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RESUMO

A industria petrolifera movimenta anualmente trilhdes de dolares e consolida-se como a
principal fonte de energia mundial. Seus derivados tém intensa aplicacdo na geragdo de
energia, bem como na industria petroquimica. A despeito da importancia econdmica do
segmento, a poluicdo ambiental causada pelos derivados de petrdleo, 6leos e graxas
representa um problema de escala mundial que, a cada ano, aumenta consideravelmente. No
Brasil, o 6leo diesel € o derivado mais consumido e o pais vive uma ascendéncia econdmica
inerente ao setor tendo despertado também a aten¢do da sociedade para impactos ambientais
proporcionados pelos derramamentos de 6leo. A glicerina bruta (GB) tem sido empregada
experimentalmente na recuperagdo avancada de petréleo, mostrando-se promissora para
remo¢dao de parafinas lineares, ramificadas e com potencial para bioestimulagdo do
metabolismo microbiano, O interesse industrial na biotecnologia e o reconhecimento de sua
importancia por todos os paises industrializados tornam emergente a necessidade de novas
tecnologias. Dessa forma, serd maior o estimulo para estudo do crescimento de
microrganismos na presenca de hidrocarbonetos visando uma possivel aplicagdo dos mesmos
no tratamento da poluicio do meio ambiente por compostos oleosos. O Presente trabalho
avaliou a biodegradabilidade do 6leo diesel utilizando a GB na estimula¢do de bactérias
hidrocarbonoclésticas para remediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos. Para este
estudo foram utilizados a bactéria CCMICS 109 e microrganismos provenientes do diesel.
Para analisar o crescimento bacteriano, foi preparado meio minimo (M.M) contendo GB
como bioestimulador e 6leo Diesel como fonte de carbono. Métodos cromatograficos e
medidas da tensdo superficial foram utilizados para avaliagdo experimental da atividade
microbiana sobre o 6leo Diesel e hidrocarbonetos utilizados. Os resultados mostraram que
houve a ocorréncia da utilizacio de compostos como o Docosano-C22, Antraceno e
Fenantreno pelo consércio, o maior consumo observado foi para o Docosano. Apds o
vigésimo dia de analises, constatou-se a reducdo da tensao superficial. A significativa redugao
da mesma, atingida proxima a fase de morte celular microbiana, bem como o potencial para
biodegradagdo principalmente de cadeias alifaticas e aromadticas do 6leo diesel sugerem que o
consorcio microbiano possui potencial para biorremediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Oleo diesel, biorremediacdo, microrganismos e consorcio microbiano.
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ABSTRACT

The ambient pollution by derivatives of oil, oils and greases is a problem of world-wide scale
and it increases considerably each year. The petroliferous sector expends into motion trillions
of dollars annually and is consolidated as the main world-wide power plant. These derivatives
have intense application in the energy generation, as well as in the petrochemical industry. In
Brazil, the Diesel oil is the major consumed derivative and the country lives inherent the
economic ancestry to the sector having also the attention of the society for proportionate
ambient impacts for the oil spill. The crude glycerin (GB) has been used experimentally in the
advanced recovery of oil, revealing promising for linear paraffin removal, ramified and with
potential for stimulation of the microbial metabolism. The industrial interest in biotechnology
and the recognition of its importance by all industrialized countries make emerging the need
for new technologies. Greatest stimulus to the study of the growth of microorganisms in the
presence of hydrocarbons is the possible use of these organisms in the treatment of
environmental pollution by oily compounds. The present work has for objective to evaluate
the biodegradation of the oil diesel using the GB in the stimulation of hydrocarbonoclastic
bacteria for ground remediation contaminated with hydro-carbons. The isolated (CCMICS
109) and microorganisms proceeding from diesel for this study had been selected. To analyze
bacterial growth, a half minimum medium was prepared (M.M) containing GB as
biostimulator, and Diesel oil and selected hydrocarbons as carbon source. Chromatographic
and surface tension methods were used to evaluate the microbial activity utilization or
degradation of the hydrocarbons tested. The results had shown that Docosano-C22, Antraceno
and Fenantreno were used by the microorganisms and the Docosano was the best consumed.
After the tenth first day of analysis, the reduction of surface tension was evidenced.

The significant same reduction of reached the next one the phase to microbial cellular death,
as well as the potential for biodegradation mainly of aliphatic and aromatic chains of the oil
diesel. Last results suggested the potential of this microbial process for remediation of ground
contaminated with hydro-carbons.

KEYWORDS: Oil Diesel, Bioremediation, Micro-organisms and microbial consortium.
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1 INTRODUCAO

A polui¢ao ambiental por derivados de petréleo, dleos e graxas € um problema
de escala mundial e a cada ano aumenta bruscamente a quantidade de residuos oleosos
emitidos por industrias de diversos ramos (CARVALHO et al., 2005). O setor
petrolifero movimenta anualmente trilhdes de dodlares e consolida-se como a principal
fonte de energia mundial, gerando 40% de toda energia que alimenta o planeta. Seus
derivados tém intensa aplicacdo na geracdo de energia, bem como na industria
petroquimica. No Brasil, o 6leo Diesel é o derivado mais consumido, estimado a 34%
do total. O pais viveu um momento de crescimento econOmico inerente ao setor € tem
despertado atencao da sociedade com os impactos ambientais proporcionados pelos
derramamentos de O6leo decorrentes de atividades operacionais como extracdo,
transporte e armazenamento (SHARLAND, 2001).

O interesse industrial na biotecnologia € o reconhecimento de sua importincia
por todos os paises industrializados possibilitam modificacdes no tratamento de
efluentes e torna emergente a necessidade de novas tecnologias. Sendo assim o maior
estimulo para o estudo do crescimento de microrganismos na presenca de
hidrocarbonetos consiste na possivel utilizacdo destes organismos no tratamento da
polui¢do do meio ambiente por compostos oleosos (CARVALHO et al., 2005).

A glicerina bruta (GB) tem sido empregada experimentalmente na recuperacao
avancada de petréleo mostrando-se como um método promissor para remog¢do de
parafinas lineares e ramificadas. O uso da GB para remocao de parafinas pode viabilizar
comercialmente as energias renovaveis, pois 0 mesmo possui uma capacidade limitada
de absorc@o em grandes quantidades pelos mercados tradicionais. Outra alternativa seria
a descoberta de novas aplicacdes da GB a partir do metabolismo microbiano para a
producdo de compostos bioativos, como surfactantes, polimeros, dentre outros, o que
possibilitaria novas aplicagdes para o aproveitamento da GB, garantindo a
sustentabilidade da operagao do biodiesel.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos que degradam substratos insoliveis
em 4gua como os hidrocarbonetos, gorduras, 6leos e graxas, usualmente produzem
biossurfactantes que auxiliam na disponibilidade destes compostos a célula microbiana

através das emulsoes formadas (CARVALHO et al., 2005).
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Surfactante significa literalmente, agente de atividade superficial (SINGH,
CAMEOTRA, 2004). Os primeiros relatos envolvendo a utilizacdo de biossurfactantes
datam de 1949, quando Jarvis e Johnson detectaram as atividades antibidticas e
hemoliticas de um raminolipideo, e de 1968, quando Arima e colaboradores
descobriram a existéncia de um novo composto biologicamente ativo produzido por
Bacillus subtilis, o qual foi denominado surfactina devido a sua grande atividade
superficial, tendo, posteriormente, sua estrutura elucidada. Mais tarde, foi registrada a
producdo de biossurfactante em meios hidrofébicos, o que levou a estudos de sua
aplicacdo em tratamento de residuos de petrdleo, recuperacdo de petréleo,
biorremediacdo e dispersdo no derramamento de Oleos. Apesar da elucidacdo de
diversas propriedades da surfactina na década de 60, somente nos anos 80 chamou a
atencdo de diversos pesquisadores como uma alternativa eficaz para substituir os
surfactantes sintéticos, os quais podem ser mais danosos ao ambiente. A industria
petrolifera era o grande mercado para biossurfactantes até a década de 90, porém a
diversidade quimica destas moléculas fornece uma ampla variedade de compostos com
propriedades especificas, que permitem aplicacdes comerciais em diversos setores
industriais (SINGH, CAMEOTRA, 2004).

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao
hidrofébica e uma por¢do hidrofilica. A porcdo apolar € freqiientemente uma cadeia
hidrocarbonada enquanto a porcao polar pode ser idnica (anidnica ou catidnica), nao-
ionica ou anfotérica (NITSCHKE, PASTORE, 2002). Os biossurfactantes
estruturalmente apresentam combinagdes diversas, principalmente aqueles produzidos
por microrganismos na presenca de hidrocarbonetos, sendo classificados de acordo com
a sua composicao quimica e sua origem microbiana (LANG, WULLBRANDT, 1999;
DYKE, 2000).

Segundo Karanth e colaboradores (1999), os surfactantes microbianos de baixo
peso molecular sdo freqiientemente glicolipidicos, os de alto peso molecular sdo
heteropolissacarideos polianidnicos ou complexos glicoprotéicos. O rendimento do
surfactante microbiano varia de acordo com o substrato utilizado para a producdo do
crescimento microbiano e da linhagem utilizada.

O trabalho tem por objetivo avaliar a biodegradabilidade do 6leo diesel
utilizando a glicerina Bruta na estimulacdo de bactérias hidrocarbonoclasticas para

remediacdo de dreas contaminadas por hidrocarbonetos
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Solos, Microrganismos e Biorremediacao

O solo é um ecossistema, do ponto de vista fisico, composto basicamente por
material mineral (argila, silte e areia), poros cheios de ar ou 4gua e matéria organica. A
matéria organica é um componente ativo e importante, no qual grosseiramente trés
fragdes podem ser delimitadas (MELO, 2000). Segundo CURY (2002) este se apresenta
como um sistema vivo composto de muitas associagdes microbianas possui uma
microbiota variada, sendo estas sensiveis a modifica¢des fisicas e quimicas que podem
afetar de maneira efetiva o seu equilibrio. Desta forma os hidrocarbonetos podem afetar
de maneira efetiva o solo. Como os hidrocarbonetos sao compostos formados de C e H,
e se os microrganismos utilizam elementos, como o C, como fonte de energia pode-se
inferir que existem microrganismos que sio capazes de degradar estes compostos e seus
derivados. Este processo recebe o nome de biodegradacdo que é um processo bioldgico
de nutri¢do e respiragdo. Os microrganismos utilizam a matéria organica constituinte de
um residuo sélido ou liquido, utilizando uma pequena parte dela para autoconstrugdo e
reproducgdo, e oxidando o restante através da fermentacdo ou respiragdo, aproveitando
sua energia e restituindo ao meio, elementos na forma de subprodutos do seu
metabolismo. Dessa forma, C, N, P, etc. que faziam parte das moléculas organicas do
residuo sdo devolvidas ao meio (dgua, ar, solo) na forma de compostos mais simples,
tais como: gas carbonico, nitratos, fosfatos (LIMA, 2001).

A capacidade de degradar hidrocarbonetos do petréleo € apresentada por
diversos microrganismos, principalmente fungos e bactérias (RODRIGUES, 2002). A
biodegradacdo do 6leo resulta em uma diminuicdo em seu indice de hidrocarboneto e
um aumento na densidade, indice de enxofre, acidez e viscosidade (ROLING, 2003). A
microbiologia de degradacdo de hidrocarbonetos constitui um campo de pesquisa em
pleno desenvolvimento. Tal interesse deve-se ao impacto que estes compostos podem
causar no meio ambiente, e a crescente utilizacdo de procedimentos microbioldgicos de
descontaminac¢ao de solos, em razdo de derramamentos acidentais (LEMOS, BARROS,
OLIVEIRA, REICHE, 2008; BONAVENTURA, JOHNSON, 1997), portanto o
mercado mundial no que diz respeito a modelos para biorremediacdo segue uma rota
direcionada pelas agéncias ambientais dos proprios paises que se utilizam das
tecnologias inovadoras de tratamento. Tendo os Estados Unidos como principal

responsavel pelo mercado mundial respondendo com cerca de 40% no que diz respeito a
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tratamentos de biorremediacdo, sendo o mesmo detentor, do mais completo modelo de
controle ambiental em execucdo no mundo como se pode observar na figura 1. Segundo
levantamento realizado pela USEPA, em um estudo denominado Innovative
Technology Evaluation Report de 1995, mais de 95% dos processos de biorremediagao

sdao empregados para descontaminagio de solos e 4guas subterraneas.

Quadro 01. Mercado Mundial de biorremediacio em milhdes de dolares empregados

para descontaminacao de solos e dguas subterraneas.

1994 1997 2000 2005
UsA 160-210 220-270 400-500 500-700
Europa 105175 180-270 450-550 600-2800
Mundo 430-460 500-800 1,000-1,300 1,300-1,600

Fonte: Femandes e Alcintara, 1998,

Quadro 02. Beneficios econdmicos da Biorremediagdo em casos reais € principais

diferencas entre tratamentos fisico-quimicos.

. Diferenca do
Aplicacdo TIZT,?}T:E'LE?H?BS{:CO Biorremediacdo | beneficio em
q ddlares
Solo Escavagdo e Bioventing on site | $2,8 milhdes
contaminado por | fransporie .
hidrocarbonetos $0,2 milhdes
Custo: $3 milhdes
(brownfild urbano)
Lengol freatico Bombeamento, Soil vapor %1,75 milhdes
contaminado por | tratamento por air | extraction e
derrame de stripping e bioventing
gasolina skimming .
£0,25 milhdes
Custo: $2 milhdes
Contaminagio Encapsulamento Biorremediacdo in | $20 milhdes
miltipla sity
Custo: $25 milhdes
(superfund site) 35 milhdes
Contaminacdc Bombeamento e Bicestimulagdo in | $48 milhdes
milltipla tfratamento. sty
Encapsulamento.
Com BTEX e Bioventing e air
arsénio Custo 350 milhdes | sparging
(superfund site) Imovilizag3o
bioldgica de
metais
$5 milhdes
Derrame de dleo | Lavagem: Bioestimulag3o Mais de 51
CMu nNo mar com fertilizantes: milhdo por km
Custo 51,1 milhdes | 0,005 milhdes por | de costa
por km de costa km de costa
afetada afetada

Fonte: adaptado de Gallego e Martin, 2003.
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Outro tratamento que vem ganhando notoriedade nos ultimos anos sdo as
pesquisas relacionadas a glicerina, gerada da producdo de biodiesel. Novas alternativas
biotecnoldgicas estdo sendo estimuladas para contribuir na reducdo do actimulo da
glicerina (CHAVEZ, 2008; ITO et al., 2005; GONZALEZ et al., 2006; ZHAO, CHEN,
YAO, 2006; CHENG et al., 2007) bem como na utiliza¢do desta como fonte de carbono
para microrganismos ja que a glicerina bruta contém elementos nutricionais, como,
fosforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e sddio, que sdo altamente assimildveis

por microrganismos para o seu crescimento durante processos fermentativos.

2.2 Geoquimica Ambiental

A geoquimica ambiental oferece mecanismos capazes de discriminar, nos varios
sistemas (solos, rios lagos e atmosfera), contaminagdes quimicas de origem natural das
consideradas de origem antrépica, contribuindo, portanto para o reconhecimento dos
mecanismos de transporte dos elementos essenciais e dos toxicos da geosfera (litosfera,
hidrosfera e atmosfera) a biosfera (GURGEL, 2007 apud CORTECCI, 2002).

Além das contribui¢des para mecanismos de transporte, os dados geoquimicos
podem indicar se a biodegradacdo estd ocorrendo no momento, se jd ocorreu no
passado, ou ainda, se os receptores de elétrons estdo disponiveis para sustentar a
biodegradacdo no futuro, portanto Para que seja possivel a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos é essencial uma reacdo de oxi-reducdo, em que o hidrocarboneto é
oxidado e um aceptor de elétron € reduzido. Existem diferentes compostos que podem
agir como aceptores de elétrons, entre eles o oxigé€nio, o nitrato, os 6xidos de Fe, o
sulfato. Assim sendo, mediante o acompanhamento da evolucdo espacial e temporal da
concentracdo desses indicadores geoquimicos presentes principalmente na &4gua, €
possivel verificar se estd ocorrendo a biorremediacao. Além dos aceptores de elétrons,
outras varidveis podem ser relacionadas a processos biolégicos, como o pH e o
potencial redox (BONOTTO, ANGELIS, MARIANO, 2007; apud VROBLESKY,
CHAPELLE, 1994; BORDEN et al., 1995; CORSEUIL, ALVAREZ, 1996; WALT,
MCNAB, 1999; KEELEY et al.,, 1999; KAO, WANG, 2000; SILVA et al., 2002;
BHUPATHIRAIJU et al., 2002; ROLING, VERSEVEL, 2002; HUNKELER et al.,
2002, CHEON et al., 2004).

A verificacdo da ocorréncia da biorremediacdo exige principalmente a

caracterizacdo da ecologia microbiana, e também o conhecimento de processos
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biogeoquimicos (BONOTTO, ANGELIS, MARIANO, 2007 apud CUNHA, LEITE,
2000).

Contaminantes como, por exemplo, hidrocarbonetos derivados do petrdleo,
preservantes de madeira (creosoto e pentaclorofenol), solventes halogenados e os
pesticidas funcionam como fonte de carbono para os microrganismos, sendo necessario
o fornecimento de outros nutrientes como nitrogénio e fosforo, além de outros
elementos especificos para cada contaminante (GURGEL, 2007 apud CORTECCI,
2002).

Os microrganismos estao presentes na natureza em todos os locais, nos solos, em
dguas subterraneas, e nos oceanos, sendo parte integrante dos processos naturais de
detoxificacdo. Portanto os pardmetros analisados em campo e em laboratorio estdo
relacionados com os problemas ambientais direta ou indiretamente e por isso a
importancia de sua andlise fazendo-se necessario a realizacdo de ensaios para
biodegradagdo relacionadas principalmente a dreas contaminadas por hidrocarbonetos
derivados de petrdleo, sendo entdo fundamental as analises geoquimicas da 4gua
disponibilizada para crescimento microbiano (GURGEL, 2007 apud SOARES et al.,
2004; MARCARENHAS et al., 2004; MENEGOL et al., 2001).

2.3 Glicerina: Caracteristicas e Propriedades

Glicerol é o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol, descoberto
por Carl W. Scheele em 1779 durante a separacdo de uma mistura aquecida de PbO
preparada com 6leo de oliva. Os seus sindnimos sdo glicerina, trihidroxipropano, glicil
alcool, gliceril e 1,2,3-trihidroxipropano (OECD-SIDS, 2002) Na natureza, a glicerina
existe em vegetais (soja, mamona, babacu, girassol, palma, algoddo, coco, dendé) e
animais em formas combinadas de glicerina com 4cidos graxos (CHAVEZ, 2008 apud
THOMPSON, 2006). A glicerina é um composto fundamental para o sistema
metabdlico de microrganismos; atuando como precursor de diversos compostos, € como
regulador de vérios mecanismos bioquimicos intracelulares (CHAVEZ, 2008 apud

BRISSON et al.; 2001; MOAT, FOSTER, SPECTOR, 2002).
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2.3.1 Glicerina Bruta

A glicerina bruta apresenta-se na forma de liquido viscoso pardo escuro, que
contém quantidades varidveis de sabdo, dlcool (metanol ou etanol), monoacilglicerol,
diacilglicerol, oligdmeros de glicerol, polimeros e dgua (CHAVEZ, 2008 apud YONG
et al., 2001). A porcentagem de glicerina na mistura pode variar entre 40 a 70 % (p/p).
Dessa forma, o aspecto da glicerina bruta encontra-se intimamente relacionada ao
conteido de sabdao e dos sais precipitados durante o processo de tratamento, que
proporciona aparéncia de viscoso e escuro (CHAVEZ, 2008 apud THOMPSON, 2006).

As caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais da glicerina bruta dependem do
tipo de 4cido graxo e do tipo de catdlise empregada na produgcdo de biodiesel

(CHAVEZ, 2008 apud THOMPSON, 2006).

2.3.2 Conversao Microbiologica do Glicerol

A glicerina € considerada uma fonte de carbono altamente reduzida e assimildvel
por bactérias e leveduras sob condi¢des aerdbicas e anaerdbicas (GANCEDO, 2001;
DILLIS et al., 1980; TANI, YAMADA, 1987), sendo um dos poucos substratos capazes
de atravessar a membrana celular por difusdo facilitada nas células procaridticas. Em
bactérias como Escherichia coli, a proteina do tipo poro-canal-G1Pf atua por
sensibilidade mecanica sem gasto energético na presenga de glicerina. Este facilitador
permite a assimilacdo, alem de glicerina, de pequenas moléculas de polihidroxi alccéis,
uréia e glicina, mas exclui moléculas carregadas com gliceraldeido-3-fosfato e

dihidroxiacetona fosfato (CHAVEZ, 2008 apud MOAT, FOSTER, 2002).

2.3.3 Biodiesel versus Glicerina bruta no Brasil

No Brasil, a producdo de biodiesel vem aumentando consideravelmente e a
quantidade de glicerina bruta gerada encontra-se em crescimento vertiginoso, o que
acaba representando um possivel problema, onde a busca de novas solucdes para sua
utilizacdo serd de fundamental importancia (FRIEDRICH, 2004; PNPB, 2006; MME,
2007; BIODIESELBRASIL, 2007). No Brasil, a maioria das plantas industriais de
biodiesel nao valoriza efetivamente a glicerina. A projecdo do volume de glicerina no

pais para o ano 2010 foi de 330 milhdes de reais e as perspectivas, nesse sentido, nao
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sdo muito animadoras (MME, 2006; OLIVEIRA, 2008). Nos Estados Unidos, o valor
da glicerina diminuiu de 1048 R$/t em 2004 para aproximadamente 125 R$/t) no ano
2006 (YAZDANI, GONZALEZ, 2007). No Brasil, nos dias de hoje o prego da glicerina
bruta varia de 200 a 400 R$/t, sendo o valor da glicerina loira (glicerina parcialmente
tratada para remogdo de impurezas) de 600 a 800 R$/t. Considerando a real situagdo e as
possiveis projecdes para os proximos anos, a utilizagcdo da glicerina como substrato para
0os microrganismos poderd torna-se extremamente vantajoso em relacdo ao preco
quando comparado a outros residuos tradicionalmente utilizados como fonte de carbono

para a obtenc¢ao de bioprodutos (BIODIESELBRASIL, 2007; PCB, 2006).

2.4 Biorremediacao de Hidrocarbonetos

Ao longo de muitos anos, as pesquisas sobre a utilizagdo de hidrocarbonetos por
microrganismos restringiam-se ao campo académico, ate o acidente ocorrido em 1967
com o navio Torrey Canyon, despertando entdo preocupacdo publica sobre efeitos
ecoldgicos da polui¢cdo do 6leo e o interesse cientifico em utilizar microrganismos para
remog¢do do 6leo no meio ambiente (BROWN, 2001).

Atualmente mais de 100 espécies microbianas representativas de 30 géneros
distintos sdo capazes de degradar hidrocarbonetos. Dentre os géneros bacterianos
destacam-se Achomobacter, Acinetobacter, Alcaligens, Arthrobacter, Bacillus

Flavobacteirum, Nocardia, Pseudomonas e organismos do grupo Corineformes.

A notdvel habilidade dos microrganismos para degradar compostos
recalcitrantes € conseqii€ncia de um vasto aparato enzimdtico de células procariontes e
eucariontes, que coexistem a bilhdes de anos, com espantosa variedade de substancias
naturais de diferentes origens. A diversidade de substrato resultou no aparecimento de
enzimas capazes de realizar transformacdo de moléculas organicas com estruturas

bastante distintas como se pode perceber na (figura 01) (JACQUES, 2005).
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Figura O1. Microrganismos e Sistemas Enzimaticos.

Fonte adaptada: Lemos et al. (2008) apud Martin, Galeggo (2003).

2.4.1 Composiciio do Oleo Diesel

O petréleo e seus constituintes sao um emaranhado de hidrocarbonetos alifaticos
e aromaticos sendo formados em sua grande maioria por carbono e hidrogénio, com
infimas quantidades de nitrogénio, oxigénio e enxofre (CEPETRO, 2002).

A grande maioria dos hidrocarbonetos possui baixa solubilidade em dgua o que
proporciona baixas taxas de metabolizacdo do poluente. A depender do tipo de ligacao
entre dtomos de carbono, os hidrocarbonetos alifaticos podem ser classificados em
alcanos, alcenos e alcinos, os que possuem anéis sdo conhecidos como aliciclicos.

Segundo Domingues (2005), um litro de 6leo pode esgotar o oxigénio de um
milhdo de litros de 4gua, formando, em poucos dias, uma fina camada sobre a superficie
de 1000 m2, bloqueando assim a passagem de dgua e luz, impedindo a respiragdo e a
fotossintese.

O dleo Diesel, em especial, € uma mistura complexa de n-parafinas, parafinas

ramificadas, cicloparafinas e hidrocarbonetos aromaticos, como se percebe na (Tab 01).
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Tabela 01. Componentes do 6leo diesel, Fracdes Alifatica e Aromatica.

FRACAO ALTFATICA FRACAO AROMATICA

Nonano MNonadecano Trimetilbenzeno
Decano Eicoszano Tetrametilbenzeno
Undecano Heneicosano Naftaleno
Dodecano Docosano Dimetilnaftaleno
Tridecano Tricosano Fenantreno
Tetradecano Tetracozano Dimetilfenantrenc
Pentadecano Pentacosano
Hexadecano Hexacosano
Heptadecano Heptacosano
Octadecanc MNonadecano

Fonte: Santos (2002) apud Richard, Vogel (2001).

2.4.2 Caracterizacdo e Biorremediacao dos Hidrocarbonetos Alifdticos

Os hidrocarbonetos de cadeia carbOnica linear e de comprimento intermedidrio
como o Docosano, sdo mais susceptiveis a biodegradacdo do que os de maior tamanho
ou de cadeias anelares, com o aumento da cadeia carbOnica, estes compostos tornam-se
menos disponiveis ao ataque microbiano devido a hidrofobicidade, dificultando assim a
biodegradacdo (BALBA et al.; 2001). A biodegradacdo aerdbia dos alcanos lineares
envolve a acdo de enzimas denominadas de monoxigenases capazes de transformar
estes compostos em alcodis correspondentes pela oxidacdo do grupo terminal,
conseqiientemente os alcodis produzidos sdo oxidados a aldeidos e posteriormente, a

acidos graxos os quais sao degradados, pela via da 3-oxidagao.

2.4.3 Caracterizacdo e Biorremediacdo dos hidrocarbonetos Aromadticos Policiclicos

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS) sdo compostos quimicos
formados natural ou antropogénicamente durante a combustio incompleta, de
substancias organicas como carvao mineral e vegetal, 6leo cru, gds madeira, lixo, etc
(SANTOS, 2002 apud PRINCE, 2003). Sua composi¢do basicamente sdo dtomos de

carbono e hidrogénio, arranjados na forma de dois ou mais anéis aromaticos. Segundo a
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Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) existe atualmente mais de
100 HPAS reconhecidos, mas somente 18 sdo considerados em func¢do das informagdes
fisico-quimicas, toxicoldgicas, ambientais e industriais existentes. Sdo eles
acenaftaleno, acenaftileno, antraceno, benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno, benzo(e)pireno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)pireleno,
benzo(j)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno, fluoreno,
indeno(um,2,3-c,d)pireno, naftaleno e pireno (SANTOS, 2002 apud PRINCE, 2003).0
antraceno € um HPA de producido industrial, determinado a partir do carvao, conhecido
vulgarmente como 6leo de antraceno ou ainda como 6leo verde. O antracin ou ainda
paranaftaleno, como também é conhecido, é formado por trés anéis aromadticos,
arranjados de forma linear, apresentando massa molecular de 178,2g (JACQUES,
2005). O antraceno tem sido bastante utilizado como modelo para estudos envolvendo a
dinamica destes compostos no ambiente, devido ao fato de ser menos téxico quando
comparado aos demais HPAS (JACQUES, 2005).0 fenantreno € utilizado na produgdo
de corantes e explosivos do ponto de vista industrial. E um isdmero do antraceno, com
um dos trés anéis aromaticos rearranjado de forma ndo linear em relacdo aos demais
(figura 02), conhecido ainda como fenantrin, apresenta massa molecular de 178,2¢g

(VERSCHUEREN, 2001).

o oY &Y

Antraceno Fenantreno Pireno

Figura 02. Férmulas estruturais de alguns Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

A degradacdo dos HPAS no meio ambiente pode ocorrer tanto de forma bidtica
quanto abidtica, neste ultimo estariam envolvidos tanto processos quimicos quanto
fisicos. As excitacdes dos dtomos por efeito da luz e da temperatura promovem a
desestabilizacdo das estruturas moleculares e o rompimento das ligacdes, o principal
agravante desta via de degradacdo esta relacionado a geracdo de intermedidrios mais

téxicos que as moléculas originais. Assim a biodegradacdo € a principal via de
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eliminacdo dos HPAS no solo (PRINCE, DRAKE, 1999). A degradacdo bidtica dos
HPAS envolve uma serie de microrganismos, dentre estes se destaca, os complexos
enzimaticos utilizados pelo metabolismo bacteriano. Estas enzimas podem ser dividas
em dois grupos: periféricas e de fissdo. As enzimas periféricas t€m a funcdo de
reconhecer e converter os HPAS em moléculas degraddveis pelas enzimas de fissdo,
estas por sua vez fardo com que as moléculas possam entrar nas rotas comuns de
geracdo de energia e de carbono nas células microbianas (MISHARA et al.; 2001).

Como exemplo pode-se acompanhar na (figura03).
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Figura 3. Rota de degradagcao do Antraceno.
Fonte: Evans et al. (1965); Cemiglia (1984); Caldwell (2000).

2.5 Surfactantes versus Biossurfactantes

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 ligagdes de hidrogénio, tais
como interfaces 6leo/dgua ou ar/dgua. Atuam nas tensdes superficiais e interfaciais e

formam Mcroemulsées onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em dgua e vice
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versa. A eficdcia dos surfactantes é determinada através da capacidade de reduzir a
tensdo superficial. A tensdo superficial correlaciona-se com a concentragdo dos
compostos tensoativos até o momento em que a concentragdo micelar critica (CMC) é
alcancada. Surfactantes eficientes apresentam baixa concentra¢do micelar critica. Com
estas caracteristicas os surfactantes sao considerados um dos produtos quimicos mais
versateis e utilizados nos diversos setores industriais. Entretanto, estes compostos
quimicos sdo prejudiciais a0 meio ambiente, pois sdo tOxicos € ndo apresentam

biodegradabilidade (PIROLLO, 2006).

O uso de bactérias para monitorar contaminagdes de solos e dguas vem sendo
amplamente estudado. Este monitoramento ocorre por acdo de compostos de origem
microbiana que contenha propriedades surfactantes, chamados surfactantes bioldgicos
ou biossurfactantes (NITSCHKE, PASTORE, 2002). Os microrganismos produzem
moléculas de biossurfactantes através da degradacdo de varios substratos incluindo
acucares, Oleos, alcanos, e residuos (MESQUITA, 2004). Os biossurfactantes sdo
compostos produzidos principalmente pelo crescimento aerébio de microrganismos em
meios aquosos a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e gorduras ou uma

mistura destes (PIROLLO, 2006).

Sdo muitas as vantagens apresentadas pelos biossurfactantes quando comparado

aos de origem sintética, tais como:

= Atividade superficial e interfacial: sdo mais efetivos do que os surfactantes
convencionais, pois sdo mais efetivos em reduzir a tensdo superficial em

menores concentragdes;

= Tolerancia a temperatura e pH e forca idnica; elevada estabilidade térmica e de

pH podendo ser utilizado em ambientes com condi¢Oes mais drésticas;

* Biodegradabilidade: diferentes dos surfactantes quimicos os surfactantes sdo

facilmente degraddveis na dgua e no solo;

= Baixa toxicidade: a sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos, cosméticos

e produtos farmacéuticos (efeitos alérgicos).
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Os biossurfactantes também apresentam a vantagem de poderem ser sintetizados
a partir de substratos renovaveis e possuirem grande diversidade quimica, possibilitando

aplicacdes especificas para cada caso particular (NEVE et al.; 2004).

2.5.1 Propriedades dos Biossurfactantes

Os surfactantes sintéticos apresentam caracteristicas que proporcionaram
avangos nos mais diversos ramos da industria, contudo a utilizacdo de surfactantes
biologicos apresenta vantagens por serem menos téxicos, menos alergénicos,
biodegraddveis, o que implica menor impacto biolégico (TURKOVSKAYA et al.,
1999).

Segundo Bognolo (1999), os surfactantes naturais apresentam vantagens em
relacdo aos sintéticos: atividade de superficie e interface, os biossurfactantes sio
bastante eficientes quando comparados, por exemplo, a sulfonatos anidnicos, haja vista
que tem a capacidade de reduzir a tensdo superficial mais rapidamente; a concentragao
micelar critica (CMC) dos biossurfactantes (medida de sua eficiéncia) varia entre 1-
2000mg/L, enquanto que a tensao interfacial (6leo/dgua) superficial fica em torno de 1 e
30 mN/m respectivamente (NITSCHKE, PASTORE, 2002). Alguns biossurfactantes
nao sdo afetados mesmo a temperaturas elevadas, ndo precipitam em solucdes salinas de
até 10%, enquanto que solucdes de 2-3% de sal sdo suficientes para incapacitar os
surfactantes de origem quimica; os biossurfactantes sao facilmente degradados tanto em
dgua como em solo e o seu potencial de aplicacdo € baseado nas propriedades de
emulsificacdo, separacdo, umedecimento, solubilizagdo, inibicdo de corrosdo, redugdo
de viscosidade de liquidos e reducao da tensao superficial. Essas propriedades fornecem
potencial de aplicac@o nas industrias de alimentos, agricola, construcdo, bebidas, papel,
metal, téxtil, farmacéutica, cosmética (NITSCHKE, PASTORE, 2002; MULLIGAN et
al., 2001; BOGNOLO, 1999; FIECHTER, 1992 apud CASTIGLIONI 2006, p. 25).

E eximia a potencialidade antiviral de determinados surfactantes por conseguir
interacdes fisico-quimicas eficazes com a membrana viral lipidica, promovendo ruptura
total das mesmas (SINGH, CAMEOTRA, 2004 apud CASTIGLIONI 2006, p. 25). Um
dos usos para os biossurfactantes que tem recebido constante aten¢do € conhecido por
MEOR (Microbial-Enhanced Oil Recovery), cujo processo envolve a introducdo de
microrganismos em reservatorios de 6leo cru para melhorar a extracdo da borra oleosa e

recuperar fracdes de hidrocarbonetos. Este método também estd sendo proposto e
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testado em algumas partes do mundo, para combater a poluicdo ambiental gerada por
derramamentos acidentais de 6leo. O principal uso comercial dos biossurfactantes esté
na remediacdo, por causa de sua capacidade em estabilizar emulsdes. Isto faz com que
ocorra um aumento na solubilidade e na disponibilidade de contaminantes hidrofébicos,

aumentando o potencial para biodegradacgao.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos experimentais com microrganismos foram realizados no
Laboratério de Microbiologia e Ecologia de Microrganismos (LABEM) da UFBA, as
andlises cromatograficas, foram realizados no Laboratério de Cinética e Dinamica
Molecular (Lablaser) da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

As andlises em agitador orbital foram realizadas no Laboratério de Estudos em
Meio Ambiente — LEMA, situado na Universidade Catdlica do Salvador (UCSal), no

campus de Pituacgu, Salvador — (Bahia).

3.1 Microrganismos em estudo

Neste trabalho foi realizado um estudo para analisar a possibilidade entre um consorcio
microbiolégico e a linhagem de Pseudomonas Fluorescens (CCMICS 109). (GenBank,
Access No. AF125317) cedida pelo banco de microrganismos do LABEM, isolada do
solo rizosférico de Actinocephalus spp, no Parque Municipal de Mucugé, Municipio de
Mucugé, Bahia, Brasil e microrganismos encontrados no 6leo diesel, como bactérias e
alguns tipos de fungos, que tiveram de certo modo alguma participagdo no processo
aqui descrito. Dessa forma, seria conveniente, em outro trabalho, explorar melhor o
papel desses microrganismos no processo de biorremediacdo de dreas contaminadas

com hidrocarbonetos.

3.2 Preparo de Meios de Cultura

Os meios de cultura foram preparados e colocados em beckers, adicionando-se
agua destilada até atingir 70% do volume final. O meio foi homogeneizado e transferido
para proveta de volume préximo ao volume final desejado a fim de completar com
agua; o meio foi novamente homogeneizado, e transferido para erlenmeyers (com uma
capacidade no minimo 30% maior que o volume final). Os quais foram fechados com
rolhas de gaze e algoddo e envolvidos com papel aluminio. Apds essa etapa 0os meios
foram esterilizados por autoclavagem a 121°C por 15 minutos.

Ap6s a autoclavagem os meios foram vertidos em placas de Petri e incubados na

estufa a 30°C por 24h para o teste de esterilizacdo, a fim verificar a presenca ou ndo de
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contaminacgdes nos meios (MARRAY et al., 2002). O meio TSA (Tryptic Soy Agar),
utilizado neste trabalho, ¢ um meio ndo seletivo onde crescem diversos tipos de
bactérias. O meio TSB (tryptic soy broth) usado para estes estudos também é um meio
ndo seletivo onde crescem diversos tipos de bactérias, sendo neste caso utilizado para
garantir o crescimento da (CCMICS 109).

O meio minimo (MM) tem em sua composicdo: 0,5% de NaCl, 0,1% de
K>;HPOy4, 0,1% de (NH4)2SO4, 0,02% de MgSOs4. 7 HyO, 0,1% de CaCly, 0,01% de
FeSOy4, 0,1% de KH,POy4, 0,2% de MnSO4 € 5 % de extrato de levedura acrescido de

(1% e 3%) de glicerina bruta (soja) e 6leo diesel respectivamente.

3.3 Reativacio da linhagem (CCMICS 109).

A linhagem bacteriana foi mantida no meio tryptic soy broth (TSB) com 15% de
glicerol a -80°C, no Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de Microrganismos da
Universidade Federal da Bahia.

Para reativacdo, retirou-se o mesmo do freezer (-80°C) deixando por mais 30
minutos em geladeira a (-20°C) e posteriormente mais 20 minutos na geladeira a (4°C).
Transferiu-se 500 microlitros do isolado para 9,5 mililitros de (TSB) deixando a solucao
na estufa por 24 horas a 30°C, observando crescimento bacteriano através da turvagao
do meio. Em seguida retirou-se um mililitro do pré-inoculo e com auxilio de algas
descartdveis semeou-se em placas de petri contendo TSA, novamente permanecendo em
estufa a 30°C por 24 horas, sendo em seguida realizados dois repiques em TSA para

manutencao e purificagdo da coldnia.

3.4 Pré-Inoculo e Inoculo/Densidade Otica

Com auxilio da al¢a de platina foi retirado uma al¢cada dos microrganismos
semeados anteriormente nas placas com TSA, sendo em seguida transferidos para
erlenmeryers de 300 mililitros contendo 50 mililitros de meio TSB, garantindo uma
aeracdo de 1/6, sendo em seguida incubados em Agitador Orbital a 30°C e 120 rpm por
24 horas. Apo6s esse procedimento, um volume de 1 ml constituiu o inoculo que foi
adicionado a erlenmeryers de 500 mililitros contendo 250 mililitros de meio minimo

(M.M). Durante esse ensaio foram realizados testes preliminares de espectrofotometria
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que visavam comprovar ou ndo a existéncia de um consoércio entre a CCMICS 109 e

microrganismos provenientes do 6leo diesel.

3.5 Testes de Biodegradacao

Para os ensaios de biodegradac@o com o consorcio microbiano foram estipulados
valores fixos de Glicerina Bruta e Oleo Diesel guardando sempre as propor¢des de 1 e 3
% respectivamente para valores totais para o primeiro ensaio, sem adicao da (CCMICS
109). Foram realizados testes envolvendo apenas meio minimo (242,5mL) e 6leo diesel
nao esterilizado (7,5 mL) No segundo ensaio utilizou-se meio minimo (242,5mL), 6leo
diesel ndo estéril (7,5 mL) inoculado com a bactéria (CCMICS 109), no terceiro ensaio
utilizou-se meio minimo (240mL), Diesel néo estéril (7,5mL) e GB estéril (2,5mL).

Todos estes ensaios foram incubados em agitador orbital a 30°C e 180 rpm
durante 11 dias, de onde foram retiradas aliquotas (25mL), a intervalos regulares, para
as andlises cromatograficas, de tensdo superficial, dosagem indireta de glicerol,
densidade 6tica e indice de emulsificagdo. O crescimento do isolado foi monitorado
através da determinagao da densidade Gtica em espectrofotdmetro modelo 850M, regidao
espectral (325 a 1000 nm) e seletividade de comprimento de onda em 2nm. As amostras
foram levadas a uma cubeta (Plastibrand) para leitura da densidade 6tica em 600 nm,
utilizando (M.M, GB, O. Diesel) como branco. As densidades o6ticas das solugdes
contendo (CCMICS 109, M.M, G.B e O. Diesel) e (CCMICS 109, bactérias do diesel,
M.M, G.B e O. Diesel) para analises de tensdo superficial foram realizadas ensaios em

1,2,3,5,8 e 11 dias.

3.5.1 Analise Espectrofotométrica

Os testes de espectrofotometria visaram avaliar a biomassa bacteriana, bem
como consumo da glicerina bruta. Os testes foram realizados respeitando a seqiiéncia
das amostras em Agitador Orbital. As amostras para o teste foram inoculadas em

microplacas seguindo uma determinacao alfabético-numérica.

3.5.2 Anadlise Cromatogrdfica
O processo de degradacdo de alcanos foi avaliado por cromatografia gasosa
capilar (Varian 3900GC) acoplada a um detector por ionizagdo em chama (FID). O

fluxo do gas do injetor, hidrogénio, foi mantido a vazdo de 5,0 mL.min’l, a coluna
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capilar usada foi CP-SIL 5 CB (CP 8741) a 100% de polidimetilsiloxano. A temperatura
do injetor foi mantida a 180°C e do detector a 250°C, a temperatura inicial do forno foi
de 150°C, com uma taxa de aquecimento de 50°C/ min, chegando a 300°C. O tempo
total de cada corrida cromatografica foi de 6,5 minutos.

As amostras que seguiram para andlise cromatografica foram submetidas a
centrifugacdo por 30 minutos a 4000 rpm a fim de eliminar todo o precipitado formado
durante o processo, estas foram diluidas em 0,5 ml de heptano, mantendo as devidas
proporg¢des para cada amostra.

A injecdo de 1 mL da amostra foi feita através de microseringa, sendo realizado
inicialmente um controle (0,5mL de diesel + 0,5mL de heptano) para padronizacido do

método. Os testes foram realizados em triplicata.

3.5.3 Substrato Alternativo

A amostra de glicerina bruta utilizada neste trabalho teve origem do processo de
producdo de biodiesel com 6leo de soja como matéria-prima, proveniente da usina
Petrobras Biocombustivel S.A. (Candeias, Bahia, Brasil). A Glicerina de soja foi
utilizada como substrato paralelo ao 6leo diesel, para bioestimulagdo microbiana, com
porcentagem estipulada em 1% em meio de cultura M.M. Neste, foi inoculado uma
alcada da linhagem de CCMICS 109, sendo incubado em agitador orbital a 30°C e 180

rpm como mostrado na (figura 04).

Figura 04. Meio MM contendo glicerina bruta e Oleo diesel. A) Agitador orbital a 180rpm e 30°C. B)

Meio Inoculado.
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3.5.4 Determinagao da Concentracdo de Glicerina Bruta

O sistema enzimdtico para determinacdo de triglicérides por metodologia
enzimatica-colorimétrica (Henry, J.B, 1996) foi usado para medir a consumo de GB
pela (CCMICS 109) e pelo consércio microbiano. Apds a centrifugacao da cultura, 20
pL do sobrenadante e 2 mL do reagente de cor, tampao (PIPES) 45 mmol/L e pH, 7,0
foram misturados em tubos teste (5 mL). O branco consistiu em 2 mL do reagente de
cor e o padrao 2 mL do reagente de cor mais 20 puL da soluc@o padrao de glicerol (200
mg/dL). As amostras permaneceram em repouso por 15 minutos a temperatura ambiente
(20-30°C). Procedendo-se a leitura das absorbancias no espectrofotdmetro (Vitor) em
510-530 nm, zerando o aparelho com o branco. A cor desenvolvida permaneceu estavel

por 60 minutos a temperatura ambiente.

3.6 Analises Fisico-quimicas

3.6.1 Tensao Superficial

Para determinagdo experimental de tens@o superficial e interfacial das amostras
em estudo, foi utilizado um tensidometro Sigma (702), com balanca eletromagnética,
resolucao de peso (0,01mg), forca de resolugcdo em (0,01mN) e velocidade de estdgio de
0,01-500mm/min. O método do anel consiste em colocar a amostra de interesse na
cubeta e baixar o anel mecanicamente ate que este atravesse completamente a superficie
da amostra. Foram realizados ensaios para tensao superficial da 4gua, do controle (M.M,
e O. Diesel), das amostras (CCMICS 109, M.M, G.B e O. Diesel), e (M.M, G.B ¢ O.
Diesel)

Para realizagdo deste procedimento, as cubetas para leitura passaram por um
processo de lavagem com xilol (uma lavagem), acetona (duas lavagens) e dgua
destilada, sendo colocadas em estufa por 10 minutos para secagem.

Para limpeza do anel foi realizado flambagem do mesmo em bico de Bunsen por
5 segundos ate atingir o rubro.

As amostras foram analisadas mediantes as técnicas de Huh-Mason e Zuidema-

Waters, utilizadas para cdlculo de correcao fatorial.
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3.6.2 Indice de emulsificacdo (E24)

A atividade emulsificante foi medida usando o método descrito por Cooper e
colaboradores (1998), onde as amostras foram levadas a tubos de ensaio (100mm X
15mm) contendo 2mL do caldo livre de células e 2mL de 6leo mineral. Em seguida, a
mistura foi agitada no vértex durante 2 minutos e deixada em repouso por 24 horas. A
producdo de biossurfactantes foi medida através do indice de emulsificagdo (En4),
dividindo a altura da camada emulsificada (mm) pela altura total da coluna liquida
(mm) e multiplicando por 100. O controle negativo foi realizado com 2 mL de M.M nio
cultivado e o controle positivo com 2mL de (SDS) dodecil sulfato de sédio. As andlises

podem ser observadas na figura 05.

Figura 05 — Produ¢do de Emulsificado
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3.7 Analise Estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada analise de componentes
principais, dendogramas e graficos do tipo Box Plot. Estas andlises reduzem o nimero
de varidveis a poucas dimensdes com um minimo de perda de informacdes, permitindo
a deteccdo dos principais padroes de similaridade e de correlacdo entre as varidveis. Os
programas Canoco 4.5 e Statistica 7.0 foram utilizados para melhor interpretacao dos

resultados.
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Resumo:

A industria petrolifera movimenta anualmente trilhdes de délares e consolida-se como a
principal fonte de energia mundial. Seus derivados tém intensa aplicacdo na geracdo de
energia, bem como na industria petroquimica. A despeito da importancia econdmica do
segmento, a poluicdo ambiental causada pelos derivados de petréleo, 6leos e graxas
representa um problema de escala mundial que, a cada ano, aumenta consideravelmente.
No Brasil, o 6leo diesel é o derivado mais consumido e o pais vive uma ascendéncia
econOmica inerente ao setor tendo despertado também a atencdo da sociedade para
impactos ambientais proporcionados pelos derramamentos de 6leo. A glicerina bruta
(GB) tem sido empregada experimentalmente na recuperacdo avancada de petréleo,
mostrando-se promissora para remog¢do de parafinas lineares, ramificadas e com
potencial para bioestimulacdo do metabolismo microbiano. O interesse industrial na
biotecnologia e o reconhecimento de sua importincia por todos os paises
industrializados tornam emergente a necessidade de novas tecnologias. Dessa forma,
serd maior o estimulo para estudo do crescimento de microrganismos na presenca de
hidrocarbonetos visando uma possivel aplicacdo dos mesmos no tratamento da poluicao
do meio ambiente por compostos oleosos. O Presente trabalho avaliou a
biodegradabilidade do O6leo diesel utilizando a GB na estimulacio de bactérias
hidrocarbonoclésticas para remediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos.
Foram utilizadas, a bactéria (CCMICS 109), e microrganismos provenientes do diesel
para este estudo. Para analisar crescimento bacteriano, foi preparado meio minimo
(M.M) contendo GB como bioestimulador e 6leo Diesel como fonte de carbono.
Métodos cromatograficos e medidas da tensdo superficial foram utilizados para
avaliagdo experimental da atividade microbiana sobre o 6leo Diesel e hidrocarbonetos

utilizados. Os resultados mostraram que houve a ocorréncia da utilizacdo de compostos
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como o Docosano-C22, Antraceno e Fenantreno pelo consércio, o maior consumo
observado foi para o Docosano. Apos o vigésimo dia de analises, constatou-se a redug¢ao
da tensdo superficial. A significativa redu¢do da mesma, atingida préxima a fase de
morte celular microbiana, bem como o potencial para biodegradagdo principalmente de
cadeias alifaticas e aromaticas do 6leo diesel sugerem que o consércio microbiano

possui potencial para biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos.

Palavras-chave: Oleo diesel, biorremediagdo, microrganismos € consorcio microbiano.
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Evaluation of Crude Glycerin in the stimulation of bacteria for Bioremediation of

hydrocarbon-contaminated areas

Abstract:

The oil industry moves annually trillions of dollars and consolidates itself as the main
source of world energy. Derivatives have intense application in energy generation, as
well as in the petrochemical industry. Despite the economic importance of the segment,
the environmental pollution caused by petroleum, oils and greases represents a
worldwide problem, which every year increases considerably. . In Brazil, the Diesel oil
is the major consumed derivative and the country experiences a cost-effective ancestry
inherent industry having aroused the attention of the society for environmental impacts
provided by oil spills. Crude glycerine (GB) has been used experimentally in advanced
oil recovery, showing promise for removal of branched and linear paraffins, with
potential for biostimulation devices of microbial metabolism. The industrial interest in
biotechnology and the recognition of its importance by all industrialized countries make
emerging the need for new technologies. Greatest stimulus to the study of the growth of
microorganisms in the presence of hydrocarbons is the possible use of these organisms
in the treatment of environmental pollution by oily compounds. This study assessed the
biodegradability of diesel using the GB as a bio stimulator of hydrocarbonoclastic
bacteria to remediation of soils contaminated with hydrocarbons. The isolated
(CCMICS 109) and microorganisms proceeding from diesel had been selected for this
study. To analyze bacterial growth, a minimum medium was prepared (M.M) containing
GB as bio stimulator, and Diesel oil as carbon source. Chromatographic and surface
tension methods were used to evaluate the microbial activity of hydrocarbons

degradation present in the Diesel oil.
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. The results showed that there was the occurrence of the use of compounds like
Docosano-C22, Anthracene and Phenanthrene by the Consortium. The largest
consumption was observed for the Docosano. After the 11th day of analysis it was
evidenced the reduction of surface tension. The significant same reduction reached at
the end of stationary phase of microbial cellular growth, as well as the potential for
biodegradation mainly of aliphatic and aromatic chains of the oil diesel. Last results
suggested the potential of this microbial process for bioremediation of ground

contaminated with hydro-carbons.

KEYWORDS: Oil Diesel, Bioremediation, Micro-organisms and microbial

consortium.
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INTRODUCAO

A poluicdo ambiental por derivados de petrdleo, 6leos e graxas é um problema de
escala mundial e a cada ano aumenta bruscamente a quantidade de residuos oleosos
emitidos por industrias de diversos ramos (CARVALHO et al.; 2005). O setor
petrolifero movimenta anualmente trilhdes de doélares e consolida-se como a principal
fonte de energia mundial, gerando 40% de toda energia que alimenta o planeta. Seus
derivados tém intensa aplicacdo na geracdo de energia, bem como na inddstria
petroquimica. No Brasil, o 6leo Diesel € o derivado mais consumido, estimado a 34%
do total. O pais viveu um momento de crescimento econdmico inerente ao setor € tem
despertado atencdo da sociedade com os impactos ambientais proporcionados pelos
derramamentos de O6leo decorrentes de atividades operacionais como extracao,
transporte e armazenamento (SHARLAND, 2001).

O interesse industrial na biotecnologia e o reconhecimento de sua importancia por todos
os paises industrializados do mundo possibilitam modificacdes no tratamento de
efluentes e torna emergente a necessidade de novas tecnologias. Sendo assim o maior
estimulo para o estudo do crescimento de microrganismos na presenca de
hidrocarbonetos consiste na possivel utilizacdo destes organismos no tratamento da
poluicdo do meio ambiente por compostos oleosos. (CARVALHO et al.; 2005).

A glicerina bruta (GB) tem sido empregada experimentalmente na recuperacio
avancada de petr6leo mostrando-se como um método promissor para remog¢do de
parafinas lineares e ramificadas. O uso da GB para remocao de parafinas pode viabilizar
comercialmente as energias renovaveis, pois 0 mesmo possui uma capacidade limitada
de absorc@o em grandes quantidades pelos mercados tradicionais. Outra alternativa seria

a descoberta de novas aplicacdes da GB a partir do metabolismo microbiano para a
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producdo de surfactantes, o que possibilitaria novas aplica¢des para o aproveitamento da
GB e garantindo a sustentabilidade da operacao do biodiesel.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos que degradam substratos insoldveis em dgua
como os hidrocarbonetos, gorduras, Oleos e graxas, usualmente produzem
biossurfactantes que auxiliam na disponibilidade destes compostos a célula microbiana
através das emulsoes formadas (CARVALHO et al.; 2005).

O Presente trabalho tem por objetivo avaliar a biodegradabilidade do dleo diesel
utilizando a glicerina Bruta na estimulacdo de bactérias hidrocarbonoclasticas para

remediacdo de dreas contaminadas por hidrocarbonetos.

MATERIAIS E METODOS

Os trabalhos experimentais foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Ecologia de Microrganismos (LABEM) da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
Neste trabalho foi realizado um estudo para viabilizar analises do consorcio
microbiolégico entre a linhagem de Pseudomonas Fluorescens. (CCMICS 109)
(GenBank, Access No. AF125317) cedida pelo banco de microrganismos do LABEM,
isolada do solo rizosférico de Actinocephalus spp., no Parque Municipal de Mucuge,
Municipio de Mucugé, Bahia, Brasil e microrganismos encontrados no 6leo diesel,
como bactérias e alguns tipos de fungos, que tiveram de certo modo alguma
participacdo no processo aqui descrito. Dessa forma, seria conveniente, em outro
trabalho, explorar melhor o papel desses microrganismos no processo de
biorremediacdo de dreas contaminadas com hidrocarbonetos.

. Ap6s ser retirada do solo a linhagem bacteriana foi mantida no meio tryptic soy broth

(TSB) com 15% de glicerol a -80°C, no Laboratério de Biotecnologia e Ecologia de
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Microrganismos da Universidade Federal da Bahia. Para reativacao, retirou-se 0 mesmo
da geladeira a -80°C deixando por mais 30 minutos em congelador a -20°C e
posteriormente mais 20 minutos na geladeira a 4°C, posteriormente transferiu-se 500
microlitros (uL) do isolado para 9,5 mililitros (mL) de (TSB) deixando a solug¢do na
estufa por 24 horas a 30°C, observando crescimento bacteriano através da turvagdo do
meio, em seguida retirou-se um mililitro do pré-inoculo e com auxilio de algas
descartdveis semeou-se em placas de petri contendo tryptic soy agar (TSA), novamente
permanecendo em estufa a 30°C por 24 horas. Foram realizados dois repiques em TSA
para manutengdo e purificacio da colOnia.

Em seguida com auxilio da alca de platina foi retirada uma alcada dos microrganismos
semeados anteriormente nas placas com TSA e transferido para erlenmeryers de 300
mililitros contendo 50 mililitros de meio TSB, garantindo uma aeracdo de (1/6) sendo
em seguida incubados em agitador orbital a 30°C e 120 rota¢des por minuto (rpm) por
24 horas, Ap0s esse procedimento, um volume de Iml constituiu o inoculo que foi
adicionado a erlenmeryers de 500 mililitros contendo 250 mililitros de meio minimo
(M.M). Durante esse ensaio foram realizados testes preliminares de espectrofotometria
que visavam comprovar ou nao a existéncia de um consorcio entre a CCMICS 109 e
microrganismos provenientes do 6leo diesel.

Para os ensaios de biodegradacdo foram estipulados valores fixos de Glicerina Bruta e
Oleo Diesel guardando sempre as propor¢des de (1 e 3) % respectivamente para valores
totais. Para o primeiro ensaio, sem adi¢do da CCMICS 109 foram realizados testes
envolvendo apenas meio minimo e 6leo diesel (Ndo esterilizado). Para o segundo ensaio
utilizou-se meio minimo, 6leo diesel (Nao esterilizado) e a bactéria CCMICS 109. O
terceiro ensaio foi realizado com meio minimo, Diesel (Nao esterilizado), GB (Estéril).

Todos estes ensaios foram incubados em agitador orbital a 30°C e 180 rpm durante 11
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dias, de onde foram retiradas aliquotas (25mL), a intervalos regulares, para as andlises
cromatogréficas, de tensdo superficial, dosagem indireta de glicerol, densidade Otica e
Indice de Emulsificagdo.

O processo de degradacdo de alcanos foi avaliado por cromatografia gasosa capilar
(Varian 3900GC) acoplada a um detector por ionizacdo em chama (FID). O fluxo do
gds do injetor, hidrogénio, foi mantido a vazdo de 5,0 mL.min-1, a coluna capilar usada
foi CP-SIL 5 CB (CP 8741) a 100% de polidimetilsiloxano. A temperatura do injetor foi
mantida a 180°C, e do detector a 250°C, a temperatura inicial do forno foi de 150°C,
com uma taxa de aquecimento de 50°C/ minuto, chegando a 300°C. O tempo total de
cada corrida cromatografica foi de 6,5 minutos.

As amostras que seguiram para analise cromatografica foram submetidas a
centrifugacdo por 30 minutos a 4000 rpm a fim de eliminar todo o precipitado formado
durante o processo, estas foram diluidas em 0,5 ml de heptano, mantendo as devidas
propor¢des para cada amostra.

A injecdo de 1 mL da amostra foi feita através de micro-seringa, sendo realizado
inicialmente um controle (0,5mL de diesel + 0,5mL de heptano) para padronizacido do
método, os testes foram realizados em triplicata.

A fim de verificar uma fonte alternativa de substrato para os microrganismos em estudo
foram utilizadas amostras de glicerina bruta que tiveram origem do processo de
producdo de biodiesel com 6leo de soja como matéria-prima, proveniente da usina
PETROBRAS Biocombustivel S.A. (Candeias, Bahia, Brasil). A Glicerina de soja foi
utilizada como substrato paralelo ao 6leo diesel, para bioestimulacdo microbiana, com
porcentagem estipulada em 1% em meio de cultura Meio Minimo. Para determinacgdo da
concentracdo da Glicerina Bruta foram realizados testes com sistemas enzimaticos. E

apos a centrifugacdo da cultura, 20 pl. do sobrenadante e 2 mL do reagente de cor
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tampao (PIPES) 45 mmol foram misturados em tubos teste (5 mL). O branco consistiu
em 2 mL do reagente de cor e o padrdao 2 mL do reagente de cor mais 20 pL. da solug¢do
padrdo de glicerol (200 mg/dL). As amostras permaneceram em repouso por 15 minutos
a temperatura ambiente (20-30°C). Procedendo-se a leitura das absorbancias no
espectrofotometro (Vitor) em 510-530 nandmetros (nm), zerando o aparelho com o
branco. A cor desenvolvida permaneceu estdvel por 60 minutos a temperatura ambiente.
Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizada analise de componentes principais,
dendogramas e graficos Box Plot. Estas andlises reduzem o nimero de varidveis a
poucas dimensdes com um minimo de perda de informacdes, permitindo a detec¢ao dos
principais padroes de similaridade e de correlacdo entre as varidveis. Os programas

Canoco 4.5 e Statistica 7.0 foram utilizados para melhor interpretacio dos resultados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos acima citados propiciaram a realizacdo de trés ensaios sobre o
processo do uso da glicerina bruta, como fonte de carbono. A suspensao, constituida por
microrganismos oriundos do 6leo diesel associado a CCMICS 109, foram utilizados
como indculo nesses ensaios. Os hidrocarbonetos Docosano, Antraceno e Fenantreno
foram selecionados, neste estudo, como indicadores do processo de biodegradacdo por
estarem presentes em todas as andlises cromatogréficas representadas neste trabalho. Ao
analisar os resultados referentes ao primeiro ensaio, o nivel de degradagcdao do Antraceno
e o Fenantreno, detectaram-se maiores indices nos dois primeiros dias de andlise,
evidenciando que o dpice do consumo ¢é atingido durante a fase de crescimento
exponencial logaritmico bacteriano, obtendo decaimento entre o sexto € o décimo
primeiro dia, provavelmente ocasionado pelo esgotamento do substrato. Infere-se ainda

que exista uma preferéncia inicial do consércio pelo antraceno, motivada pela
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conformagdo dos seus trés anéis, rearranjados de forma linear, enquanto que seu
isdmero, fenantreno apresenta um dos seus anéis aromaticos nao arranjados linearmente
em relacdo aos demais, tornando o processo de degradacdo mais lento e oneroso pelos
microrganismos, como pode ser percebido nas fig. (6 e 7). A degradagdo microbiana
desses compostos esta inversamente relacionada com o aumento do numero de anéis e

com a baixa solubilidade em dgua (JACQUES, 2005).
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FIGURA 6. Nivel de degradacdo do Antraceno ao longo de onze dias de andlise.
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FIGURA 7. Nivel de degradacdo do Fenantreno ao longo de onze dias de andlise.

O segundo ensaio envolvendo a presenca do consdrcio microbiano oriundos do 6leo

diesel associado a (CCMICS 109) degradaram rapidamente as cadeias do C22,
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atingindo o dpice do consumo no sexto dia de anélises como pode ser visto na figura 8.
Pode-se inferir que entre o sexto e o décimo primeiro dia houve uma degradacio
bastante sutil do docosano, fato que poderia estar correlacionado ao proprio consumo
deste hidrocarboneto, acarretando entdo formacdo de metabolitos toxicos, limitagdo ou
esgotamento de nutrientes ao metabolismo microbiano, ou a oxigenacdo superficial
fornecida ao meio pela agitacdo dos frascos que por ventura poderia ter deixado de ser

eficaz (GOLDSTEIN et al.; 1985).
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FIGURA 8. Nivel de degradacao do Docosano-(C22) ao longo de onze dias de anélise.

Os niveis de degradagdo de Docosano (C22), Antraceno e Fenantreno atingidos apds
andlises referentes ao segundo ensaio, podem ser observados através dos perfis
cromatograficos visualizados na (figura 9). Constata-se a ocorréncia da utilizagcdo destes
compostos pelo consércio microbiano através da andlise cromatogréfica entre 2 e 11

dias e subseqiiente diminui¢do da intensidade do pico.
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FIGURA 9. Perfil cromatografico comparativo (Nivel de degradacdo- Docasano (C22),

Antraceno e Fenantreno em 2 e 11 dias das analises).

Ao analisar a fig. (10) referente a media da degradacdo dos trés compostos Docosano,
Antraceno e Fenantreno, foi observado maior consumo do C22, pois ele € mais
susceptivel a biodegradacdo que os de maior tamanho. Este fendmeno esta relacionado
com as propriedades lipossolubilizantes apresentadas por hidrocarbonetos de cadeia
curta, com o aumento da cadeia carbOnica, estes compostos tornam-se menos
disponiveis ao ataque microbiano devido a hidrofobicidade, dificultando assim a
biodegradacio. E provdvel que estes microrganismos comecem a degradar os
compostos aromaticos, a partir do momento que ocorre diminuicdo da disponibilidade

de cadeias alifaticas (JACQUES, 2005).
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FIGURA 10. Média da degradacdo dos compostos (Docosano, Antraceno e Fenantreno)
respectivamente, pela linhagem da (CCMICS 109) e microrganismos do diesel

inoculados em Meio Minimo.

Ao observar a fig. (11) e os resultados referentes ao terceiro ensaio, pode-se inferir que
a partir do momento que se inicia a fase de crescimento celular hd a necessidade do
aumento no consumo da fonte de carbono secundéria no caso em questdo da Glicerina
Bruta, o que reforca a hipétese de cometabolismo realizada por alguns tipos de fungos
que muitas vezes tem maiores possibilidades de realizarem a oxidac¢do inicial dos
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs), isto pode ser explicado pela
capacidade das suas hifas em alongar-se na dire¢ao destes compostos assim como, suas
exoenzimas poderem difundir-se e buscar o substrato (JACQUES, 2005). Sendo assim,
os intermedidrios oxidados resultantes do metabolismo fingico dos HPAs estdo mais
disponiveis a comunidade microbiana do que os proprios HPAs, entretanto estes

compostos resultantes do metabolismo flingico nao sao suficientes para atender a
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demanda nutricional de um consércio microbiano, fazendo entdo necessario o consumo

da Glicerina Bruta.
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FIGURA 11. Consumo de Glicerina Bruta versus crescimento microbiano.

Analises das variaveis

A andlise da (fig. 12) referente a linhagem CCMICS 109 permite verificar a formagao
de dois grupos principais, sdo eles: Indice de degradacio do Fenantreno, Antraceno,
Docosano, Glicerina Bruta e o segundo formado por Biomassa Bacteriana e Tensao
superficial. Segundo Bueno (2008) a reducdo da tensdo superficial e indice de
emulsificacdo estdo relacionados diretamente a producdo de biossurfactantes que por
outro lado esta ligada diretamente ao crescimento bacteriano.

Pode-se inferir ainda que a similaridade entre as quatro varidveis denote forte
correlagdo, levando a hipdtese que os microrganismos possam ter utilizado a segunda
fonte de carbono (Glicerina Bruta) para sustentar o seu crescimento e reprodugdo
enquanto os hidrocarbonetos do 6leo diesel Docosano, Antraceno e Fenantreno eram

degradados simultaneamente.
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FIGURA 12. Similaridade entre as varidveis: Indice de degradacdo do Fenantreno,

Antraceno, Docosano, Glicerina Bruta, Biomassa Bacteriana e Tensao superficial.

A (fig. 13) mostra o dendograma referente ao consorcio de microrganismos estudados,
reforcando a hipétese de similaridade entre a diminuicdo da tensdo superficial e o indice
de emulsificacdo de modo que podemos ter uma visdo bidimensional de todo o conjunto
de amostras utilizadas no estudo.

Infere-se ainda que estes microrganismos possam estar apresentando maior capacidade
para degradacdo de hidrocarbonetos por cometabolismo, do que simplesmente pelo
emprego direto dos contaminantes utilizados como fonte de carbono. Isto implica dizer
que as enzimas que tem capacidade de degradar hidrocarbonetos sejam induzidas por
estimulos nutricionais (Glicerina Bruta) e facam parte do metabolismo secundério
podendo assim atuar independentemente da natureza e concentracdo do hidrocarboneto

a ser degradado (LEMOS et al.; 2008).



51

Metodo de Ward's
400

350

300

250

200

150

Distancia Euclidiana

100

50

DI GB B B IPE T8

FIGURA 13. Similaridade entre as varidveis: Indice de degradacdo Glicerina Bruta,

Biomassa Bacteriana, Produ¢do de emulsificacdo e Tensao superficial.

Analise de Componentes Principais

A fig. 14 exibe a analise de componentes principais da linhagem CCMICS 109. A
andlise dos dados referentes a componente principal (1) versus a componente principal
(2) explica 99.9% da variacdo total dos dados sendo que a primeira componente
principal explica 99.4% de variancia total dos dados. Deste modo, a andlise de
componentes principais em combinacdo com a andlise de agrupamento hierdrquico
mostra o seguinte quadro: A amostra (1) da CCMICS 1009 realizada no primeiro dia das
analises evidencia maior consumo de Glicerina Bruta, Docosano, Antraceno e
Fenantreno, enquanto as analises referentes ao terceiro dia denotam maior crescimento
bacteriano aliado ao aumento da produgdo de emulsificacdo, seguido de perto pela
diminuicdo da tensdo superficial, como se pode observar através das andlises das

amostras 3, 4, 5 e 6 que pouco se assemelham a amostra 2.
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FIGURA 14. Andlise de componentes principais do isolado (CCMICS 109).

A (fig. 15) mostra o gréfico da analise de componentes principais referente ao consércio
de microrganismos encontrados para estes ensaios. A andlise da componente principal
(1) versus a componente principal (2) explica 99.4% da variagdo total dos dados. Sendo
que primeira componente principal explica 97.1% da variacdo total dos dados, o que
reforca a idéia do consumo da glicerina bruta estar diretamente relacionado ao
crescimento microbiano, com a particularidade, neste caso, de que a degradacdo do
diesel, pode ter acontecido por cometabolismo, uma vez que nio foi inoculada a
bactéria CCMICS 109 em alguns dos testes realizados, ainda assim foi percebida a
degradacao do 6leo diesel. Outra possibilidade poderia estar relacionada ao fato de que
alguns fungos encontrados neste trabalho devam estar consumindo a segunda fonte de

carbono adicionada (Glicerina Bruta), para garantir o seu crescimento celular, para sé
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entdo comecar a degradar o 6leo, isso tudo leva a crer que cada microrganismo possui
uma ferramenta particular que os caracteriza e provavelmente, contribui de forma
favordvel para o convivio no seu habitat. Por fim, além da mineralizacdo dos HPAs os
provaveis fungos podem estar produzindo compostos altamente soluveis em &gua,
aumentando a sua reatividade quimica podendo de certa forma facilitar o ataque por
parte de bactérias provenientes do 6leo diesel, que por sua vez irdo utilizar a Glicerina

Bruta como fonte de carbono, reiniciando assim, o ciclo (LEMOS et al.; 2008).
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FIGURA 15. Andlise de componentes principais referente ao consorcio microbiol6gico.
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5 CONCLUSAO

Observou-se a ocorréncia da utilizacdo de compostos como o Docosano-C22,
Antraceno e Fenantreno pelo consércio, O maior consumo observado foi para o
Docosano, seguido pelo Antraceno e por fim Fenantreno, isso esta relacionado ao

tamanho e conformacdo das cadeias carboOnicas.

Segundo os resultados apresentados, a bactéria CCMICS 109 inoculada no
petroderivado em questdo, promoveu a degradagdo de Docosano, gerando metabolitos
secundérios que estimularam o crescimento flingico, por sua vez estes, consumiram a
segunda fonte de carbono adicionada (Glicerina Bruta), garantindo seu crescimento
celular, para entdo degradarem moléculas mais complexas como Antraceno e
Fenantreno, portanto conclui-se que estes microrganismos apresentam maior capacidade
para degradacdo de hidrocarbonetos por cometabolismo, do que simplesmente pelo
emprego direto dos contaminantes utilizados como fonte de carbono. Isto implica dizer
que as enzimas que tem capacidade para degradar hidrocarbonetos sejam induzidas por
estimulos nutricionais (Glicerina Bruta) fazendo parte do metabolismo secundario
atuando independentemente da natureza e concentracdo do hidrocarboneto a ser
degradado. Conclui-se ainda que os fungos estejam produzindo compostos altamente
soliveis em 4gua, aumentando a sua reatividade quimica, facilitando o ataque por parte
da CCMICS 109 ao ¢6leo diesel.

Apos o décimo primeiro dia de analises, constata-se a reducdo da tensdo
superficial. Tendo os microrganismos provenientes do 6leo diesel somados a CCMICS
109 como principais redutores, superando resultados sem a presenca da bactéria. A
significativa reducdo da tensdo superficial atingida préxima a fase de morte celular
microbiana, seguido pelo o excelente indice para produgdo de emulsificagdo, bem como
o potencial para biodegradacdo principalmente de cadeias alifaticas e aromadticas do
6leo diesel sugere que o consorcio microbiano possui potencial para biorremediagdo de

solos contaminados por hidrocarbonetos.
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6 PESPECTIVAS
Testar outras concentracdes de Oleo Diesel.
Testar outras concentracdes de Glicerina Bruta de soja.
Detectar quais os tipos de microrganismos encontrados no 6leo Diesel.
Quantificar os niveis de degradacdo do Docosano, Antraceno e Fenantreno.
Avaliar o potencial para utilizacdo de técnicas em biorremediacdo, caso ocorra

derramamento de dleo diesel no meio ambiente, compreendendo os aspectos ambientais

e socioecondmicos.

Realizar testes toxicoldgicos com as amostras utilizadas neste estudo, a fim de evitar

possiveis danos ao meio ambiente.
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9 APENDICE

Analise de Tensao Superficial

Segundo Bueno (2008) a diminuicdo da tensdo superficial e indice de
emulsificacdo estdo relacionados diretamente a producdo de biossurfactantes, que por
sua vez € diretamente proporcional ao crescimento bacteriano. Os dados para tensdo
superficial foram coletados inicialmente nos trés primeiros dias de incubagdo em
agitador orbital e posteriormente de cinco em cinco dias.

Nota-se que apds onze dias de analises houve reducdo da tensdo superficial,
como pode ser observado nas (tabelas 2 e 3). Ressalta-se que neste periodo as bactérias
ja estavam atingindo a fase de morte celular, ainda assim os resultados referentes a
reducdo da tensao superficial sao bastante significativos.
Os testes realizados sugerem que a linhagem CCMICS 109 foi capaz de reduzir a tensao
superficial, que inicialmente apresentavam valores de controle iguais a de (65,73 mN/m
e 65,35 mN/m) chegando a resultados de (26,21 mN/m e 26,44 mN/m) técnicas de Huh-

Mason e Zuidema-Waters respectivamente.

TABELA 2- Método para calculo de correcdo fatorial (Huh-Mason).

Isolados Dias Tensao superficial do meio | Tensao superficial

Triplicatas (M.M) agua

(Controle) Primeiro Dia 65,73 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Primeiro Dia 28,07 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Segundo Dia 27,75 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Terceiro Dia 26,21 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Oitavo Dia 28,69 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 | Décimo Primeiro Dia 29,47 mN/m 71,60 mN/m




TABELA 3 - Método para calculo de correcao fatorial (Zuidema-Waters).
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Isolados Dias Tensao superficial do meio | Tensao superficial

Triplicatas M.M) agua

(Controle) Primeiro Dia 65,35 mN/m 69,81 mN/m
CCMICS 109 Primeiro Dia 28,26 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Segundo Dia 27,96 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Terceiro Dia 26,44 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Oitavo Dia 28,87 mN/m 71,60 mN/m
CCMICS 109 Décimo Primeiro Dia 29,63 mN/m 71,60 mN/m

Segundo os resultados, parece existir, um tipo especifico de fungo ainda nao
identificado neste trabalho, que apresenta efeito antagdnico a CCMICS 109, sendo por
isso realizado uma batelada de testes sem a presenca da linhagem CCMICS 109 em
alguns meios, a fim de avaliar a capacidade do consorcio microbiano em reduzir ou ndo
a tensdo superficial. Os resultados permitiram inferir que os microrganismos oriundos
do ¢6leo diesel foram capazes de reduzir a tensdo superficial, que inicialmente
apresentavam valores de controle iguais a de (65,73 mN/m e 65,35 mN/m) chegando a
resultados de (32,92 mN/m e 33,67 mN/m) técnicas de Huh-Mason e Zuidema-Waters
respectivamente.

De acordo com os dados apresentados e conforme mostra as tabelas (4 e 5), a
hipétese mais provavel é que este fungo deva estar consumindo a segunda fonte de
carbono adicionada (Glicerina Bruta), estimulando a produ¢do de compostos soliveis
em agua, que acarretaria aumento de reatividade quimica facilitando de certa forma o
crescimento por parte de bactérias provenientes do 6leo diesel que por sua vez levaria a

reducao da tensdo superficial.




TABELA 4- Método para calculo de correcao fatorial (Huh-Mason).
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Isolados Dias Tensao superficial do Tensao superficial
Triplicatas meio (M.M) agua
(Controle) Primeiro Dia 65,73 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+GB | Primeiro Dia 39,05 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB | Segundo Dia 32,92 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB | Terceiro Dia 39,64 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB | Décimo Primeiro Dia | 39,04 mN/m 71,60 mN/m
TABELA 5- Método para calculo de corre¢do fatorial (Zuidema-Waters).
Isolados Dias Tensao superficial do Tensao
Triplicatas meio (M.M) superficial agua
(Controle) Primeiro Dia 65,35 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+GB Primeiro Dia 41,07 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB Segundo Dia 33,67 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB Terceiro Dia 39,58 mN/m 71,60 mN/m
M.M+DIESEL+ GB | Décimo Primeiro Dia 39, mN/m 71,60 mN/m
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