et al., 1982). Os
plasmideos TOL estio envolvidos com a degradacdo do tolueno, devido a pro-
ducio da enzima toluate dioxigenase (VAN DER MEER et al., 1992).

Coral e Karagoz (2005) isolaram 50 cepas pertencentes ao género Psexdomo-
nas, a partir de um solo contaminado com petréleo bruto de uma refinaria de
Mersin, na Turquia. Duas destas que cresceram melhor em meio mineral apro-
priado acrescido de fenantreno, foram selecionadas para testes de biodegradacao
evidenciados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A capacidade de degra-
dar o fenantreno, mediada pelo plasmideo pARP1, foi comprovada por meio de
experimentos de cura plasmidial.

Vasudevan e colaboradores (2007) avaliaram o papel do plasmideo envolvido
na degradacio do hexadecano em Psexdomonas fluorescens, isolada de um solo con-
taminado com petréleo. Essa bactéria foi capaz de utilizar o hexadecano como
unica fonte de carbono e abrigava um plasmideo de aproximadamente 1,8 Kb.
Os experimentos de cura plasmidial e posterior transformacao deste DNA em E.
coli confirmaram o envolvimento desse plasmideo na degradacao do hexadecano,
pois as estirpes de E. /i transformadas degradaram 92% do hexadecano em 120
horas, enquanto P. fluorescens degradou 95% no mesmo periodo de tempo.
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2.4 METAGENOMICA

Com o grande avanco tecnolégico dos ultimos anos, baseado na evolucio das
metodologias de biologia molecular aplicada ao estudo do meio ambiente, foi
possivel verificar que o conhecimento acerca da biodiversidade existente no pla-
neta ¢ praticamente insignificante. Sabe-se atualmente que apenas uma pequena
parcela dos microrganismos presentes no meio ambiente (<10% em solos e <1%
em ambientes aquaticos) pode ser cultivada em laboratério por técnicas padroes
de cultivo (OLIVEIRA; MANFIO, 2006; COUTINHO et al., 2001).

Essas técnicas tornaram possivel a caracterizagdo de comunidades microbia-
nas mistas em determinados ecossistemas, revelando os grupos atuantes, muitos
destes até entdo desconhecidos (ROSADO et al.,, 1997). A metagenémica ¢ a
analise gendmica da comunidade de microrganismos de um determinado am-
biente por técnicas independentes de cultivo e contém muito mais informagao
genética do que aquela verificada na diversidade microbiana cultivada. Essa ana-
lise pode permitir o acesso a 100% do material genético de toda biodiversidade
encontrada no ambiente (OLIVEIRA; MANFIO, 2006).

Margesin e colaboradores (2003) verificaram a prevaléncia de linhagens de
Psendomonas putida, Acinetobacter spp., Rhodococcus spp. e Mycobacterium sp. em 12 so-
los contaminados com petréleo e em oito solos intactos de Tirol (Austria) pelas
analises de PCR hibridizacio do DNA total da comunidade do solo, utilizan-
do sondas de DNA e oligonucleotideos especificos para cada genétipo. Genes
envolvidos na degradagdo de hidrocarbonetos foram detectados em bactérias
gram-negativas (P. putida e Acinetobacter) em uma porcentagem significativamente
maior nos solos contaminados do que nos intactos, indicando que estes organis-
mos tinham sido enriquecidos em solo apds a contaminagao.

Os resultados obtidos com estas técnicas possibilitam definir com maior pre-
cisao qual o melhor processo de biorremediacao a ser implementado, visando a
utilizacdo maxima de um determinado grupo presente na comunidade micro-
biana. A presenca de uma grande quantidade de copias de um gene catabédlico
em uma area contaminada pode ser um indicativo de que esteja ocorrendo um
processo de biodegradacio natural ou que a estratégia de tratamento empregada
seja eficiente (CUNHA et al., 2008).

Atualmente, no Brasil, um projeto em desenvolvimento na linha de metage-
némica, aplicada 4 biodegradacio de petréleo e derivados, tem chamado atencao.
Um convénio firmado entre a PETROBRAS/ UNICAMP/ FUNCAMP e o
CPQBA, em 2006, objetiva a prospeccido da atividade de degradagio de hidro-
carbonetos aromaticos em metagenoma microbiano originado de efluente de re-
finaria de petréleo (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2009).
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Outro projeto financiado pela FAPESP (Processo #2004/01794-1), vinculado
ao projeto PROSET/CT-PETRO/CNPq e concluido em 2008, teve como tema
a prospeccio de genes associados a biodegradacio e biotransformacao de hidro-
carbonetos em metagenoma de petréleo bruto (UNIVERSIDADE ESTADU-
AL DE CAMPINAS, 2007).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta revisao foi demonstrada a possibilidade de contaminaciao ambiental pe-
los hidrocarbonetos derivados do petroleo. Foram apresentadas as caracteristicas
dos poluentes e os processos envolvidos na contaminac¢ao do solo, destacando
o mecanismo de biodegradacio, bem como a importancia da bioprospecc¢io de
microrganismos capazes de realizar este processo para a biorremediagio de lo-
cais contaminados com compostos petroderivados. Porém, ainda sdo necessarios
novos estudos envolvendo este tema, com técnicas mais esclarecedoras, como a
metagenomica. Finalmente, o conhecimento da biodiversidade e da bioprospec-
¢do de novos microrganismos torna-se uns dos focos principais da era biotecno-
légica e vem auxiliando positivamente nos programas relacionados a gestao de
areas contaminadas.
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