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Resumo: Devido a crescente utilizacdo de combustiveis fésseis e seu
manejo inadequado, a contaminagdo de solo por hidrocarbonetos tem
aumentado nos ultimos anos provocando um grave desequilibrio ao meio
ambiente. Visando reduzir esse problema faz-se necessario o estudo de
metodologias remediadoras. E com esse intuito que foi analisada a eficacia da
utilizacdo de microrganismos do género Pseudomonas, na recuperacdo de
areas contaminadas por combustiveis fosseis. Esse processo, chamado
biorremediacao, consiste na utilizacdo de microrganismos com a capacidade
de biotransformar moléculas poluentes em nutrientes para o seu metabolismo,
retirando os contaminantes do ambiente. O objetivo deste estudo é avaliar o
potencial de biodegradabilidade do género Pseudomonas em solucdes
contendo concentracfes de o6leo bruto e diesel. Os experimentos ocorreram em
guatro etapas. Primeiramente, as bactérias foram desenvolvidas em solo e
preservadas para posterior utilizacdo. Na segunda etapa, foi feita a analise do
solo para identificacdo e quantificacdo do grupo. Em seguida, ocorreu o
desenvolvimento de bactérias adaptadas em erlenmeyers para determinacao
do seu crescimento, producdo de biossurfactante e consumo de carbono.
Passada essa etapa, as Pseudomonas foram inoculadas em microcosmos
contaminados com quantidades conhecidas de 6leo bruto e diesel para
determinacao de sua capacidade de biorremediacdo. Com os dados obtidos ao
longo da pesquisa, foi possivel concluir que o uso do grupo Pseudomonas para
a remediacdo de areas contaminadas se mostrou um método promissor, pois
0s microrganismos foram capazes de remover uma alta porcentagem dos
contaminantes do solo.

Palavras-chave: contaminacdo, Oleo bruto, biorremediacdo, Pseudomonas
aeruginosas.
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ABSTRACT

Analysis of crude oil biodecomposition through the Pseudomona

aeruginosa.

Due to the growing use of fossil fuels and its inadequate management, the soil
contamination by hydrocarbons has recently increased causing a severe
unbalance to the environment. Aiming to reduce the aforementioned problem, it
becomes necessary to study corrective methodologies. It is that goal the
application effectiveness of bacteria from the genera Pseudomonas in order to
recover areas contaminated by fossil fuels will be analyzed. This process,
known as bioremediation, consists of using microorganisms that present the
ability to turn pollutant molecules into nutrients for their own metabolism to
remove them from the environment. The objective of this study is to evaluate
the biodegradability potential of the Pseudomona bacteria when used with
solutions containing different concentrations of crude oil and diesel. The
experiments had four steps. At first, the bacteria were grown in soil and
preserved for future utilization. The second step consisted of soil analysis for
group identification and quantification. Then, adapted bacteria were grown in
erlenmeyers in order to determine their growth rate, biosurfactants production
and carbon consumption. Finally, the Pseudomonas bacteria were inoculated
into contaminated microcosms containing known amounts of crude oil and
diesel so their bioremediation capacity could be determined. From the data
obtained throughout the research, it was possible to observe that the utilization
of the Pseudomonas bacteria for contaminated areas remediation proved itself
as a promising method, since the microorganisms were able to remove a high
percentage of the contaminants from the soil.

Key words: contamination, crude oil, bioremediation, Pseudomonas

aeruginosas.
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1 INTRODUCAO

O crescente avango da tecnologia, desde o inicio da revolugao industrial,
vem demandando uma quantidade cada vez maior de recursos naturais, o que
causa um desequilibrio no meio ambiente, seja pelo uso indiscriminado ou pela
introducdo de produtos quimicos em determinados locais. Um dos principais
problemas € o derramamento de petréleo e seus derivados, que tém
contribuido para a contaminacéo do solo com hidrocarbonetos em todo planeta.
Isso é causado principalmente pelas atividades de extracdo, transporte e
refinamento.

Diante disso, observa-se com muita preocupagdo, 0s casos de
contaminacao do solo e agua por hidrocarbonetos derivados de petrdleo, que
mesmo em pequenas concentracdes podem constituir um grande perigo a
saude humana e ao meio ambiente (SOUZA et al., 2010). Desta forma, ha a
necessidade de disponibilizar varios recursos para o desenvolvimento de novas
tecnologias de remediacéao e limpeza.

Os meétodos tradicionais, como a contencéo e recolhimento através de
barreiras flutuantes e a adsorcédo por materiais naturais ou sintéticos, ndo se
apresentam como um metodo efetivo, pois estes ndo promovem a degradacao
do petroleo.

Assim, uma das técnicas mais estudadas atualmente € a biodegradacéo,
ou seja, a utilizacdo de grupos microbianos capazes de degradar
hidrocarbonetos. Este método torna-se efetivo, uma vez que, o petréleo €&
usado como fonte de carbono através dos processos microbianos, resultando
na quebra das moléculas em compostos de baixa massa molecular (ZHANG et
al., 2005).

Porém, existe um fator que limita a biodegradacdo dos poluentes;
segundo Kronemberg (2007) é a limitada disponibilidade destes compostos aos
microrganismos, ja que hidrocarbonetos geralmente se agregam aos
componentes do solo, dificultando sua remoc¢éo ou degradacéo.

E como a biorremediacdo de solos contaminados com residuos oleosos
depende da capacidade de assimilacdo desses compostos pelos
microrganismos, had a necessidade da utilizacdo de microrganismos que

crescem na presenca de contaminantes oleosos produzindo biossurfactantes.
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Os biossurfactantes sdo moléculas que possuem uma parte hidrofébica
e outra hidrofilica, provocando a separacdo de interfaces com diferentes graus
de polaridade, tais como as interfaces 6leo/agua. Essa propriedade aumenta a
solubilidade e a disponibilidade de poluentes hidrofébicos aos microrganismos,
aumentando o potencial de biodegradagéo.

Diversos tipos microbianos sdo capazes de produzir biossurfactantes,
tais como bactérias. Um dos compostos biossurfactantes mais investigados sao

os ramnolipideos, produzidos pelo grupo Pseudomonas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Objetivou-se analisar a capacidade de biorremediacdo dos solos
contaminados com 0leo bruto e seus derivados através da Pseudomona

aeruginosa.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sumarizando, este trabalho possui 0s seguintes objetivos:

e Desenvolver uma cepa bacteriana do género Pseudomonas adaptada a
degradacao de compostos hidrocarbonados.

e Avaliar o potencial de crescimento, producdo de biossurfactante e de
consumo de carbono da bactéria desenvolvida.

e Avaliar o potencial de biorremediacdo do género Pseudomonas,
utilizando a técnica de bioaumentacao.

e Comparar os resultados da técnica de bioaumentacdo em relacdo a

atenuacao natural.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PETROLEO E SEUS DERIVADOS

O petrdleo é uma fonte de energia ndo renovavel e de origem féssil,
cuja formacdo se deu a milhdes de anos a partir da decomposicdo de
pequenos organismos marinhos, plancton e vegetacdo tipica de regides
alagadicas (FONSECA, 1992). Devido a permeabilidade e a porosidade das
rochas sedimentares, suas bacias sdo os principais locais de ocorréncia de
petréleo, com a formacdo de grandes reservatérios economicamente
exploraveis (RAMOS, 2006).

As caracteristicas do petréleo dependem de sua composicdo, sendo,
geralmente, um liquido escuro acastanhado, de consisténcia oleosa, de cheiro
desagradavel e coloracdo que pode variar do preto ao castanho, originando-se
da decomposicdo de animais e vegetais marinhos soterrados em
desabamentos da crosta terrestre em épocas remotas. Alguns podem ser
escuros, densos e VisCOsOS, com pouco gas, enquanto outros podem
apresentar tonalidades mais claras, baixa densidade e viscosidade, com
guantidade expressiva de gas, em funcéo dos diferentes reservatorios em que
0s Oleos séo obtidos.

Esta fonte de energia € composta principalmente de uma mistura
complexa de hidrocarbonetos e outros componentes em menor quantidade.
Esses hidrocarbonetos constituidos predominantemente por carbono e
hidrogénio podem ser divididos em quatro fracdes: alifaticos, aromaticos,
resinas e asfaltenos. As duas primeiras se caracterizam por serem mais leves,
enquanto as outras duas compreendem as fracdes mais pesadas. A fracdo dos
compostos alifaticos inclui os alcanos, alcenos e cicloalcanos. Ja a fracdo dos
compostos aromaticos compreende os hidrocarbonetos mono aromaticos
volateis, tais como, benzeno, tolueno, etilbenzeno e isbmeros de xilenos
(BTEX) e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), como os nafteno-
aromaticos. As resinas e os asfaltenos séo constituidos de moléculas polares
contendo nitrogénio, enxofre e oxigénio, no entanto, as resinas sao
caracterizadas por serem solidos amorfos dissolvidos no 6leo, enquanto os
asfaltenos sdo grandes moléculas coloidais dispersas no 6leo (BALBA et al.,

1998). No petroleo podem-se encontrar ainda tragos de metais como vanadio,
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niquel, sodio, calcio, cobre e urénio, mas a propor¢cdo destes metais, bem
como das demais fracBes do petroleo podem estar associadas a formacao
geolégica do local de origem, tempo decorrido e a migracdo do mesmo
(RAMOS, 2006).

Em geral, todas as formas do petréleo sdo compostas quase que
completamente por &atomos de carbono e de hidrogénio, com menores
propor¢cdes de nitrogénio e oxigénio (Solomons, 1996). De acordo com
Borsatoet al. (2009), os hidrocarbonetos constituintes do petréleo tém sua
composi¢do variavel em: 83 a 87% de carbono e 11 a 15 % em hidrogénio,
além de pequenas quantidades de nitrogénio (0 a 0,5%), enxofre (0 a 6%),
oxigénio (0 a 3,5%), chamados de compostos orgéanicos polares, e minimas
por¢cdes de organometalicos.

Desta forma, dependendo da origem do petréleo, a composicao
guimica e as propriedades fisicas do Oleo bruto podem variar de forma
abrangente, e é devido a esses fatores que se encontram dificuldades para o

tratamento de areas contaminadas com essa substancia.

3.2 CONTAMINACAO CAUSADA PELO OLEO BRUTO

O crescente avanco da tecnologia, desde o inicio da revolucao
industrial, vem demandando uma quantidade cada vez maior de recursos
naturais, o que causa um distirbio no meio ambiente, seja pelo uso
indiscriminado ou pela introducdo de produtos quimicos a um determinado
local.

Com isso, as preocupacdes relacionadas ao potencial de contaminacao
de solos e &aguas por vazamento/derramamento de combustiveis vém
crescendo, sendo diversas as origens: acidentes envolvendo o transporte de
combustiveis por navios, caminhdes ou dutos e principalmente devido a
vazamentos provenientes de tanques de armazenamento subterraneos, os
guais estao sujeitos a fortes processos corrosivos (SPILBORGHS, 1997).

Os postos de gasolina também compdem uma parte significativa do total
dos empreendimentos, implantados nos centros urbanos, que representam
potencialmente uma fonte de impacto ambiental caracterizada por vazamentos

de derivados de petrdleo no solo. Os problemas gerados pela contaminacéo do
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solo e da agua subterranea por hidrocarbonetos sdo varios. Sanches (1998)
aponta trés problemas principais: existéncia de riscos a seguranc¢a das pessoas
e das propriedades, riscos a saude publica e dos ecossistemas e restricdes ao
desenvolvimento urbano e imobiliario. Segundo Gibotti (1999), a ocorréncia de
vazamentos de hidrocarbonetos configura perigo constante de incéndio ou
explosao nos locais atingidos. Vapores de gasolina podem explodir sem igni¢céo
prévia ao atingirem concentracdes da ordem de 14.000 ppm no ar, quando a
mistura de combustivel mais comburente é suficiente para que haja combustao
espontanea. Além disso, alguns dos compostos organicos presentes na
composicdo da gasolina e do 6leo diesel sdo cientificamente comprovados
como carcinogénicos. Dentre os BTEX o benzeno é considerado o mais toxico,
podendo em exposi¢des crbnicas causar danos a medula 0ssea, leucemia e
cancer de figado. O valor estimado da dosagem minima letal (LDL) para
humanos é de 194 mg.kg™ (STOKSTAD, 2004).

Além destes problemas, é importante ressaltar que a recuperacdo de
areas contaminadas por meétodos tradicionais € uma tarefa complexa e
bastante demorada, e ndo se apresenta como um meétodo efetivo, pois a
contencdo e recolhimento através de barreiras flutuantes, por exemplo, néo
promovem a degradacdo do petroleo. Outro fator complicador € o custo que,
segundo artigo na Revista Meio Ambiente Industrial (n.40, p.94, 2003), pode
variar entre R$ 50 a 100 mil reais, um valor consideravelmente alto para o setor
de revendedores de combustiveis. Os custos sdo dependentes do tipo de
contaminante, das caracteristicas do local e da amplitude da area.

Diante disso e devido a uma crescente preocupac¢ao e conscientizacao
da sociedade em relacdo a qualidade ambiental, a populacdo vem tornando-se
mais critica e participativa, exigindo atuacdes cada vez maiores das
autoridades. Assim, varios recursos estdo sendo disponibilizados para o
desenvolvimento de novas tecnologias de remediacdo e limpeza. Uma das
técnicas mais estudadas atualmente é a biorremediacao.

No Brasil, a técnica de biorremediacdo ainda € pouco utilizada, porém,
promissora se aplicada nas areas contaminadas. Este € um método que pode
ser aproveitado no mercado brasileiro, pois o0 pais apresenta solos e

temperaturas favoraveis.
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3.3 BIORREMEDIACAO

A biorremediacéo consiste na utilizacdo de grupos microbianos capazes
de degradar hidrocarbonetos. Esses microrganismos possuem a capacidade de
biotransformar moléculas poluentes em nutrientes para a realizacdo de suas
funcdes metabdlicas e fisiologicas.

O objetivo da biorremediacdo é mineralizar os poluentes, liberando
apenas substancias inertes, como dioxido de carbono e a &agua. A
biorremediacdo baseia-se em trés aspectos principais: a existéncia de
microrganismos com capacidade catabdlica para degradar o contaminante; a
disponibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou enzimético e
condi¢cbes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do agente
biorremediador. (PEREIRA e LEMOS, 2005).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda
influéncia na habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas,
especialmente com respeito as taxas e extensdo da biodegradacao. Alguns
compostos organicos sao rapidamente biodegradados enquanto outros sao
recalcitrantes (ndo biodegradaveis). Hidrocarbonetos com baixo a médio peso
molecular e alcoois sdo exemplos de compostos facilmente biodegradaveis.
Compostos xenobidticos (compostos quimicos fabricados pelo homem),
especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser resistentes a
biodegradacdo. Compostos ramificados e polinucleados sédo, geralmente, mais
dificeis para degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples,
e aumentando o grau de halogenacdo da molécula, diminui-se a
biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965 apud ATLAS, 1986).

Porém o petrdleo nunca é completamente degradado e sempre deixa
algum residuo complexo, que frequentemente apresenta-se como um piche
preto contendo uma alta proporcdo de compostos asfalticos. Entretanto, possui
baixa toxicidade e biodisponibilidade, tornando-se contaminantes inertes no
meio ambiente (ATLAS, 1995).

Apesar de fundamentada em um Unico processo basico
(biodegradacgéo), as técnicas de biorremediacdo envolvem variagbes de
tratamentos “in situ” (no local) e “ex situ” (fora do local) que podem envolver

inimeros procedimentos, 0s quais foram listados na tabela 1. A maioria dessas
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estratégias se aplica aos tratamentos de superficie, enquanto algumas sao

especificas para a biorremediacdo em solos e agua subterrdnea como € o caso

da bioventilagéo.

Tabela 1: Tipos e estratégias de biorremediacdo do solo

Biorremediacéao

Fundamentos e Definicbes

Passiva ou natural

Bioestimulacéo

Bioventilagéo

Bioaumentacéo

“Landfarming”

Compostagem

Consiste na degradacdao intrinseca ou
natural pelos organismos indigenas do
solo.

Consiste na adi¢do de nutrientes, como N
e P, para estimular os microrganismos
indigenas.

E uma forma de bioestimulac&o por
adicao de gases estimulantes como O, e
CH,, para aumentar a atividade
microbiana decompositora.

E a inoculacéo do local contaminado com
microrganismos selecionados para
degradacéo do contaminante.

E a aplicacéo e incorporacdo de
contaminantes ou rejeitos contaminados
na superficie do solo ndo contaminado
para degradacéo.

E o0 uso de microrganismos termofilicos
aerobios em pilhas construidas para
degradar o contaminante.

Fonte: Moreira e Siqueira (2002)

Algumas técnicas de biorremediacdo podem ser utilizadas em todas as

tecnologias, visando a otimizacdo do processo de degradacdo dos poluentes

pelos microrganismos. Dentre estas se destacam: a adicdo de nutrientes

(bioestimulacdo) que aumenta a atividade microbiana nativa e a adicdo de

linhagens microbianas exégenas degradadoras (bioaumentacao) (RAIMUNDO

e RIZZ0O, 2002).

3.3.1 Atenuacéo natural

A remediacdo natural € uma abordagem para a descontaminacdo tanto

de solos, como de &guas subterraneas, que estd ganhando aceitagéo,

principalmente quando usada em locais contaminados por derramamento de

derivados de petréleo, como é o caso dos postos de combustiveis.
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Esse processo consiste na remediacdo de um poluente sem acréscimo
de nutrientes ou adequacgéo de qualquer condicdo ambiental, e pode ocorrer de
maneira continua devido ao processo de adaptacdo natural da microbiota
nativa do solo impactado. Esses microrganismos passam entdo a utilizar o
composto orgéanico poluente como fonte de carbono, ocasionando assim uma
reducdo da sua concentracdo ao longo do tempo. Além disso, o solo
contaminado é sujeito ao processo de intemperizacdo natural onde ndo s6 0s
processos biolégicos estdo envolvidos, mas também, processos fisicos e
guimicos sao responsaveis pela reducao da concentracdo de poluente no solo
(lixiviacdo, volatilizagéo, etc.). No entanto, o tempo envolvido no processo de
atenuacao natural costuma ser bastante longo (meses ou anos) o que torna
necessaria, muitas das vezes a remoc¢ao do solo impactado e encaminhamento
do mesmo para tratamento ex-situ (BAPTISTA e RIZZO, 2004).

3.3.2 Bioestimulacao

A bioestimulacdo de populagbes de microrganismos autoctones com o
objetivo de aumentar as taxas de biodegradacao é frequentemente empregada
em projetos de biorremediacdo (ATLAS, 1995).

Esse processo € usado quando ha a constatacdo de que existem
microrganismos capazes de degradar compostos hidrocarbonados, no local da
contaminacao, e que estes ndo conseguem manter altas taxas de degradacéao
devido a limitaces fisicas.

Algumas limitac6es naturais comuns a biodegradacao de poluentes séo:
altos niveis de concentracdo de poluentes, falta de oxigénio, pH desfavoravel,
falta de nutrientes minerais, baixa umidade e temperaturas desfavoraveis. Uma
variedade de métodos que modificam as condi¢cbes ambientais podem ser
utilizados para melhorar as taxas das atividades biodegradadoras da populacdo
microbiolégica autdctone. Uma vez que as condi¢cbes naturais limitantes sao
corrigidas, a distribuicdo natural existente de microrganismos permite, em
muitos casos, um enriquecimento espontaneo de microrganismos apropriados
(MARIANO, 2006).

21

Jéssica Maria Damido de Arruda Camara



Monografia DEQ/PRH14-ANP/UFRN

3.3.3 Bioventilagéo

A técnica de bioventing ou bioaeracdo como é conhecida, caracteriza-se
pela adicdo de oxigénio através do solo para estimular o crescimento dos
organismos naturais e/ou introduzidos pela bioaumentacao.

E uma tecnologia promissora que aumenta a biodegradac&o natural de
hidrocarbonetos de petroleo mediante fornecimento de oxigénio aos
microrganismos existentes no solo. Este processo utiliza baixas vazdes de ar,
suficientes apenas para manter a atividade microbiana. Na maioria dos casos,
0 oxigénio é fornecido pela injecao direta de ar na massa de solo contaminado.
(MENEGHETTI, 2007)

Quase todos os hidrocarbonetos de petréleo sdo biodegradaveis sob
condicdes aerobicas. O oxigénio € um co-substrato que pode iniciar o
mecanismo de biodegradacdo e, depois de iniciado o metabolismo, pode
também funcionar como aceptor de elétrons para a geracao de energia. Em
altas concentracdes de hidrocarboneto, a biodegradacao aerébia pode néo ser
suficiente para degrada-los completamente. Quando o oxigénio € esgotado e 0
nitrato esta presente, os microrganismos anaerobios facultativos utilizardo o
nitrato como aceptor final de elétrons em substituicio ao oxigénio (Borden et
al., 1995).

A tecnologia de Bioventilacdo é um importante meio de remocéo, atravées
de volatilizacdo, da massa do contaminante e sua destruicdo “in situ”. A
aplicacdo de ar e/ou oxigénio puro, a camada de subsuperficie, estimula o
crescimento da populacdo existente, resultando na reducdo, via potencial
oxidativo da microbiota, dos contaminantes do sitio (FERNADES e
ALCANTARA, 2003).

3.3.4 Bioaumentacao

A bioaumentacédo envolve a inoculacdo do solo com culturas puras ou
consorcio microbiano contendo microrganismos selecionados para degradacéo
de contaminantes especificos. Esse processo tem sido estudado para varios
herbicidas, hidrocarbonetos clorados e carbamatos através do emprego de

populacbes nativas aclimatadas, isolados selecionados. Em geral, a
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7

bioaumentacdo é mais apropriada para tratamentos de contaminantes muito
recalcitrantes, em contaminacdes recentes e onde se pretende aplicar a
degradacéao acelerada (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Segundo Sarkar et al. (2005), as culturas podem ser derivadas de um
solo contaminado ou obtidas de uma cultura estoque que tém demonstrado,

previamente, capacidade para degradar hidrocarbonetos.

3.4 DINAMICA DOS COMPOSTOS DO OLEO BRUTO NO SOLO

As caracteristicas fisico-quimicas dos combustiveis determinam seu
comportamento e de seus constituintes no ambiente, ou seja, a mobilidade dos
combustiveis € influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos
hidrocarbonetos presentes, dentre as quais, as mais importantes s&o:
solubilidade, pressdo de vapor, densidade, viscosidade e o coeficiente de
particdo octanol-agua. Este coeficiente € definido como a razdo da
concentracdo de um composto organico dissolvido entre o octanol e a agua,
em equilibrio, o qual descreve a tendéncia de participacdo de um composto
entre a fase organica e a fase aquosa. Assim, quanto maior for esta razao,
maior seré a hidrofobicidade do composto. (TROVAO, 2006).

O escoamento dos hidrocarbonetos em meio saturado sempre é bifasico
por serem compostos organicos que apresentam baixa miscibilidade em agua.
A fase composta pelos hidrocarbonetos recebe a denominacédo de NAPL (non-
aqueousphaseliquid) ou fase liquida ndo aquosa. Esta por sua vez se divide em
duas outras fases de acordo com a densidade dos hidrocarbonetos, séo elas:
LNAPL - light non-agueousphaseliquid, ou fase liquida ndo aquosa mais leve
gue a agua, que compreende os hidrocarbonetos associados com a producao,
refino e distribuicdo de produtos do petrdleo, por exemplo, a gasolina, o 6leo
diesel e o querosene; e DNAPL - dense non-aqueousphaseliquidou fase liquida
nao aquosa mais densa que a agua, a qual corresponde aos hidrocarbonetos
utilizados nas atividades industriais, como hidrocarbonetos clorados, PCBs
(bifenilaspolicloradas), antraceno, pireno entre outros (GUIGUER, 2000 apud
MARIANO, 2006).

Nos casos de derramamentos em solo, primeiramente 0os combustiveis

(LNAPL) tendem a migrar verticalmente, infiltrando no solo chamado de zona
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ndo saturada, até atingir o lencol freatico, denominado de zona saturada
(FERREIRA, 2000). Conforme Guiguer (2000) apud Mariano (2006), esta
infiltracdo € caracterizada pela formacgdo de quatro fases distintas que regulam
0 processo de migracdo dos contaminantes: fase liquida residual, fase liquida
livre, fase dissolvida e fase vapor. A formacdo das fases é controlada
basicamente pelos fen6menos de dissolugéo, volatilizacdo e adsorcdo. A fase
liquida residual pode existir no solo como residuos liquidos relativamente
imoveis, adsorvidos ou retidos entre os sélidos do solo. O liquido livre nédo
residual que passa pelo solo € chamado de fase liquida livre, que ao atingir o
nivel d’agua subterranea passa a flutuar sobre o mesmo. Ja os hidrocarbonetos
em fase dissolvida podem formar peliculas sobre a superficie do solo, ou
mesmo plumas de contaminagdo quando atingem o nivel d’agua subterranea.
Porém, os hidrocarbonetos em fase de vapor podem ser volatilizados pelo
vapor do solo, podendo também se condensar e adsorver-se na superficie
sélida ou dissolver-se na agua do solo.

Segundo Ferreira (2000), a 4gua de infiltracdo dissolve os componentes
soluveis, como BTEX, pertencentes a LNAPL, e os transportam até a zona
saturada, na forma de uma pluma que se distribui por difusdo. Muitas das
substancias tendem a volatilizar, assim, o gas sofre particio de modo que uma
parte fica retida no solo e outra migra para o ar, sendo transportados para
outras partes do aquifero por difusdo molecular. Os volateis movem-se
primeiramente pela zona saturada e finalmente entram na camada superficial
do solo, onde, dependendo das condicdes fisico-quimicas retornam para a fase
liquida por condensacéo.

Diferentemente dos compostos LNAPL, os DNAPL tendem a ocupar a
parte mais profunda dos aquiferos quando o derrame é suficientemente
grande. Porém, muitas substancias decaem rapidamente ou sdo imobilizadas
no solo de maneira que o niumero de compostos com persisténcia e mobilidade
suficientes para deslocar-se até o lencol freatico e contaminar as aguas
subterraneas é relativamente pequeno (CETESB, 2008). Além de toxicos o0s
DNAPLs sdo muito dificeis de remediar com técnicas de remediacdo mais
usuais.

Como os hidrocarbonetos usualmente se agregam aos componentes do

solo, isto passa a ser um fator limitante a biodegradacdo dos poluentes. O
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processo de biorremediacdo depende da capacidade de assimilacdo dos
compostos pelos microrganismos, e se estes passam a ter disponibilidade
limitada, ocorrera dificuldade na sua degradacdo. Desta forma, ha a
necessidade da utilizacdo de substancias que aumentem a disponibilidade
desses poluentes a populagdo microbiana, os surfactantes que tem a
capacidade de reduzir a tensdo superficial agua/6leo aumentando sua

solubilidade.

3.5 TENSAO SUPERFICIAL

A tensao superficial séo as forcas coesivas entres as moléculas de um
liquido, pois estes tendem a adotar uma forma que minimize sua area de
superficie, na tentativa de manter as moléculas com um maior numero possivel
de vizinhos semelhantes. As moléculas na superficie ndo tém outras moléculas
iguais na sua vizinhanga e consequentemente sofrem uma coesao mais forte
com aquelas diretamente associadas.

As forcas coesivas entre as moléculas no interior do liquido s&o
compartilhadas com os atomos vizinhos. Aquelas da superficie ndo tém atomos
vizinhos acima delas, e exibem uma forca atrativa mais forte sobre suas
vizinhas mais proximas na superficie. Este aumento das forcas atrativas
intermoleculares na superficie € chamado de tenséo superficial, como pode ser

observado no esquema ilustrativo na figura 1.

Figura 1: Esquema ilustrativo das forgas intermoleculares.
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maolaculas ndo § ¢ e
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todos os sentidos ww}.
o e
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0s lados.

Fonte: http://dc136.4shared.com/doc/4gBTP2KI/preview.html
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3.6 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos formados por moléculas que possuem
uma parte hidrofébica e uma hidrofilica, que tendem a separacdo
preferencialmente na interface entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade e ligacfes de hidrogénio, tais como interfases 6leo/agua ou ar/agua.
Atuam nas tensdes superficial e interfacial e formam microemulsdes onde
hidrocarbonetos podem se solubilizar em agua e vice versa. A eficacia dos
surfactantes é determinada através da capacidade de reduzir a tenséo
superficial, que é a medida de energia livre por unidade de area, necessaria
para trazer uma molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN, 1978
apud MULLIGAN, 2005).

Desta forma, os surfactantes sdo uma ampla classe de moléculas
anfipaticas (com dominio polar e apolar) que apresentam uma grande
variedade de aplicacdes, tanto industriais como na limpeza de locais
contaminados com hidrocarbonetos. Contudo, surfactantes sintéticos mostram
alta toxicidade, baixa biodegradabilidade e eficiéncia somente em faixas

pequenas de pH e temperatura.

3.7 BIOSSURFACTANTES

Devido a essa limitacfes dos surfactantes sintéticos, o interesse pelos
biossurfactantes (surfactantes de origem microbiana), produzido por certas
bactérias, leveduras e fungos, tem aumentado devido a baixa toxicidade,
natureza biodegradavel e eficiéncia em valores de temperatura, pH e salinidade
extremos e seu papel na recuperacdo de ecossistemas pela aceleracdo da
biodegradacao dos hidrocarbonetos provenientes de vazamentos. Além disso,
alguns biossurfactantes apresentam capacidades anti-fingicas, anti-virais e de
sor¢cdo de metais e sdo usados na industria do petrdleo para aumentar a
recuperacdo do petroleo (OLIVEIRA et al.,, 2005; PRUTHI e CAMEOTRA,
1997).

Os biossurfactantes apresentam as mesmas caracteristicas dos

surfactantes quimicos, reduzem as tensdes interfacial e superficial, tanto em
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solugdes aquosas quanto em misturas de hidrocarbonetos. Possuem uma
estrutura comum, a qual a porcdo hidrofiica pode ser composta de
aminoacidos ou peptideos, mono, di ou polissacarideos, enquanto a porgao
hidrofobica é constituida de uma cadeia hidrocarbénica de um ou mais &cidos
graxos, saturados ou insaturados (DESAI e BANAT, 1997).

Sao muitas as vantagens apresentadas pelo biossurfactante quando
comparado aos de origem sintética, tais como (KOSARIC, 2001):

e Alta biodegradabilidade;

e Baixa toxidade;

e Biocompatibilidade e biodigestividade, que permitem suas
aplicagbes em cosméticos, produtos farmacéuticos e como
aditivos em alimentos;

e Possibilidade de producdo a partir de fontes de baixo custo e
residuos industriais;

e Especificidade de aplicacdes, ja que sdo moléculas organicas
complexas, com grupos funcionais especificos;

e Uso em biorremediacdo de locais impactados por O6leo e
biodegradacéao e detoxificacdo de efluentes industriais;

e Eficacia em condicdes extremas de temperatura, pH e salinidade.

Os biossurfactantes, ao serem excretados durante o crescimento
microbiano, auxiliam o transporte e a translocacdo de substratos insolUveis
através da membrana celular. Estes biotensoativos podem ser encontrados
como moléculas intracelulares, serem secretados pelas células microbianas, ou
ficarem aderidos a superficie dessas células com a funcao de facilitar a entrada
de compostos pela membrana celular ou para aumentar a biodisponibilidade
das substancias hidrofébicas (MARIANO et al., 2007; CAMEOTRA & SINGH,
2009).
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3.8 PRINCIPAIS BIOSSURFACTANTES E OS MICRORGANISMOS
PRODUTORES

Enquanto os surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com a
natureza de seu grupo polar, os biossurfactantes séo classificados com base
em sua natureza bioquimica. As principais classes incluem: glicolipideos,
fosfolipideos, lipopeptideos ou lipoproteinas (DESAI e DESAI, 1993).

Essas classes e seus microrganismos produtores correspondente estao
distribuidos entre uma extensa variedade de géneros, como mostrado na
tabela 2.

Tabela 2:Principais classes de biossurfactantes e microrganismos envolvidos

Tipo de Biossurfactante Microrganismo
Glicolipideos
e Ramnolopideos Pseudomonasaeruginosa
e Soforolipideos Torulopsisbombicola, T. apicola
e Trealolipideos Rhodococcuserythropolis, Mycobacterium
SP
Lipopeptideos e Lipoproteinas
e peptideo-lipideo Bacilluslicheniformis
e viscosina Pseudomonasfluorescens
e serrawetina Serratiamarcescens
e surfactina Bacillussubtilis
e subtilisina Bacillussubtilis
e gramicidina Bacillusbrevis

e polimixina Bacilluspolymyxa

Acidos graxos, Lipideos neutros e
Fosfolipideos

e acidos graxos Corynebacterium lepus

e lipideos neutros Nocardiaerythropolis

o fosfolipideos Thiobacillusthiooxidans
Surfactantes poliméricos

e emulsan Acinetobactercalcoaceticus

e biodispersan Acinetobactercalcoaceticus

e liposan Candidalipolytica

o carboidrato-lipideo-proteina Pseudomonasfluorescens

e manana-lipideo-proteina Candidatropicalis
Surfactantes particulados

e vesiculas Acinetobactercalcoaceticus

e células Vérias bactérias

Fonte: DESAI e BANAT (1997)

Dentre esses, os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas spp. sao

extensamente estudados.
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3.9 PSEUDOMONA AERUGINOSA

A Pseudomona aeruginosa, bactéria Gram-negativa, pode ser isolada de
diferentes habitats incluindo a &gua, o solo e plantas, € um patégeno
oportunista humano que causa infeccbes nosocomial sérias e também é
resistente a antibidticos. Sob condigces ambientais especificas esta bactéria
produz um biossurfactante contendo ramnose - glicolipidio. O tipo e a
proporcdo do ramnolipideo produzido dependem da cepa, da fonte de carbono
utilizada e das condic¢des de cultivo. (FONTES et al., 2008)

A cultura de Pseudomonas produz primeiramente duas formas de
ramnolipideos: ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (mono-
ramnolipideo) e L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato (di-
ramnolipideo) (Sanchez et al., 2007).

3.10 RAMNOLIPIDEOS

Os ramnolipideos constituem uma das classes mais interessantes dos
biossurfactantes por causa de suas caracteristicas vantajosas. Com respeito a
sua producdo, mostram rendimentos elevados em comparacdo a outros
biossurfactantes, bem como diversos materiais renovaveis, tais como 6leos ou
residuos da industria de alimento, podem ser usados como fontes do carbono
(Sanchez et al., 2007).

Diferentes tipos de cepas de Pseudomonas aeruginosa produzem
diversos homologos estruturais de ramnolipideos. O tipo de ramnolipideo
produzido depende da cepa bacteriana, da fonte do carbono usada, e da
estratégia do processo (Lang &Wullbrandt, 1999).

Os principais glicolipideos produzidos por P. aeruginosa s&do o0s
ramnolipideos dos tipos 1 e 2, L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato
e L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato,
respectivamente. A formacdo de ramnolipideos 3 e 4, contendo uma molécula
de acido p-hidroxidecandico e uma ou duas unidades de ramnose,
respectivamente, metil-ésteres derivados dos ramnolipideos 1 e 2 e

ramnolipideos com outras cadeias de &cidos graxos também ja foram
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previamente reportadas (Kronemberger et al., 2007). Abaixo, na figura 2, pode

ser observado as estruturas dos 4 tipos de ramnolipideos.

Figura 2: Estrutura dos ramnolipideos 1-4
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Ramnolipideo 1 Ramnolipideo 2
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Ramnolipideo 3 Ramnohpideo 4

FONTE: TUMMELER, EFFENBERGER E SYLDATK (2003)

Os ramnolipideos consistem de uma ou duas moléculas de ramnose

ligadas a uma ou duas cadeias de acido graxo, com 8-12 atomos de carbono,

gue podem ser saturados ou insaturados (SIM et al., 1997).
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas as técnicas e 0os materiais utilizados
para a realizacdo de cada etapa do estudo. Inicialmente serd apresentado o
processo utilizado para o desenvolvimento e preservacdo das bactérias, em
seguida como foi realizado o ensaio para determinacdo do crescimento e
producéo de biossurfactante, especificando o procedimento adotado para a sua
guantificagdo, e por fim o ensaio de biorremediacdo das amostras de solo
contaminados. Todas as técnicas descritas foram realizadas no Laboratério de
Engenharia Ambiental e Controle de Qualidade (LEACQ — DEQ/UFRN).

A figura 3 abaixo mostra o fluxograma simplificado das etapas realizadas

no estudo.
Figura 3: Fluxograma das etapas adotadas no experimento.
DESENVOLVIMENTO PRESERVAGAO DAS
DAS BACTERIASEM | — BACTERIAS E':';SL‘T‘(':?:&%M
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[
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A amostra de petroleo utilizada foi coletada no campo de Fazenda
Belém que localiza-se na porcédo noroeste da Bacia Potiguar emersa, leste do
Estado do Ceara, nos municipios de Aracati, Icapui e Jaguarana, cerca de 160
km a sudeste de Fortaleza e 28 km a sudeste da cidade de Aracati, como
mostrado no mapa representado na figura 4. A acumulacéo principal do campo

ocupa uma area de 143,68 km? e a area da concesséo abrange 307,512 km?.
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Figura 4: Mapa de localizagdo do Campo de Fazenda Belém
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4.1 DESENVOLVIMENTO DAS BACTERIAS EM SOLO

Sabendo que o solo é um dos habitats natural de Pseudomonas
aeruginosas, utilizou-se 1,5 kg de areia, a qual foi acondicionada em bandejas
plasticas, como mostrado na figura 5, e enriguecida com uma solucao
petroleo/diesel de 2,5 g/L, de modo que ficassem com uma concentracdo de
2% v/im. O solo também foi umedecido com uma solucdo nutritiva com a
seguinte composicdo: KH,PO, 0,36 mg/L; MgSO, 0,120 mg/L; CaCl, 0,110
mg/L; NH;NO3; 0,080 mg/L e MgNO3; 0,086 mg/L; também foi utilizada uma
concentracdo de 2% v/m.

Durante 25 dias foi promovido, em intervalos regulares de cinco dias, a
aeracdo e a exposicao ao sol das bandejas que continham o solo. Nesse
periodo, também eram recolhidas amostras que foram submetidas a analises

bacteriol6gicas para identificacdo e quantificacdo do género Pseudomonas.
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Figura 5: Solo contaminado com areia para desenvolvimento das bactérias.

4.2 ANALISE DO SOLO PARA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS
BACTERIAS

Utilizando erlenmeyers de 125 mL, amostras de 1 g de areia foram
diluidas em 100 mL de agua destilada. Esse sistema foi submetido a agitacéo
de 200 rpm por 24 horas para que haja 0 maximo de contato do solo com a
agua, possibilitando, assim, a transferéncia dos microrganismos para a agua. O

mecanismo utilizado pode ser observado na figura 6 abaixo.

33

Jéssica Maria Damido de Arruda Camara



Monografia DEQ/PRH14-ANP/UFRN

Figura 6: Mecanismo para transferéncia das bactérias da areia para agua.

Apbs as 24 horas realizaram-se diluicdes em série das amostras, de
modo a permitir a inoculacdo no meio qualitativo Acetamide Agar e no
guantitativo Cetrimide Agar, ambos meios seletivos para as Pseudomonas
aeruginosas. Os in6culos permaneceram por dois dias em uma estufa regulada
em 35 °C, conforme especificacbes do meio.

Posteriormente foi realizada a contagem das colbnias que se

desenvolveram durante o periodo de inoculacéo.

4.3PRESERVACAO DAS BACTERIAS

As colbnias que se desenvolveram, apds serem quantificadas, foram
repicadas e transferidas para o meio skin milk, concentragdo de 15% em
massa, como mostrado na figura 7, onde foram preservadas a uma

temperatura de -10 °C de modo a permitir sua posterior utilizac&o.
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Figura 7: Pseudomonas preservadas em skin milk.

4.4 DESENVOLVIMENTO DAS BACTERIAS PRESERVADAS

As bactérias que mostraram melhor adaptacéo ao solo contaminado com
oleo bruto foram utilizadas para a analise do seu crescimento e da producao do
biossurfactante.

Desta forma, as bactérias presentes no skin milk foram transferidas para
placas petri contendo o meio nutriente Count Plante Agar e colocadas na estufa
regulada com uma temperatura de 30 °C durante 48 horas, para 0 seu

completo desenvolvimento.

4.5 ENSAIO PARA ANALISE DO DESENVOLVIMENTO DAS BACTERIAS E
PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE

As colbnias desenvolvidas foram repicadas e transferidas para um pré-

in6éculo com uma solucdo nutriente de peptona 2% em massa, onde
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permaneceram no shaker em agitacédo de 200 rpm e 30 °C durante 24 horas.
Apés essa etapa, as bactérias ja estavam preparadas para os ensaios. A figura
8 abaixo mostra a mudanca de cor da solugao inicial, indicando a producao de
biomassa.

Figura 8: Solucéo de peptona apds 24 horas de incubacao.

Utilizou-se como meio liquido para a avaliacdo da producdo de
biossurfactante e do crescimento celular, 0 meio mineral descrito por Robert et
al., 1989, cuja composicdo pode ser encontrada na tabela 3 abaixo. Como

fonte de carbono utilizou-se a glicerina.
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Tabela 3: Composi¢céo do meio mineral

Composto Concentragéo (g/L)
NaNO3 7,0
KCI 0,1
KH;PO, 0,5
K>HPO, 1,0
CacCl, 0,01
MgS0,.7H,0 0,5
FeSO,.7H,0O 0,01
Extrato de levedura 0,1

Fonte: ROBERT et al., (1989)

ApoGs ajuste de pH para 7,0 com NaOH ou HCL 1N, quando necessario,
0 meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

Nos ensaios empregou-se a glicerina com concentracdes de 2 e 10%.
Todos os experimentos foram incubados em mesa agitadora, a 30°C e 200
rpom. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL, contendo
um volume final de 50 mL de meio de cultivo. Os recipientes foram inoculados
com 2% da suspensao celular das Pseudomonas, obtida do cultivo da solugéo
de peptona, e mantidos durante 13 dias (312 horas) a 200 rpm e 30°C no
shaker, como mostrado na figura 9.

Figura 9: Ensaios com glicerina.
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As amostras foram retiradas a cada 24 horas e de duas em duas horas,
durante as oito primeiras horas, para analise de crescimento celular, producéo
de ramnose e consumo de carbono. As medidas da tensao superficial foram
realizadas no meio de cultivo inicial (tempo zero) e ao final de cada ensaio

(apbs 312 horas).

4.6 DETERMINACOES ANALITICAS

4.6.1 Determinacéo da concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada através da massa seca. Para
tanto, amostras do meio fermentado foram centrifugadas a 3500 rpm por 40
minutos. As células precipitadas foram lavadas e centrifugadas por mais duas
vezes em agua destilada. Apdés a ultima centrifugacdo, as células foram
suspensas em agua destilada e transferidas para capsulas de porcelana
previamente taradas e levadas a estufa a 80 °C por 24 horas. A determinacao

da massa seca foi feita pela diferenca dos pesos final e inicial das capsulas.

4.6.2 Determinacéo da concentracdo de biossurfactante

A producdo do ramnolipideo foi quantificada colorimetricamente em
termos de concentracdo de ramnose produzida no meio de cultivo, através da
analise de 6-deoxihexose (CHANDRASEKARAM e BEMILLER, 1980).

Preparo dos reagentes:

Solucéo A:

e 90 mL de H,SO,
e 15 mL de agua destilada
Esta solucdo pode ser preparada anteriormente e estocada em frasco

ambar.

Solucéo B:
e 0,2 mL de acido tioglicdlico
e 5,8 mL de agua destilada

Esta solucao deve ser preparada apenas no momento de uso.
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O procedimento consiste em, no tubo de ensaio, adicionar 1mL da
amostra contendo ramnose juntamente com 4,5 mL da solugéao A e incubar por
10 minutos a 100°C. Apds a solucdo ter resfriado a temperatura ambiente,
adicionar 0,1 mL da solucéo B, homogeneizar os tubos e guardar em local com
auséncia de luz por trés horas. Passado esse tempo, deve-se realizar a leitura
de absorbancia a A= 400 nm e A=430 nm no espectrofotdmetro UV visivel.

Antes de realizar a leitura das amostras, foi preparada uma curva padréo
de ramnose, apartir de uma solucéo inicial de ramnose comercial 100 mg/L.
Esta solucédo foi diluida em concentracdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 90
mg/L. Aplicou-se o procedimento citado acima para cada uma das diluicbes e
foi realizada a leitura da absorbancia (A= 400 nm e A=430 nm) das mesmas. A
leitura em A=430 nm indica a interferéncia de outros acucares.

Com os resultados, subtraiu-se o valor obtido na leitura a A=430 nm do
obtido na leitura a A= 400 nm, para se obter o valor da absorbancia final. A
figura 10 abaixo apresenta a curva padrdao de ramnose, a partir da qual se

obteve a seguinte expressao:

Absorbincia finel —-0,0355
00185

) * fator de diluicio (1)

[ ]deramnose = (

Figura 10: Curva de calibracdo para a ramnose
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Para a determinacdo da concentracdo de ramnose das amostras
retiradas, 20 mL de cada amostra foram centrifugados por 40 minutos a 3500
rom, separou-se o sobrenadante e a partir deste realizou-se o mesmo
procedimento citado anteriormente. A equacao foi utilizada para a conversao
dos dados de absorbéancia a concentracédo equivalente.

4.6.3 Determinacéo da concentracdo de carbono

A concentracdo de carbono no meio fermentado foi determinada pelo
DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), segundo Standard methods (ALPHA,
1998). O método baseia-se na oxidacdo quimica da material organica, obtida
através de um oxidante forte, o dicromato de potassio (K,Cr,O;) em meio acido
e elevada temperatura.
Preparo dos reagentes:
Solucéo digestora:
e 10,216 g de K;Cr,07 previamente seco a 150°C por 2 horas
e 500 mL de agua destilada
e 167 mL de H,SO,4concentrado
e 33,3gdeHgSO,4
Depois de dissolvida, a solucdo deve ser resfriada a temperatura

ambiente e diluida para 1000 mL.

Solucéo de acido sulfurico:
e Adicionar Ag,SO4em H,SO4 concentrado na razédo de 5,5 g Ag.SO4/kg
H,SO,

e Deixar repousar por 1 ou 2 dias pra dissolver e misturar

O procedimento consiste em, nos tubos de digestado, adicionar 2,5 mL da
amostra a ser analisada, 1,5 mL da solucdo digestora e 3,5 mL da solucdo de
acido sulfurico. Feito isto, deve-se colocar os tubos para aquecer durante 2
horas a 150°C no digestor. E apds ocorrer o resfriamento das amostras a
temperatura ambiente, estas devem ser colocadas no espectrofotbmetro UV
visivel no comprimento de onda 600 nm, para leitura da absorbancia.

Antes de realizar a leitura das amostras, foi preparada uma curva padrao

de bifitalato de potéssio, a partir de uma solucao inicial de CgHsKO4 1000mg/L.
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Esta solugéo foi diluida em concentragdes de 100; 200; 500; 600; 800 e 900
mg/L. Aplicou-se o procedimento citado acima para cada uma das diluicbes e
foi realizada a leitura da absorbéancia (A= 600 nm) das mesmas.

A figura 11 abaixo apresenta a curva padrdao para a analise de DQO,

com a qual se obteve a equacgéao (2) abaixo:

[ lmg 0,/L= {Abfwhanciﬂ Final—0,0086

00003

) * fator de diluicao (2)

Figura 11: Curva de calibracdo para DQO
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Com os resultados obtidos ainda deve-se calcular o valor real da DQO a

partir da seguinte equacéao (3) abaixo:

D@0 em mg U:,/L _ mg 0y em volume final«1000 (3)

ml da amostra

Para a determinacdo da DQO das amostras retiradas, 20 mL de cada
amostra foram centrifugados por 40 minutos a 3500 rpm, separou-se O
sobrenadante e a partir deste realizou-se o mesmo procedimento citado
anteriormente. E as equacfes foram utilizadas para a conversdo dos dados de

absorbancia a demanda quimica de oxigénio equivalente.
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4.6.4 Determinacgéo do indice de emulsificagcdo (E24)

A estabilidade das emulsdes formadas pelo biossurfactante foi avaliada
contra diferentes fontes hidrofébicas. As analises foram realizadas em
temperatura ambiente e o indice de emulsificacdo foi determinado segundo
IQBAL et. Al., 1995. O método consiste na adi¢cdo do hidrocarboneto no caldo
livre de células (2mL de cada) e sua posterior agitacdo em alta velocidade por
2 minutos. Ap6s 24 horas de repouso, o indice de emulsificacdo pode ser

calculado através da equacao (4):

altura da camaede de emulsio

E24=( )x100 (4)

altura total

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA O TESTE DE BIODEGRADACAO

O teste de acompanhamento do processo de biodegradacdo foi
realizado em microcosmos, como mostrado na figura 12, semelhantes aos
utilizados na etapa de desenvolvimento das bactérias em solo. Para isso,
contaminou-se manualmente quatro amostras de solo (2 kg cada), sendo duas
delas com 6leo bruto e as outras duas com diesel, de forma a se obter uma

concentracao de 2,5% p/p.

Figura 12: Microcosmos utilizados para o ensaio de biorremediacdo. A)
Contaminado com 6leo bruto B) Contaminado com diesel.

st wf st U
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Para cada tipo de contaminante, foi produzido um branco, ou seja, nédo
ocorria adicdo da cepa da bactéria Pseudomona aeruginosa, e o outro sofria a
bioaumentacdo com uma suspensdo celular, de forma a se obter uma
concentragéo de 2,5% p/p.

A amostragem dos solos, para quantificacdo de 6leos e graxas, ocorreu
em intervalos de 10 dias. No dia em que ocorria a retirada de amostras,
realizava-se uma pequena homogeneizacdo do conteido das bandejas, o que

também favorecia a aeracdo do meio.

4.7.1 Preparo da suspensao celular

Para o preparo da suspensédo celular foram repicadas de placas petri
colonias desenvolvidas e transferidas para uma solugéo nutriente de peptona
2% em massa, a qual permaneceu no shaker em agitacdo de 200 rpm e 30 °C
durante 24 horas. Passado esse tempo, a solucao foi diluida na propor¢éao 1:10
antes de ser adicionada ao microcosmo.

Para quantificacdo da quantidade de proteina celular adicionada ao
microcosmo, foi utilizado o método da massa seca. E em cada bandeja foi

acrescentada 50 mL da suspensao com uma concentracao de 2g/L.

4.7.2 Analise de 6leos e graxas

O teor de 6leos e graxas (hidrocarbonetos) no solo durante o processo
de biorremediacdo foi quantificado por método de extracdo continua em
aparelho tipo Soxhlet (Extrator de Oleos e Graxas Marconi MA-491), como
mostrado na figura 13, baseado na quantificacdo gravimétrica do material
extraido com solvente. O método baseia-se na solubilidade dos

hidrocarbonetos em um solvente organico (hexano).
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A andlise ocorreu em amostras de cinco gramas do solo contaminado.
Apbs o processo de extracdo, o extrato organico foi concentrado na estufa
durante 1 hora a uma temperatura de 80°C.

O percentual de 6leos e graxas (O&G) presentes no solo e o percentual

de remocéo foram calculados pelas equacdes (5) e (6) abaixo:

060&G = —22 « 100 (5)
Momostra
e
c
%RO&G = (1 - (Ei)) %100 (6)
Onde:

0O&G - ébleos e graxas;

m — massa;

RO&G — remocéao de 6leos e graxas;

C: — percentual de Oleos e graxas da amostra no tempo final de
biorremediacao;

Ci — percentual de O6leos e graxas da amostra no tempo inicial de
biorremediacéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sdo discutidos os resultados obtidos por cada uma das
técnicas aplicadas na pesquisa. Inicialmente serdo apresentados os resultados
para o desenvolvimento das bactérias do tipo Pseudomona aeruginosa no solo,
em seguida os resultados para os ensaios em meio liquido com glicerina e por

fim os resultados obtidos no teste de biorremediacao.

5.1RESULTADO DO DESENVOLVIMENTO DAS PSEUDOMONAS EM SOLO

Durante 25 dias foi analisado, tanto quantitativamente como
gualitativamente, a presenca de bactérias do tipo Pseudomona aeruginosa em
solo contaminado manualmente. O resultado pode ser observado na figura 14

abaixo.

Figura 14: Quantificacdo das bactérias em solo
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Pode-se observar que ocorreu um crescimento da quantidade de
colbénias ativas até o vigésimo dia. Portanto, apenas durante o periodo de
desenvolvimento das bactérias € que as colbénias foram repicadas e

preservadas em meio skin milk.
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5.2ENSAIO PARA O DESENVOLVIMENTO DAS BACTERIAS

A seguir estdo os resultados obtidos no desenvolvimento da bactéria,
utilizando como fonte de carbono a glicerina em concentracdes de 2 e 10%.
Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar o crescimento microbiano, a
producéo de biossurfactante e o consumo de carbono.

Foram utilizadas duas concentracoes da fonte de carbono, visando
descobrir a cinética de crescimento e o comportamento da bactéria a baixas

concentragdes de carbono.

5.2.1 CRESCIMENTO CELULAR

ApoOs a inoculacdo realizada no meio de cultura favoravel ao seu
desenvolvimento, sob temperatura controlada e agitacdo adequada, observou-
se um comportamento nos valores da concentracéo celular, conforme indicado

na figura 15 abaixo.

Figura 15: Efeito da concentracéo de glicerina no crescimento celular.
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Nas primeiras horas de cultivo, para os dois ensaios foram observados
uma fase lag de adaptacéo, tratando-se de um periodo o qual a célula sintetiza

as enzimas necessarias ao metabolismo dos componentes presentes no meio.

46

Jéssica Maria Damido de Arruda Camara



Monografia DEQ/PRH14-ANP/UFRN

A partir da figura 15 acima, observa-se que a menor concentragédo de
glicerina proporcionou um desenvolvimento celular maximo de 5,865 g/L apos
168 horas de cultivo. Apds esse tempo, ocorreu uma estabilizacdo nos valores,
indicando um provavel esgotamento da fonte de carbono disponivel para o
consumo microbiano. Este evento néo foi observado quando se utilizou uma
concentragéo 10% de glicerina.

No segundo ensaio, ou seja, aquele que apresentava a maior
concentracdo de glicerina foi necessario um tempo maior de adaptacéo.
Porém, ao final do tempo de cultivo a bactéria ainda encontrava-se na fase
logaritmica de crescimento, indicando que ndao houve nenhum tipo de inibicdo
para o crescimento celular e que ainda havia carbono disponivel para o
consumo. O caldo de cultivo apresentou turbidez e mudanca de cor, indicando
a formacéo de biomassa e de produtos, como observado na figura 16.

Figura 16: Meio de cultivo com 10% de glicerina inoculada (312 horas de
incubacéao)

5.2.2 PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTE

Ao analisar a produgcdo de biossurfactante durante o crescimento em
glicerina, nas duas concentracdes estudadas, observou-se uma baixa producao
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do tensoativo em baixas concentra¢gdes de carbono. Utilizando a concentragéo
2% de glicerina houve um pico de 5,14 mg/L no tempo de 72 horas, seguido
pelo decaimento da sua concentracdo, 0 que pode indicar um provavel
consumo do produto por parte da bactéria quando o substrato passou a ter
concentragdes reduzidas.

Como se pode observar na figura 17 abaixo, diferente do que ocorreu
guanto foi empregada uma baixa concentracdo de carbono, 0 aumento da
concentracdo do substrato permitiu uma elevada producéo do biossurfactante,
gue atingiu um valor de 98,87 mg/L ao final do tempo de fermentacdo. Porém,
esta ainda encontrava-se em fase de aumento da concentracgéo, indicando que,

caso a fermentacao continuasse, poderia se conseguir valores mais elevados.

Figura 17: Producao de biossurfactante em termos de Ramnose.
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Estudos mostram que uma baixa concentracdo de biossurfactantes é
suficiente para reduzir ao maximo as tensdes superficial (agua/ar) e interfacial
(dgua/dleo). Zhang e Miller, 1992, apud Banincasa et al., 2004, relatam que a
concentracdo necessaria de biossurfactante para se atingir a Concentracdo
Micelar Critica, ou seja, a concentracdo minima na qual se inicia a formacao de
micelas, esta tipicamente entre 1 a 200 mg/L, valores atingidos nos dois

experimentos.
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5.2.3 CONSUMO DA FONTE DE CARBONO

O consumo do substrato apresentou um comportamento semelhante nos
dois experimentos, tendo uma maior redugdo na concentracdo de carbono
guando o crescimento celular apresentava sua maior taxa. Os resultados

podem ser observados na figura 18 abaixo.

Figura 18: Curva do consumo de substrato.
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5.2.4 DETERMINACAO DO INDICE DE EMULSIFICACAO

O estudo de emulsificacédo foi realizado utilizando o sobrenadante livre
de células do cultivo em 5% de glicerina, onde se obteve a maior quantidade de
biossurfactante produzido. Para o estudo foi adicionado 6leo bruto e diesel no
sobrenadante, segundo o procedimento anteriormente descrito. Verificou-se
gue os dois sobrenadantes testados foram emulsificados pelo biossurfactante,

como pode ser observado na figura 19 e tabela 4 abaixo.
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Figura 19: A) Controle e 6leo bruto apds emulsificagdo; B) Controle e diesel
apos emulsificacéo.

Tabela 4. Porcentagem de emulsificacao.

Hidrocarboneto avaliado % emulsificacéo
Oleo bruto 62,5%
Diesel 76,3%

Os resultados obtidos estdo dentro do esperado. Segundo Guerra-
Santos, 1984, os ramnolipideos estdo entre os mais efetivos biossurfactantes,
pois apresentam alta capacidade de emulsificacdo de hidrocarbonetos, entre
50 e 80%.

5.3TESTE DE BIODEGRADACAQO
As figuras 20 e 21 abaixo apresentam o percentual de Oleos & Graxas

durante o processo de biorremediacao (bioaumentacéo e atenuacado natural) do

solo contaminado com 6leo bruto e com diesel.
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Figura 20: Porcentagem de petréleo presente no solo.
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Figura 21: Porcentagem de diesel presente no solo.
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Na tabela 5 abaixo se encontram os resultados para a taxa de remocéao
para o periodo total de andlise (28 dias).

Tabela 5: Resultados da remocéao de 6leos e graxas.

% de remocao de Oleos e Graxas (%RO&G)

Composto Tipo de Biorremediacéo %RO&G
Oleo bruto Bioaumentac&o 63,50%
Oleo bruto Atenuacéo Natural 45,36%
Diesel Bioaumentacéo 75,47%
Diesel Atenuacao Natural 48,51%
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Verifica-se na tabela que o diesel foi o composto mais facilmente
removido, independentemente do processo de biorremediacdo usado. Sendo
os resultados do processo de bioaumentacao significativamente superiores,
tanto para o 6leo bruto como para o diesel.

O fato de o diesel apresentar melhores resultados, quando comparado
ao 6leo bruto, pode ser explicado por este apresentar estruturas organicas
mais simples (hidrocarbonetos cuja cadeia contém de 10 a 50 atomos de
carbono), mais facilmente biodegradaveis do que os hidrocarbonetos do 6leo
bruto (mistura complexa de hidrocarbonetos e de impurezas, como enxofre,
nitrogénio, metais, oxigénio e outros).

Baptista e Rizzo (2004) realizaram estudos acompanhando o processo
de atenuacao natural de solo contaminado por petroleo. Os resultados obtidos
nos dois primeiros meses de acompanhamento do processo de atenuacéo
natural de duas amostras de solo contaminado com 5 e 10% de Oleo cru
indicaram uma reducéo de 5 e 12%, respectivamente, no teor do contaminante.
No entanto, nesse estudo foram utilizados amostras de solo maior, 0 que
dificultava a aeracdo do meio e consequentemente a acdo dos microrganismos
presentes. Aléem disso, o grau de contaminacao do solo foi mais elevado, o que

pode ter provocado a necessidade de um periodo maior de adaptacéao.

52

Jéssica Maria Damido de Arruda Camara



Monografia DEQ/PRH14-ANP/UFRN

6 CONCLUSAO

ApoOs a realizacdo deste trabalho, foi possivel concluir que a utilizagéo da
bactéria Pseudomona aeruginosa no processo de biodecomposi¢cdo de Oleo
bruto € um método promissor, pois a cepa microbiana desenvolvida em solo
contaminado pelo hidrocarboneto apresentou resultados positivos tanto no
consumo de carbono, quanto na producédo do biossurfactante ramnolipideo.

Melhores resultados foram apresentados com o0 aumento da
concentragdo do substrato, pois garantiu uma fonte de carbono suficiente para
manter o crescimento da bactéria e ndo provocar o consumo do proprio
produto, no caso o biossurfactante. Assim, o experimento realizado com uma
concentracdo de 10% de glicerina atingiu valores de 12,085 g/L de massa
microbiana e 98,38 mg/L de biossurfactante em termos de ramnose. Porém, ao
final do experimento, eles se encontravam em fase exponencial de
crescimento, podendo atingir valores mais elevados, caso ocorresse a
continuidade do ensaio.

O biossurfactante produzido apresentou a capacidade de emulsificacao
dos dois hidrocarbonetos testados (petroleo e diesel). Isto permitiu a verificacéo
da aplicabilidade da bactéria Pseudomona aeruginosa para biorremediacao de
areas contaminadas.

Ao testar a capacidade do microrganismo na remediacdo de solos
contaminados, este apresentou resultados satisfatorios, visto que o processo
de bioaumentacdo apresentou melhores resultados quando comparado ao
processo de atenuacdo natural, mostrando-se um método viavel quando ha a
necessidade da rapida degradacao dos contaminantes presentes no solo.

O estudo também mostrou que o diesel foi mais facilmente degradado,
guando comparado ao 6leo bruto, por ser uma mistura mais simples de
hidrocarbonetos, tornando mais facil a quebra de cadeias carbénicas.

Também é notdrio que, ao final do experimento, mesmo apds a remocao
de 63,5% do petréleo presente no solo, a areia ainda permanecia com uma
tonalidade escura. Isto se deve ao fato de que o petréleo nunca é
completamente degradado, permanecendo um residuo complexo, geralmente
um piche preto. Entretanto este residuo possui baixa toxidade e torna-se um

contaminante inerte ao meio ambiente.
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