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“O sucesso nasce do querer, da determinagdo e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e vence obstaculos, no minimo fara coisas
admiraveis” (ALENCAR).



RESUMO

A contaminacgdo de solos e dguas por combustiveis € um dos grandes problemas no cenario
mundial. Microrganismos sdo protagonistas na degradacdo destes contaminantes, formando a
base de processos de biorremediacdo. Logo, o reconhecimento da habilidade degradadora de
microrganismos pode contribuir para processos de biorremedia¢do, como a bioaumentacao.
Este estudo objetivou avaliar o potencial de degradacdo de combustiveis [diesel S10 e S500,
gasolina de aviacdo (GAV) e etanol] por isolados bacterianos obtidos a partir de uma caixa
separadora Oleo/dgua de uma lavagem automotiva. Testes de biodegradabilidade foram
realizados em meio mineral contendo indicador redox e os combustiveis como Unicas fontes
de carbono e energia para o crescimento microbiano, além de experimentos para determinacéo
da capacidade emulsificante (IE2s) e hidrofobicidade celular dos isolados. Onze linhagens
bacterianas, denominadas de UFFS 1 a UFFS 11, foram isoladas. Oito degradaram
constituintes do diesel S10 nas concentragdes de 5, 10 e 15 % (v/v). Testes realizados com
diesel S10 resultaram, em geral, em baixos niveis de capacidade emulsificante; os isolados
UFFS 6, 8, 9 e 11 apresentaram IE24 de 0,94 % (UFFS 8) a 10,14 % (UFFS 10) na presenca
de células, e de 0% (UFFS 6 e 8) a 8,18 % (UFFS 9) na auséncia de células. A
hidrofobicidade celular, avaliada em diesel S10, variou de 0 % a 57,9 %, com destaque para
os isolados UFFS 1 e 9 (~56 %). Quatro isolados foram selecionados (UFFS 6, 8, 9 e 11) para
testes de degradacdo de diesel S500, GAV e etanol, na concentracdo de 10 %. Estes isolados
foram capazes de degradar constituintes do diesel S500; contudo, ndo degradaram GAV e
etanol, possivelmente devido a efeitos toxicos nesta concentracdo. Isolados cultivados em
diesel S500 e avaliados quanto a capacidade emulsificante de tolueno apresentaram IE24 de
24 % (UFFS 6) a ~71 % (UFFS 8 e 11) na presenca de células, e de ~53 % na auséncia de
células, indicando a producdo de bioemulsificantes extracelulares e também associados a
superficie celular. A hidrofobicidade celular, avaliada com tolueno, variou de 80 % a 89 %. A
producdo de bioemulsificantes e as elevadas hidrofobicidades celulares podem atuar
positivamente na acessibilidade dos constituintes do diesel S500 para a degradacéo
microbiana. Os resultados obtidos para os quatro isolados selecionados sugerem sua
aplicabilidade em processos de bioaumentacdo para a degradacdo de constituintes do Gleo

diesel, que deve ser confirmada por estudos subsequentes.

Palavras-chave: Biodegradacédo. Diesel. Etanol. Gasolina de aviagédo. Biossurfactantes.



ABSTRACT

Soil and water contamination by fuels is one of the major problems on the world stage.
Microorganisms are protagonists in the degradation of these contaminants, forming the basis
of bioremediation processes. Therefore, recognition of the degrading ability of
microorganisms can contribute to bioremediation processes, such as bioaugmentation. This
study aimed to evaluate the degradation potential of fuels [diesel S10 and S500, aviation
gasoline (GAV) and ethanol] by bacterial isolates obtained from an oil/water separator of an
automotive wash. Biodegradability tests were performed in mineral medium containing redox
indicator and fuels as the only carbon and energy sources for microbial growth, as well as
experiments to determine the emulsifying capacity (IE24) and cellular hydrophobicity of the
isolates. Eleven bacterial strains, named UFFS 1 to UFFS 11, were isolated. Eight strains
degraded S10 diesel constituents at concentrations of 5, 10 and 15 % (v/v). Tests performed
with S10 diesel generally resulted in low emulsifying capacity levels; isolates UFFS 6, 8, 9
and 11 presented IE24 from 0.94 % (UFFS 8) to 10.14 % (UFFS 10) in the presence of cells,
and from 0% (UFFS 6 and 8) to 8.18 %. (UFFS 9) in the absence of cells. Cellular
hydrophobicity, evaluated on S10 diesel, ranged from 0 % to 57.9 %, with emphasis for UFFS
1 and 8 isolates (~ 56 %). Four isolates were selected (UFFS 6, 8, 9 and 11) for degradation
tests using diesel S500, GAV and ethanol, at 10 %. These isolates were able to degrade diesel
S500 constituents; however, they did not degrade GAV and ethanol, possibly due to toxic
effects at this concentration. Isolates grown on S500 diesel and evaluated for toluene
emulsifying capacity showed IE2s from 24 % (UFFS 6) to ~71 % (UFFS 8 and 11) in the
presence of cells, and ~53 % in the absence of cells, indicating production of extracellular and
cell-associated bioemulsifiers. Cellular hydrophobicity, assessed with toluene, ranged from
80% to 89 %. The production of bioemulsifiers and high cellular hydrophobicities may
positively affect the accessibility of diesel S500 constituents to microbial degradation. The
results obtained for the four selected isolates suggest their applicability in bioaugmentation
processes for the degradation of diesel oil constituents; however, this should be confirmed by

subsequent studies.

Keywords: Biodegradation. Diesel. Ethanol. Aviation gasoline. Biosurfactants.
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1 INTRODUCAO

Nossa sociedade esta constantemente em busca por desenvolvimento industrial e
tecnoldgico, cujo inUmeras vezes torna-se um grande vildo para o ecossistema do planeta. A
exploracdo gradativa de recursos, como o petréleo, pode gerar sérios problemas ao meio
ambiente, pois frequentemente ele tem sido retirado da natureza (ALVEZ, A.; ALVEZ, B.;
MARTINS, 2013).

Segundo 0s mesmo autores, o petroleo, uma das principais fontes energéticas da
humanidade, é, sem ddvidas, um dos maiores proporcionadores do progresso econémico do
mundo, compondo a base das industrias petrolifera e automobilistica. Porém, a industria de
petréleo ndo promove apenas desenvolvimento, a mesma apresenta-se como uma fonte de
riscos e impactos ambientais negativos.

Segundo dados da Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis
(ANP), em 2018 foram produzidos no Brasil aproximadamente 150 milhGes de metros
cubicos de petroleo e 104 milhdes em metros cubicos de derivados por Unidade da Federagéo.
No mesmo ano foram comercializados cerca de 136 milhdes (m?3) dos combustiveis derivados
de petréleo e s6 em marco de 2019, vendeu-se em torno de 11,25 milhdes (m3).

A contaminacdo do solo e da &gua por hidrocarbonetos de petréleo, ocorre, em geral,
em resultado de perdas, rompimentos de dutos ou por acidentes durante 0 seu transporte,
intervindo vigorosamente nas propriedades do ambiente contaminado, tornando-o téxico para
muitos organismos (BENTO, 2005).

Diversos desastres aconteceram devido aos derramamentos de petréleo, provocando
problemas ambientais distintos. Analises em relagdo ao nimero de vazamentos apresentam
que cerca de 2,3 % da producdo das refinarias e em torno de 5 % da gasolina consumida sédo
desperdicadas por derrames, isto em conjunto com o crescimento de producédo atual provoca
um carga de hidrocarbonetos em excesso langados na natureza. No Brasil, desde o inicio da
extracdo foram relatados mais de 50 grandes vazamentos (BREHM; RICHTER, 2013).

Por ndo serem muito divulgados na midia, os acidentes relacionados a postos de
combustiveis ndo sdo de conhecimento de muitos, porém postos em situacdo irregular
apresentam em grande parte uma contaminacao silenciosa e quando descobertos ja causaram
um dano ambiental gigantesco (ALLEBRANDT, 2015). Os vazamentos em postos de
combustiveis, podem ser causados por fatores variados, no entanto se destacam a corrosao e

idade dos tanques de armazenamento. Tanques superiores a 20 anos de instalagdo, podem



16

apresentar vazamentos relacionados a corrosdo, porém se o tanque ndo possui protecdo, a vida
util pode cair para 10 anos (ALMEIDA; SOUZA; LUIZ, 2007).

Os derramamentos recorrentes registrados em solos brasileiros estimulam o
desenvolvimento de técnicas que se destinam a descontaminacdo desses locais, devido a isso,
alguns processos fisicos, quimicos e bioldgicos, tém sido propagados para a remocdo ou
degradacdo in situ ou ex situ de petroleo e/ou derivados para diminuicdo de seus respectivos
efeitos sobre o ecossistema (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

Em geral, ndo ha regras que determinem qual a melhor técnica de remediacdo de uma
area contaminada. Os casos devem ser investigados individualmente, levando em
consideragdo suas particularidades. Para remocdo de hidrocarbonetos do solo e de agua
subterranea, diferentes tratamentos podem ser empregados, por exemplo, extracao de vapor
do solo, bombeamento e biorremediacdo (MARIANO, 2006)

A biorremediacdo é uma técnica que utiliza agentes biologicos aptos a degradar ou
modificar poluentes alvos com a finalidade de tratar locais contaminados. Ela pode ser
realizada impulsionando o crescimento da microbiota nativa do local, por meio da
bioestimulacdo, pela inser¢cdo de microrganismos com habilidades catabolicas superiores,
através da biaumentacdo ou pela atenuacéo natural, onde utiliza-se apenas 0s microrganismos
do préprio local (autoctones) sem qualquer interferéncia. (MARIANO, 2006; SARKAR et al.,
2017). Alguns autores trazem outras tecnologias como biorremediadoras, tais como
fitorremediacdo, landfarming, compostagem, biopilha e biorreatores.

O uso desse método de remediacdo harmoniza processos biolégicos naturais, com
conhecimento de microbiologia, bioquimica, fisiologia vegetal (no caso de fitorremediacdo), e
engenharia voltados a geragdo de um ambiente favoravel para imobilizagéo, mineralizacdo ou
extracdo do contaminante no solo ou dgua (OLIVEIRA, 2015).

Perante ao descrito, o presente trabalho objetivou verificar a capacidade de degradacéo
de derivados de petréleo (diesel comercial S10/S500, e gasolina de aviagdo) assim como
biocombustivel (etanol), por bactérias isoladas de uma caixa separadora de gorduras em uma
lavagem automotiva na cidade de Santo Angelo/RS, bem como investigar a producio de

biossurfactantes pelos microrganismos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade de isolados bacterianos provenientes de caixa separadora de dgua
e Oleo de lavagem de veiculos em degradar combustiveis derivados de petroleo e

biocombustivel.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obter culturas puras de bactérias, a partir da cultura mista;

¢ Investigar o potencial de degradacdo de diesel S10, diesel S500, gasolina de aviacéo e
etanol, em meio mineral liquido, por espécies de bactérias ndo identificadas;

¢ Avaliar a producéo de biossurfactantes pelos microrganismos isolados;

¢ Investigar a hidrofobicidade celular dos isolados bacterianos;

1.2 JUSTIFICATIVA

Os hidrocarbonetos derivados de petroleo evidenciam-se nas ultimas décadas por
serem um dos principais contaminantes dos solos e das daguas, especialmente pela
periodicidade dos eventos de contaminagOes e da magnitude com que isso afeta 0 meio
ambiente (MENEGHETT]I, 2007).

No estado de Sdo Paulo os grupos de contaminantes predominantes descobertos nas
areas de contaminacdo cadastradas, mostram a influéncia da revenda de combustiveis, entre
eles, destacam-se: solventes aromaticos (representados pelo benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos), combustiveis automotivos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) e
hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH). Logo sobressaem-se 0s metais e solventes
halogenados (CETESB, 2018).

Segundo a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB) ate 0 ano de
2018 ha 4384 éareas cadastradas no estado de S&o Paulo, cuja contaminagdo se deu por
atividade de postos de combustiveis. De acordo com a Fundagdo Estadual de Protecédo
Ambiental Henrique Luiz Roessler (FEPAM) foram registrados no estado do Rio Grande do
Sul entre 2000 e 2019, 615 acidentes de transporte de produtos e residuos perigosos atendidos
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pela divisdo de emergéncias ambientais, dentre esses produtos estdo os derivados de petroleo
e outros combustiveis (como biodiesel).

Possivelmente a presenca de areas contaminadas ird causar problemas a saude
humana, reducdo da qualidade dos recursos hidricos, limitacGes ao uso do solo, prejuizos ao
patriménio publico e privado, desvalorizagdo das propriedades e danos ao meio ambiente
(MENEGHETT], 2007).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PETROLEO E DERIVADOS

De acordo com a ANP, o petréleo € uma substancia fossil, oleosa e inflaméavel, de
elevado valor energético, normalmente menos denso do que a &gua, possui cheiro
caracteristico e coloracdo que varia de incolor até preto. Devido ao seu grande valor
energético e por ser uma fonte ndo renovavel, 0 mesmo tornou-se um produto tatico para o
desenvolvimento das nac¢bes no mundo, tendo alta influéncia nas politicas internas e nas
relacOes internacionais tanto para os paises que detém reservas como para 0s que nao as tém.

Hidrocarbonetos de petroleo sdo baseados em mdltiplas ligacGes de carbono, que
desenvolvem estruturas complexas quando se ligam a outras moléculas caracteristicas,
portanto, os hidrocarbonetos mais recentes tém variedade de formas e consistem em alifaticos

curtos, médios e longos, aromaticos e policiclicos aromaticos (SHAHI et al., 2016).

2.1.1 Oleo diesel

A partir do petréleo surgem outros produtos e dentre os seus derivados estd o 6leo
diesel, que é um combustivel liquido, composto por hidrocarbonetos com cadeias de 8 a 16
carbonos, e em menor quantidade, nitrogénio, enxofre e oxigénio. Especialmente € utilizado
nos motores ciclo Diesel, de combustdo interna e ignicdo por compressdo, em veiculos
rodoviarios, ferroviarios e maritimos, e em geradores de energia elétrica (ANP, 2017).

De acordo com a ANP (2019) para suprir as aplicacdes do produto, diversos tipos de
oleo diesel sdo encontrados no Brasil:

a) S10 e S500 de uso rodoviario: utilizados em veiculos automotivos, maquinas

agricolas, maquinas de construcao e industriais;
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b) S1800 de uso ndo rodoviério: empregado em mineracdo a céu aberto, transporte
ferroviario, geracdo de energia elétrica (outorgado pela ANEEL);
¢) Maritimo DMA/DMB: usado em embarcacdes.

O diesel S500 tem 500 ppm de teor maximo de enxofre e € utilizado em motores a
diesel fabricados até 2012, conhecido nos postos de combustiveis como diesel comum. E um
6leo mais simples, ndo recebe nenhum aditivo, apresenta coloracdo de incolor a amarelada,
podendo alterar para alaranjada e marrom por causa da cor do biodiesel, se comercializado
como diesel S500 possui coloracdo vermelha (PETROBRAS, 2019).

Enquanto que, o diesel S10 possui teor méximo de enxofre de 10 ppm, é propicio para
motores a diesel fabricados a partir de 2012, com o intuito de controle nas emisses, ele pode
reduzir a emissdo de material particulado e de Oxidos de nitrogénio em até 80 e 98 %,
respectivamente (PETROBRAS, 2019).

No Brasil, por lei € obrigatorio a introducdo de biodiesel no diesel fossil. Em 2008
entrou em a mistura legalmente obrigatdria de 2 % (B2), em todo territorio nacional (ANP,
2019). A Tabela 1 apresenta a evolucdo do percentual de teor de biodiesel introduzida no

diesel féssil no pais.

Tabela 1 — Percentagem de biodiesel presente no diesel fossil no Brasil.

Periodo Percentagem
2003 Facultativo
Jan/2008 2%
Jul/2008 3%
Jul/2009 4%
Jan/2010 5%
Ago/2014 6 %
Nov/2014 7%
Mar/2018 10 %

Fonte: Adaptado de ANP, 2019.

No Quadro 1 sdo apresentadas certas propriedades do Oleo diesel, as mesmas sdo

comuns para o diesel S10 e S500.
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Quadro 1 — Propriedades do 6leo diesel (S10 e S500).

Propriedade Limites
Aspecto Liquido limpido
Ponto de ebulicdo 150 - 471 °C
Ponto de fuséo -40-6 °C

Fonte: Adaptado de FISPQ PETROBRAS, 2019.

2.1.2 Gasolina de aviagao

A gasolina de aviacdo é um derivado do petréleo que possui cadeias de 5 a 8 carbonos,
adquiridas por meio de processos de refino. Essa substancia é utilizada exclusivamente em
avides de pequeno porte, que contém motores de ignicao por centelha. Difere do querosene
de aviacdo que possui cadeias de 11 a 12 carbonos e é usado em motores movido a turbina.
(ANP, 2019).

Entende-se por avides de pequeno porte 0s empregados “na aviagdo particular, na
agricultura, em treinamento de pilotos, na aviacdo comercial de menor porte e nos avides
experimentais e esportivos” (PETROBRAS, 2019).

De acordo com o mesmo autor, a gasolina de aviacdo (GAV) contém caracteristicas
especiais monitoradas em testes rigorosos em laboratorio. Para que se garanta a o alto padrdo
de qualidade, esteja de acordo com as especificacdes, e em consequéncia 0 bom desempenho
nos motores. Esse combustivel ndo deve ser usado em automoveis.

Algumas especificagdes da GAV estdo apresentadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Especificacdes da gasolina de aviacdo (GAV)

Caracteristica Limites
Aspecto Claro, limpido, isento de agua e
material s6lido
Cor Azul
Ponto final de ebulicdo, max 170 °C
Ponto de congelamento, méax -58 °C
Chumbo tetraetila, max 0,56 g/L

~ Fonte: Adaptado de Resolucdo ANP n° 5/09.
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E um produto altamente toxico para os organismos aquaticos, apresenta potencial
bioacumulativo nesses organismos, devido a presenca do chumbo tetraetila. Em relagdo a
mobilidade no solo, a GAV ¢ altamente volatil (FISPQ PETROBRAS, 2019).

O chumbo tetraetila é utilizado na GAV como melhorador da octanagem. A GAV
regulamentada pela ANP para o mercado brasileiro € do tipo GAV 100 LL, ou seja, “low
lead”, que significa baixo teor de chumbo (PETROBRAS, 2014).

2.2 BIOCOMBUSTIVEIS

Os biocombustiveis tém origem de biomassa renovavel, os quais podem substituir, de
forma parcial ou total, os derivados do petréleo e gas natural em motores a combustdo ou em
outros modos de geracdo energética. No Brasil, os principais biocombustiveis sdo o etanol,
que é produzido a partir da cana-de-aguUcar, e 0 biodiesel, obtido a partir de 6leos vegetais ou
gordura animal, 0 mesmo ¢ adicionado ao 6leo diesel em proporc@es variaveis, como mostra a
Tabela 1 (ANP).

De acordo com a ANP “cerca de 45 % da energia e 18 % dos combustiveis
consumidos no Brasil sdo renovaveis. No resto do mundo, 86 % da energia vém de fontes
energéticas ndo renovaveis.” O Brasil € o pioneiro no uso de biocombustiveis, e chegou a uma
posicdo desejada por muitos paises que procuram desenvolver fontes renovaveis de energia

como alternativas estratégicas ao petroleo.

2.2.1 Etanol

O etanol é um biocombustivel utilizado em motores a combustdo interna por meio de
ignicdo por centelha, substituindo principalmente a gasolina. Possui formula molecular
C2Hs0, produzido especialmente por meio da fermentagdo de agUcares.

Desde o final da década de 70, o brasil € pioneiro no uso em larga escala do etanol
combustivel. Hoje em dia, € um dos paises que mais utiliza essa substancia e o segundo maior
produtor mundial (ANP, 2018).

O produto pode ser utilizado de duas formas: como etanol anidro, composto da mistura
na producdo da gasolina; ou na forma de etanol hidratado, que é o combustivel acabado,
comercializado em todo o pais (ANP, 2018).

Algumas propriedades do etanol sdo apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3 — Propriedades fisicas e quimicas do etanol.

Propriedade Limites Propriedade Limites
Aspecto Liquido limpido Ponto de ebulicéo 77 °C
inicial
Cor Incolor
Ponto de fuséo -117 °C
pH 6,0-8,0

Fonte: Adaptado de FISPQ PETROBRAS, 2019.

2.3 CONTAMINACAO DO SOLO E AGUAS SUBTERRANEAS

Atualmente, 0 mundo depende cada vez mais do petroleo e seus derivados para suas
atividades industriais, ao longo da exploracdo, do refino e do armazenamento do mesmo e
seus derivados, ha possibilidade de ocorréncia de derramamentos, que contaminam o0s solos e
aguas, o qual vem se tornando um dos principais problemas ao meio ambiente, visto que a
contaminacdo pode alcancar os mananciais de aguas subterraneas (ANDRADE; AUGUSTO;
JARDIM, 2010).

Durante 0o armazenamento em postos de combustiveis, podem ocorrer dois tipos de
contaminacdo, a superficial, devido a derrames nas bombas e bocais de preenchimento dos
reservatorios e a subterranea, que é causada por vazamentos em tanques de armazenamento
subterraneos (TAS) (OLIVEIRA, 2015). O segundo tipo de contaminagéo ocorre, geralmente,
pela auséncia de monitoramento causada pela complexidade de acesso aos tanques e também
ao tempo de vida util deles, que gera em torno de vinte anos (TRAMONTINI, 2013).

Além da contaminacdo dos solos, a propagacdo dos contaminantes em aguas
subterraneas € um fator muito preocupante, pois a mesma acontece invisivel e
silenciosamente, e se da em especial, pelos derrames de combustiveis nos postos. E ainda,
grande parte dos pogos perfurados para captacdo de agua ndo estdo cadastrados, tal fato torna
mais dificil a fiscalizagdo e controle quando h& contaminagdo desses mananciais
(GUIMARAES, 2011).

Os compostos organicos, sao um problema que necessita de atencéo geral ao redor do
mundo, uma infinidade de locais contaminados podem ser encontrados no mundo todo.
Problemas ambientais desta categoria, acontecem até mesmo em regides frias, tal como Artica
e Antartica devido aos combustiveis utilizados como fonte de energia nestas areas
(ALVAREZ et al., 2017).
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Do ponto de vista biolégico, o solo é uma matriz complexa, principalmente estes
contaminados com compostos orgéanicos. Nesses solos, carbono natural e fontes de energia
coexistem com diversos tipos de xenobiéticos (substancias estranhas), cada um com sua
estrutura quimica, concentracdes individuais e efeitos toxicos para a biota local (ALVAREZ
etal., 2017).

A transferéncia de compostos organicos para a cadeia alimentar se torna uma grande
ameaca a saude humana, remover esses contaminantes requer muita energia e complexos
processos de engenharia (AZHDARPOOR; ROSTAMI, 2019).

Hidrocarbonetos monoaromaéticos, como benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos,
conhecidos como compostos BTEX, sdo 0os mais graves, devido a serem de trés a cinco vezes
mais sollveis que os de cadeia aberta, desta forma eles tém maior mobilidade em &agua

(GUIMARAES, 2011). Na Figura 1 apresenta-se a estrutura destes compostos.

Figura 1 — Formulas estruturas de hidrocarbonetos monoaromaticos do petréleo.

CH {I: H:CH
Benzeno Tolueno F tilbenzeno
CH CH CH
CH
o-Xileno m-X flemn P_EL

Fonte: VIEIRA, 2004.

Os BTEX séo poluentes altamente toxicos e carcinogénicos, que quando acumulados,
estes compostos trazem riscos para 0 meio ambiente, assim como para sua fauna e flora
(DANGI; SHARMA; SHUKLA, 2018).

Hidrocarbonetos que possuem dois ou mais anéis aromaticos sdo designados como
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs), classificados também como poluentes

organicos persistentes (POPs) (ALLEBRANDT, 2015). Estes compostos sdao eminentemente
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nocivos aos seres vivos e sdo denominados bioacumulativos, pois concentram-se nos
microrganismos, plantas, e animais, incluindo o ser humano (GREENPEACE).

Nos estudos ambientais esses contaminantes sdo conceituados como prioritarios, 0s
mesmos podem ser causa de mutacGes e tumores em sistemas bioldgicos. Os PAHs séo
transportados, principalmente, por meio de material particulado fino ou através da agua,
devido a isso atingem regides afastadas de sua origem (AZEREDO; MEIRE; TORRES,
2007).

Ja os hidrocarbonetos totais de petroleo (TPHs) sdo caracterizados como a quantidade
de hidrocarbonetos de petroleo presentes no meio ambiente, as quais podem ser coletadas em
agua, solo ou sedimentos. De outra forma, essa analise pode ser denominada de analise de
Oleos e graxas, analise de 6leos minerais, analise de hidrocarbonetos extraiveis do petréleo
(PEREIRA, 2012).

Derramamentos de alcool combustivel também sdo preocupantes, principalmente
quando ocorrem em corpos de agua utilizada para abastecimento publico, o etanol puro se

torna-se nocivo pela sua rapida mobilidade em agua e dificil deteccdo (MARTINS, 2004).

2.4 BIODEGRADACAO E BIORREMEDIACAO

O processo de biodegradagdo é a transformacdo de compostos organicos naturais ou
xenobidticos por microrganismos. O carbono organico do composto biodegradavel é
convertido, em partes, em CO> e H>0O, se a degradacdo for completa em condicdes aerdbias,
ou em uma mistura de CO2 e CH4 quando ocorrer em condi¢Bes anaerdbias, e parcialmente
em biomassa. Mas parte do carbono também pode permanecer na forma de metabdlitos ou
ndo ser convertido (ARMAS, 2017; BRIASSOULIS; MISTRIOTIS, 2018)

A degradacdo microbiana € um processo importante para determinar o destino de
substancias antropogénicas no meio ambiente. Ela pode transformar potencialmente quimicos
perigosos em produtos menos ou mais nocivos (ACHARYA et al., 2019).

Biorremediacdo ¢ um método de tratamento de solos contaminados, especialmente,
por compostos quimicos organicos utilizando microrganismos que realizam a degradagédo
dessas substancias. Essa tecnica pode proporcionar a reutilizacao apropriada do solo tratado e
reduzir a disposigéo de residuos de solo em aterros sanitarios (EPA, 2005).

As populagdes microbianas precisam de condic¢des adequadas para a biodegradagéo do
contaminante, se estas ndo forem atendidas, os microrganismos entrardo em laténcia até que

sejam proporcionadas condigdes ideais (SEABRA, 2008). Essa biotecnologia pode sofrer
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interferéncia tanto de fatores bioticos, quanto de fatores abiéticos, dentre eles estdo os
microrganismos (biomassa, diversidade populacional, atividades enzimaticas); aspectos
fisicos e quimicos do local contaminado e as propriedade do substrato (ANDRADE et al.,
2010; BOOPATHY, 2000). Pode-se citar como 0s principais:

a) Concentracdo do contaminante: a taxa de biodegradacdo de um contaminante
organico, geralmente varia de acordo com a sua concentracdo, porém altas concentraces
podem ser prejudiciais aos microrganismos (SEABRA, 2005). Dibble e Bartha (1979 apud
SEABRA, 2005) apresentaram que quando aumenta-se a concentracdo de hidrocarbonetos na
faixa de 1,25 a 5% em relacdo a massa de solo seco, isso provoca um aumento da evolucdo de
CO2. Mas para 10% de hidrocarbonetos ocorreu um decréscimo de CO,. Murshid et al. (2018)
demostraram que concentracdes de lodo oleoso maiores que 1 % causaram diminuicdo no
OD, assim como reducdo da atividade enzimatica e producdo de biossurfactantes. Os
pesquisadores concluiram que isso pode ser devido a toxicidade da bora de éleo em alta
concentragéo.

b) Temperatura: € um dos fatores mais relevantes no monitoramento da atividade
microbiana e dos indices de biodegradacdo do contaminante. A temperatura afeta as reacdes
bioquimicas e as taxas de muitas delas dobram a cada 10 °C de aumento, até se atingir uma
certa temperatura, onde ha morte celular, que fica em torno de 40 °C (KENSA, 2011,
SEABRA, 2005). Murshid et al. (2018) apresentaram que os isolados microbianos tem
eficacia na producdo de biossurfactantes e enzimas em temperaturas entre 30 e 40 °C. Kensa
(2011) apresentou que entre 15 e 45 °C ha condicGes para a atividade microbiana, porém a
degradacdo 6tima ocorre no intervalo de 20 — 30 °C.

c) Umidade: a &gua disponivel é essencial para todos 0s organismos vivos e a irrigacao é
necesséria para atingir a umidade ideal (KENSA, 2011). E necesséario que o solo tenha
umidade satisfatoria para o0 crescimento dos microrganismos aptos a degradar
hidrocarbonetos, mas ndo pode haver muita umidade, pois ira diminuir a permeabilidade do
solo. Além do crescimento microbiano a agua contribui para a difusdo dos nutrientes,
eliminacdo de excretas e influencia na volatilizacdo (SEABRA, 2005). Segundo Kensa (2011)
a umidade 6tima fica entre 30 e 90 % da capacidade de campo, e na faixa de 25 — 28 % ainda
ha atividade microbiana. Baptista, Cammarota e Freire obtiveram umidade em uma faixa de
52 a 55 %, verificou-se que a mesma era alta, com possivel interferéncia nos ensaios de
biodegradabilidade, impedindo a boa aeracgéo do solo.

d) Nutrientes: a disponibilidade de nutrientes no meio € indispensavel para que a

descontaminacao seja potencializada pelos microrganismos, pois o crescimento de micrébios
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heterotréficos depende de uma quantidade ideal de nutrientes, como nitrogénio, fdésforo e
potdssio (AGU et al, 2017; SAMPAIO et al., 2019). E servem como suplementos para
biodegradacdo (DEVI et al., 2011). A propria matéria organica é fonte de macronutrientes
como nitrogénio, fosforo e enxofre (BOOPATHY, 2000). Sampaio e colaboradores (2019)
realizaram tratamentos com isolados bactérianos em meio Bushnell-Haas com 1% de
petroleo bruto e NPK. Os pesquisadores demostraram que os tratamentos com NPK por 15 e
28 dias apresentaram remocdo de naftaleno de aproximadamente 20% e 40 %,
respectivamente. Os estudos de Agu, Ibiene e Okpokwasili (2017) revelaram que a
combinacdo de CoSOs4, MnSO4 e NPK foi eficiente na degradacdo de fenol em aguas
residuais de refinaria de petroleo.

e) Oxigénio: a maioria dos hidrocarbonetos do petroleo sdo degradados em condicbes
aerobias (MARIANO, 2006). Embora vérias substancias sejam degradadas pelo processo
anaerobio, as técnicas onde o oxigénio encontra-se como aceptor de elétrons sdo mais rapidas
(SEABRA, 2005). O oxigénio interfere na taxa de degradacéo, e pode ser adicionado ao meio
através do processo de bioestimulacdo (SAMPAIO et al., 2019). Microrganismos aerdbios,
frequentemente tem sido utilizados para degradar pesticidas e hidrocarbonetos, muitas
bactérias usam o contaminante como a Unica fonte de carbono e energia. Micrébios
anaerobios ndo sdo tdo utilizados quanto os aerdbios, mas hd um crescente interesse em
bactérias anaerdbias para biorremediacdo de bifenilos policlorados em sedimentos fluviais,
descloracdo do solvente tricloroetileno e cloroformio (KENSA, 2011). A biodegradacdo de
hidrocarbonetos pelo processo anaerébio € muito estudada, mas pobremente compreendida
(CRUZ, 2009). Em sua pesquisa, Cruz (2009) verificou que a vulnerabilidade de
biodegradacdo para as classes de biomarcadores utilizados difere em condicGes aerébias e
anaerdbias, e também, através da observacdo do Indice de Preferéncia por Carbono (IPC) que
isolados aerdébios degradam prioritariamente n-alcanos com ndmero par de carbonos, em
comparacao aos de nimero impar, o contrario ocorre com isolados anaerébios que preferem
n-alcanos com numero impar de carbonos.

f) pH: o pH do ambiente esta diretamente relacionado a atividade metabdlica dos
microrganismos, a tolerancia a esse fator depende de cada espécie microbiana. De acordo com
Tsai et al. (1992 apud MUTECA, 2012) com relacdo ao pH, os micrébios podem ser
classificados como:

¢ Indiferentes: desenvolvem-se em uma ampla faixa de pH. Incluindo muitas bactérias,

que crescem em uma faixa de 6,0 a 9,0 e para fungos os valores divergem entre 2,0 e 8,0;
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e Neutrofilos: crescem em pH neutro até levemente alcalino. Geralmente, as
cianobactérias e algumas diatoméaceas preferem essas condicdes;

e Aciddfilos: preferem faixas de pH acido;

e Basofilos: ndo toleram valores de pH menores que 8,0.

Kensa (2011) apresenta que em um solo com pH entre 55 e 8,8 ha atividade
microbiana, porém os valores 6timos para a degradacao do petréleo ficam em torno de 6,5 —
8,0. Se o solo estiver muito acido € possivel aumentar o pH com adicao de calcério. A maioria
dos pesquisadores, incluindo Sampaio et al. (2019) e Muteca (2012) fixaram o pH do meio
caldo nutriente em 7,0 para o cultivo das bactérias.

g) Capacidade de degradacdo: microrganismos capazes de degradar derivados do petroleo
estdo presentes em quase todos os ambientes subterrdneos. Porém é importante em algumas
situacOes, analisar amostras de solo com a finalidade de confirmar a existéncia de degradantes
de hidrocarbonetos e a auséncia de niveis tdxicos do contaminante que podem inibir a eficacia
da comunidade microbiana (EPA, 2017). Esses microrganismos tem a habilidade de se
adaptar as fontes de carbono e energia presentes no meio, desde acucares de facil
metabolizacdo até compostos complexos, como os BTEX. Em circunstancia onde se constata
a presenca de poluentes persistentes, € necessario o uso de microrganismos especificos ou
geneticamente modificados (MENEGHETTI, 2007). Mohan et al. (2011) avaliaram
biorremediacdo anaerdbia de lodo oleoso de petr6leo em um reator com aplicacdo de
diferentes técnicas, bioaumentacdo, bioestimulacdo e inclusdo de co-substrato (esgoto
doméstivo) e obtiveram bom padrdo de biodegradacdo para PAHSs, onde o naftaleno obteve
maior taxa de degradacao (97,8%). Nesse estudo, em todos 0s reatores, 0s hidrocarbonetos de
menor peso molecular obtiveram maior degradacdo comparado aos de alto peso.

A EPA 510/95 apresenta a ordem de biodegradacdo dos constituintes do petréleo, e

seus respectivos derivados, conforme € mostrado no Quadro 4.
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Quadro 4 — Biodegradabilidade de constituintes do petrdleo

Derivados onde os
Biodegradabilidade Constituintes constituintes sao
habitualmente encontrados
Mais biodegragavel N-butano, n-pentano, n-octano | Gasolina
Nonano Oleo diesel
Met_llbutano, dimetilpentenos, | zasolina
metiloctanos
Benzeno, tolueno, etilbenzeno, .
. Gasolina
xilenos
Propilbenzenos Oleo diesel, querosene
Decanos Oleo diesel
Dodecanos Querosene
. Oleos combustiveis para
Tridecanos .
aquecimento
Tetradecanos Oleos lubrificantes
Naftalenos Oleo diesel
Fluorantenos Querosene
. Oleos combustiveis para
Pirenos .
aquecimento
Menos biodegradavel | Acenaftenos Oleos lubrificantes

Fonte: Adaptado de EPA, 1995.

De acordo com a EPA 589/05 existem dois tipos de biorremediacgéo: in situ, ou seja,
tratar no local, podendo ser realizado em solos e dguas subterraneas, e ex situ, que consiste em

remover a massa contaminada e tratar fora do local.

2.4.1 Biorremediacao in situ

Segundo Leo et al., 2014 a biorremediacdo in situ é segmentada em intrinseca e com
intervengdo. O método intrinseco, denominado também como atenuagéo natural, ocorre sem
intervencdo humana, onde faz-se apenas um monitoramento regular, por isso € considerada
uma forma passiva de remediacdo que envolve varios processos naturais. Apesar de ndo haver
nenhuma adequacdo das condi¢fes ambientais e nem acréscimo de nutrientes ou organismos,
a diminuigcdo da concentracdo do contaminante € capaz de acontecer de forma continua.
Porém isso ndo implica que esses processos serdo eficazes em todos os locais para atender aos

objetivos de remediacao dentro de um prazo razoavel (EPA, 2017; LEO et al., 2014).
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A biorremediacdo com intervencéo é realizada quando as condic¢des naturais do local a
ser remediado ndo sdo adequadas para o desenvolvimento microbiano, 0s processos Sao
melhorados através de intervenc@es artificiais planejadas. Os microrganismos nativos podem
ser estimulados pela suplementacdo com fonte de carbono, nutrientes ou aceptores de
elétrons. Também ha possibilidade de introduzir-se microbios pré-selecionados. Quando as
incorporagdes sdo feitas diretamente na zona saturada (abaixo do lengol freético) a estratégia é

conhecida como biosparging (LEO et al., 2014).

2.4.2 Biorremediacao ex situ

Por ser realizado fora do local contaminado, em instalacdes adequadas para receber o
contaminante, o processo ex situ possibilita um maior controle e manuseio das técnicas, pois é
possivel utilizar mais recursos do que no tratamento in situ (LEO et al., 2014).

As técnicas ex situ podem ser dirigidas nas fases liquida, lamosa ou solida.
Lanfarming, biopilha e compostagem sdo estratégias de destaque em fase sélida. J& os
biorreatores sdo conduzidos em fase liquida ou lamosa (LEO et al., 2014; MARIANO, 2006).

Landfarming: comumente utilizado para degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo
em refinarias. Neste processo o solo contaminado é escavado e distribuido em um substrato
devidamente preparado, que normalmente conta com a adicdo de nutrientes, irrigacdo e
revolvimento mecanizado (LEO et al.,, 2014). A técnica reduz a concentracdo de
hidrocarbonetos de petréleo, principalmente pela acdo das bactérias, embora a volatilizacao,
processos abidticos e biodegradacdo mediada por fungos também possam ocorrer (BROWN
et al., 2016).

Compostagem: processo de biodegradacdo aerdbia, em que o material contaminante é
misturado com um agente de volume, como esterco ou residuos agricolas ndo perigosos, e
pode ser realizada em leiras estaticas ou aeradas (BOOPATHY, 2000; LEO et al., 2014). A
compostagem é utilizada para o tratamento de residuos organicos, tendo como produto final, o
composto, que é utilizado como fertilizante. Esta técnica reduz os impactos ambientais da ma
disposicdo destes residuos e propicia um modelo de desenvolvimento sustentavel
(EMBRAPA, 2010).

Biopilha: usualmente utilizado no tratamento de solos contaminados com
hidrocarbonetos de petréleo, € um sistema misto de landfarming e compostagem. Apresenta-
se como uma versao mais aprimorada do landfarming que busca o controle de perdas fisicas

por lixiviacdo e volatilizacdo pelo isolamento do solo contaminado ao longo do tratamento
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(LEO et al., 2014). Esse sistema € usado em tratamentos de curta duragdo (3 a 6 meses), em
condigdes otimizadas (SEABRA, 2005).

Biorreatores: a biodegradacdo é feita em contéiner ou reator, pode ser usada para
tratamento de liquidos ou lodo (BOOPATHY, 2000). Quando a populacdo de microrganismos
existentes nos residuos ndo for suficiente, novos microbios podem ser adicionados ao sistema
(LEO et al., 2014). Segundo Seabra (2008), no final do processo o lodo é desidratado, e
quando for preciso, 0 mesmo podera passar por tratamento adicional (biopilha ou

landfarming).

2.5 TECNICAS DE BIORREMEDIACAO

A biorremediacdo pode ser realizada através técnicas como biodegradacdo natural
(biorremediacdo intrinseca), ou por meio de melhoramento na biodegradacao natural,
realizando-se a inser¢do de microbios, inclusdo de nutrientes (como nitrogénio e fésforo),
doadores de elétrons (como metanol ou &cido latico em processos anaerobios), aceptores de
elétrons (como oxigénio em processos aerdébios). As tecnologias de melhoramento podem ser

realizadas in situ ou ex situ (EPA, 2001).

2.5.1 Atenuagéo Natural Monitorada

A atenuacdo natural consiste na degradacdo do contaminante sem intervencdo, onde
utiliza-se a habilidade de recuperagdo dos microrganismos do préprio local juntamente com
processos fisicos e quimicos naturais (PERELO, 2010). Nesse processo ndo ha adequacdo das
condi¢cdes ambientais, a degradacdo acontece pela adaptacdo da microbiota indigena a
presenca do contaminante. A populacdo microbiana passa a utilizar o composto organico
poluente como fonte de carbono, reduzindo a sua concentragdo ao longo do tempo
(BEZERRA et al., 2009).

O termo monitorada refere-se a confiabilidade do processo de atenuacdo natural em
atingir os objetivos de descontaminagdo do local em um tempo razodvel, comparando-se a
outros método mais ativos, no contexto de limpeza do local cuidadosamente controlada e
monitorada. O monitoramento de desempenho do processo € essencial para esse método, por

iSS0 a énfase no monitoramento no termo de “atenuagdo natural monitorada” (EPA, 2017).
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Segundo a EPA 510/17 outros termos sdo encontrados na literatura, se referindo
também a atenuagao natural, tais como: “remediagdo intrinseca”, “biorremediagao intrinseca”,
“biorremediacao passiva”, “recuperagao natural” e “assimilagdo natural”.

Lv et al. (2018) avaliaram a eficacia e 0 mecanismo de atenuacdo natural em um local
contaminado com hidrocarboneto de petroleo. Os resultados desse estudo apresentaram que
com a atenuacéo natural, a pluma de contaminagéo reduziu 60 % em quatros anos.

Agnello et al. (2016) demostraram que pelo processo de atenuacdo natural houve
reducdo de 37 % de TPH, ap6s 90 dias de experimento, deste modo 0s microrganismos
nativos do solo pareceram adaptados para a degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo.

Serrano et al. (2008), em seu estudo simularam um derramamento de Gleo diesel, e
monitoraram a atenuacdo natural de hidrocarbonetos alifaticos em um periodo de 400 dias
posteriores ao derramamento, decorrido esse tempo, a concentracdo dos contaminantes
encontrou-se abaixo do valor inicial. Nos primeiros 18 dias, a queda nas concentragdes se deu
principalmente pela volatilizagdo, posteriormente a microbiota do solo utilizou os
hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia, o que foi comprovado pelas taxas de
degradacdo encontradas por eles. Aproximadamente 200 dias apds a contaminagdo, 0S
indicadores de qualidade do solo, biomassa microbiana e atividade de desidrogenase

retomaram seus niveis originais.

2.5.2 Biaumentacao

Bioaumentar consiste na adi¢cdo de microrganismos que tem habilidade de utilizar os
contaminantes existentes no meio como fonte de carbono e/ou energia, ou que possam tornar
0 contaminante mais biodisponivel, por meio da producdo de certas substancias (LEO et al.,
2014). Tratando-se de derivados do petréleo sdo introduzidos microrganismos oleofilicos, isto
é, que tem afinidade com éleos (MARANHO; SILVA, 2019).

A bioaumentacdo pode ocorrer de formas distintas, as quais dependem da origem dos
microrganismos a serem inseridos: espécies aldctones, ou seja, vindos de outra regido
biogeogréfica; culturas isoladas do préprio local a ser remediado que posteriormente seréo
reintroduzidas; ou a insercdo de organismos geneticamente modificados (OGM), capazes de
codificar enzimas responsaveis pela degradacao do contaminante. A adi¢do destes microbios é
feita através de culturas bacterianas puras ou por consércios microbianos (LEO et al., 2014;
MARANHO; SILVA, 2019).
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Se a capacidade de degradacdo for confirmada, seja ela realizada por um
microrganismo especifico ou através de consdcios microbianos, é necessario que estudos em
microcosmos sejam feios para averiguar o potencial de adaptacdo em relacdo a microbiota
nativa do local a ser remediado (LEO et al., 2014).

Essa técnica é necessaria quando um local contaminado ndo possui 0s requisitos
necessarios para que o processo de degradacdo ocorra. Assim, esse processo tem como
objetivo acelerar a biodegradacdo por meio da intensificacdo do crescimento microbiano,
(MARIANO, 2006). A utilizacdo da mesma é explicada por dois motivos principais: a
exigéncia de uma répida degradacdo das substancias contaminantes e a reducdo do tempo de
adaptacdo, por serem microrganismos pré-selecionados, que geralmente antecede a
degradacéo realizada pelos microbios do local (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

Estudos realizados por Di Gregorio et al. (2016) utilizaram diferentes espécies de
Stenotrophomonas e Pseudomonas spp. Os resultados apresentaram que apés 6 dias de
incubacdo, os isolados bacterianos foram capazes de degradar entre 78,81 a 100 % de n-
alcanos de 12 a 30 carbonos.

Na pesquisa de Deon et al. (2012), a biaumentacdo apresentou-se mais eficiente para
remocdo de 6leo lubrificante quando comparada a atenuagdo natural. Ja para a biorremediacédo
do 6leo diesel ndo ocorreram diferencas significativas entre as duas técnicas, sendo que o
diesel demostrou as menores taxas de remogao.

Agnello et al. (2016) obtiveram eficiéncia de 59 %, apds 90 dias, com aplicacdo da

técnica de biaumentacdo com a espécie bacteriana Peseudomonas aeruginosa.

2.5.3 Bioestimulagao

A bioestimulacdo é uma técnica, usualmente utilizada, com o intuito de estimular a
atividade microbiana nativa do solo no local de aplicacdo pela insercéo de sais, aceptores de
elétrons (como oxigénio, nitrato, sulfato e dioxido de carbono), enzimas extracelulares,
surfactantes, da mesma maneira que otimizagdo de alguns fatores, tais como monitoramento e
correcdo da a umidade e pH, dentre outras alternativas. Para se ter maior eficiéncia no
processo a adicdo de suplementos especificos € mais indicada, a qual necessita de um estudo
preliminar da microbiota autoctone (LEO e al., 2014).

Considerando um solo contaminado com hidrocarbonetos de petréleo, no processo de
bioestimulagdo, os microrganismos nativos podem ou nédo preferir os hidrocarbonetos como

fonte de alimento (SARKAR et al., 2005). No entanto condi¢des adequadas aumentam o
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crescimento e o0 metabolismo dos microrganismos autoctones, assim eles utilizardo o
contaminante como fonte de carbono e energia, ocorrendo uma degradacdo mais rapida e com
melhor percentual (MARANHO; SILVA, 2019).

Na bioestimulacio a suplementacdo de nutrientes para degradacdo dos
hidrocarbonetos, sdo focados na adi¢éo de nitrogénio e fésforo, organico ou inorganico. Como
o carbono é o principal constituinte dos derivados de petréleo, ele tem sido usado para
determinar as quantidade de N e P que devem ser adicionadas para obter uma 6tima relacéo
C:N:P (SARKAR et al., 2005). A falta destes nutrientes essenciais, assim como de aceptores
de elétrons, sdo fatores criticos para o desempenho da bioestimulagdo (ROY et al., 2018).

Andreolli et al. (2015) realizaram experimentos em um solo queimado de floresta
contaminado com hidrocarbonetos toxicos, a partir dos ensaios de campo, alcangou-se apds
60 dias, aproximadamente 70 % de reducdo de hidrocarbonetos com aplicacdo da
bioestimulagéo.

Fan, Gong e Qin (2013) obtiveram resultados significativos para bioestimulacdo por
adicdo de nutriente em um solo contaminado com petréleo. A técnica aplicada por eles
provocou uma rapida reducdo de TPH em 60 dias, logo uma diminuicdo na degradacdo até
180 dias. No final do processo obteve-se 61,2 % de eficiéncia para remogéo de TPH.

ROY et al. (2018) demostraram que a maior biodegradacdo de TPH foi obtida ap6s
120 dias, pela técnica de bioestimulacdo com N e P incrementada com bioaumentacéo, a qual

obteve percentual de degradacdo aproximado em 75 %.

2.6 SUBSTANCIAS PASSIVEIS A BIORREMEDIACAO

Conforme a EPA 589/05, a biorremediacdo é uma técnica de tratamento adequada para
diversos compostos organicos, compreendendo: compostos organicos volateis; benzeno,
tolueno, etilbenzeno, xileno (BTEX); compostos fendlicos; hidrocarbonetos aromaéticos
policiclicos (PAHS), particularmente 0os compostos aromaticos simples; hidrocarbonetos de
petréleo; compostos nitroaromaticos.

Essa técnica, normalmente, ndo é adequada para solos contendo: metais; PAHs

complexos (alto peso molecular); hidrocarbonetos clorados.
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2.7 VANTAGENS E DESVANTAGENS DA BIORREMEDIACAO

Por ser um método natural de remediacéo, a biorremediacéo é vista pelo publico como
um processo aceitavel de tratamento para locais contaminados, como o solo. No entanto ela é
limitada a compostos que séo biodegradaveis (KENSA, 2011).

Visando alcancar uma biorremediacdo bem sucedida, os métodos de biorremediacdo
necessitam ter os microbios certos no local correto, com os fatores ambientais adequados para
que a degradacéo aconteca (BOOPATHY, 2000).

Da mesma forma que as outras técnicas de tratamento, a biorremediacdo também traz

seus beneficios e limitagdes.

2.7.1 Vantagens

Em comparagdo com meétodos convencionais de tratamento, como incineracéo, aterro,
lavagem de solos, entre outros, a biorremediacao: é geralmente mais econémica; apresenta
boa aceitacdo publica; ha incentivo das agéncias reguladoras ambientais a respeito de sua
utilizacdo e; pode ser associada a outros processos quimicos ou fisicos de tratamento
(SEABRA, 2008).

Conforme o exposto por Kensa (2011):

e Em teoria, a biorremediacéo € utilizada para completa destruicdo de uma variedade de
contaminantes;

e Muitos compostos considerados perigosos sdo convertidos em produtos inofensivos
(como agua e diéxido de carbono), isso elimina a futura responsabilidade associada a
tratamento e disposicdo de materiais contaminados;

¢ Nao transfere contaminantes de um meio para outro, como do solo para 4gua ou ar,
pois € possivel a total destruicdo dos mesmos;

e Quando ¢ realizada “in situ”, ndo ha necessidade de transporte de residuos, e acaba
com as possiveis ameacas a saude humana e ao meio ambiente que podem ocorrer durante o

transporte.
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2.7.2 Desvantagens

H& varias limitacdes para o0 uso de microrganismos como forma remediadora. Muitas
substancias ndo sdo passiveis a biodegradacdo, e em alguns casos, a degradacdo do
contaminante pode gerar metabolitos toxicos (SEABRA, 2008).

Kensa (2011) apresentou algumas limitacGes do processo:

e Nem todos 0s compostos sdo suscetiveis a degradacédo rapida e completa;

e Processos bioldgicos tendem a ser altamente especificos, por isso fatores importantes
do local sdo necessarios para a eficiéncia do processo, como 0S microrganismos com
habilidade degradadora, condi¢des ambientais apropriadas para os crescimento dos microébios,
e niveis adequados de nutrientes e contaminantes;

e E dificil extrapolar os estudos em escala piloto para operagdo em grande escala;

e Necessita-se de pesquisa para desenvolver e projetar as tecnologias de biorremediacao
que sdo adequadas para os locais com misturas complexas de contaminantes que ndo sao
uniformemente dispersos no ambiente. Contaminantes como solidos, liquidos e gases podem

estar presentes.

2.8 BIOSSURFACTANTES

Substancias que apresentam caracteristicas emulsificantes ou surfactantes, séo
produzidas por inimeros organismos Vivos, desde plantas (saponinas), microrganismos
(glicolipidios), até estruturas animais mais complexas como o corpo humano (sais biliares e
surfactante pulmonar). Os biossurfactantes sdo compostos de origem microbiana que
apresentam alta atividade de superficie e emulsificante, no entanto existem muitas moléculas
biolégicas com acdo surfactante (BENTO; CAMARGO, GAYLARDE, 2008). Essas
moléculas podem ser parte da membrana celular dos microrganismos ou serem liberadas
extracelularmente (SHARMA,; SINGH; VERMA, 2018).

Por defini¢do, um surfactante € uma molécula anfipética, ou seja, é composto por uma
porc¢édo hidrofilica e outra hidrofobica. A diminuicdo da tensé@o superficial ocorre atraves da
caracteristica anfipatica (por¢éo polar/apolar) da molécula, que pode reduzir a energia livre do
sistema por meio do deslocamento de moléculas com alta energia do interior da solugéo para a
interface (BENTO; CAMARGO, GAYLARDE, 2008).

Os biossurfactantes sao produzidos por bactérias, fungos filamentosos e leveduras ao

longo do crescimento em diversas fontes de carbono, comegando em substancias hidrofilicas,
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como a glicose, até compostos hidrofébicos, como é o caso dos hidrocarbonetos (BENTO,;
CAMARGO, GAYLARDE, 2008).

S&o reconhecidos industrialmente e possuem varias aplicacdes biotecnologicas, no
entanto eles ainda representam um desafio quanto ao conhecimento de novas espécies
produtoras, métodos de anélise, extracdo, purificacdo e otimizagdo da producdo. Sendo assim,
essas substancias devem ser investigadas, mobilizando diversos setores industriais (BENTO;
CAMARGO, GAYLARDE, 2008).

A utilizacdo desses compostos pelas inddstrias tem carater promissor devido a sua
biodegradabilidade, baixa toxidade e capacidade de otimizacdo da biodegradacdo e
solubiliza¢do de compostos pouco sollveis, porém ha necessidade de informac6es especificas
para prever e modelar o desempenho dos mesmos (MULLIGAN, 2005).

Biossurfactantes apresentam melhora na biorremediacédo de hidrocarbonetos através de
dois mecanismos: aumento da disponibilidade do substrato para os microbios; e interagdo com
a superficie celular, o que amplia a hidrofobicidade celular, possibilitando que compostos
hidrofobicos se liguem com mais facilidade as células. Os surfactantes bioldgicos apresentam
vantagens em relacdo aos sintéticos, pois possuem uma diversidade mais ampla de tipos,
estabilidade a temperaturas extremas, niveis de pH e salinidade, bem como habilidade de
producdo através da fermentacdo de matérias-primas renovaveis (BEZZA; BEUKES;
CHIRWA, 2015).

Além do uso na biorremediacdo de hidrocarbonetos, essas substancias biolégicas
apresentam utilidade nas inddstrias agricola, cosmética, farmacéutica, alimenticia, téxtil, de
papel, detergentes e tintas. Pesquisas revelam o efeito de surfactantes biol6gicos para o
melhoramento da biorremediagdo por microrganismos autéctones de solos contaminados com
petréleo bruto (BEZZA; BEUKES; CHIRWA, 2015), por exemplo, Xia et al (2014)
demostraram que o lipopeptideos produzidos por Pseudomonas sp. possuem 92,46 % de
eficiéncia para remocdo de 6leo pesado.

Pode-se observar na Figura 2 que quanto maior o concentracao de surfactante no meio,
maior € a solubilidade da fase apolar, ja a tensdo superficial e a tensdo interfacial séo
inversamente proporcionais a concentragdo do surfactante. Sendo assim a presenga do

surfactante reduz as tensdes no meio e aumenta a solubilidade.
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Figura 2 — Interferéncia da concentracdo de surfactante na tensdo superficial, tensdo
interfacial e solubilidade.
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Fonte: MULLIGAN, 2005.
Nota: CMC = concentracdo critica de micelas; alguns pardmetros variam de acordo com a concentracdo de

surfactantes (“surfactante concentration”), como solubilidade (“solubility”), tensdo superficial (“surface
tension”), tenséo interfacial (“interfacial tension”).
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Na Figura 3 esta apresentado o fluxograma da metodologia proposta para este estudo.

Figura 3 — Fluxograma da abordagem metodoldgica conforme ordem das etapas de execucao.
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3.1 COLETA DE AMOSTRAS, ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS E PREPARO
DO INOCULO

3.1.1 Coleta da amostra de agua residuaria

As cepas utilizadas para este estudo foram isoladas a partir de uma amostra de agua
residuaria coletada em uma caixa separadora de gordura de uma lavagem de veiculos em
Santo Angelo/ RS. A amostragem desse residuo em especifico foi sugerida por se tratar de um
ambiente com a presenca de diversos hidrocarbonetos, utilizados como combustiveis ou como
lubrificantes de veiculos, a presenca visual de 6leos e graxas foi constatada no momento da
amostragem.

Foram coletadas trés amostras de 4gua, uma na superficie do liquido, outra no meio da
coluna d’agua e uma proxima ao fundo da caixa separadora de gordura. Para a coleta foram
utilizados tubos de ensaio estéreis com tampa de rosca. As amostras foram mantidas

refrigeradas (4 °C) ate andlises posteriores.

3.1.2 Isolamento dos microrganismos

O crescimento dos microrganismos foi feito através da técnica de diluicbes decimais,
onde 1 mL de cada amostra foi diluida em 9 mL de soluc&o salina (0,85 g L™ NaCl) estéril
(diluicdo 10'Y). A segunda diluicdo (107?) foi realizada transferindo-se 1 mL da diluicdo 10!
para tubo de ensaio contendo 9 mL de salina, e assim sucessivamente até a diluicdo 1073
Cada diluicéo foi aplicada (100 uL), pela técnica de espalhamento, na superficie de placas de
Petri contendo Agar Padrdo para Contagem (PCA) e mantidas em incubagdo a 30 °C por até 5
dias.

Apos realizou-se a repicagem dos microrganismos, para obtencdo de culturas puras,
utilizando o método de esgotamento em placa, onde uma alca estéril foi mergulhada em uma
cultura mista, e semeada em estrias em PCA e mantidas a 30 °C por 48 h, desta forma as
bactérias cresceram em colbnias isoladas (CASE; FUNKE; TORTORA, 2017). Desse

processo resultaram 11 cepas que foram usadas para 0s testes seguintes.
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3.1.3 Ino6culos bacterianos

Preparou-se o0s inoculos bacterianos a partir dos isolados contidos nas placas de PCA.
Com a intencdo de obter uma suspensao de cada cepa isolada, a biomassa bacteriana coletada
das placas foi adicionada ao meio mineral BH (Bushnell-Haas) que consiste em (g L™):
MgSO0s, 0,2; CaCls, 0,02; KH2PO4, 1,0; KoHPO4, 1,0; NHasNO3 ou (NH4)2S04, 1,0; e FeCls,
0,05. O meio foi ajustado para pH 7,0 a 7,2 com diluicdo de NaOH (BUSHNELL; HAAS,
1941).

A densidade 6ptica (OD) da suspensao bacteriana foi ajustada para 0,1 — 0,4 abs
(unidades de absorbancia) em A = 600 nm no espectrofotdmetro (CERQUEIRA et al., 2012).

Para realizacdo dos experimentos utilizou-se as suspensdes preparadas.

3.2 PREPARO DOS CONTAMINANTES

O oleo diesel S500 e o etanol foram adquiridos em um posto de combustivel no
municipio de Cerro Largo/RS, ja a GAV foi adquirida em um posto de abastecimento de
avides de pequeno porte do municipio de Santo Angelo. Os mesmos foram levados ao
laboratdrio de Microbiologia e esterilizados através de filtracdo por membranas de 0,22 pum.
Posteriormente, foram acondicionados a temperatura ambiente, em frascos de vidro
esterilizados, envoltos com papel aluminio para prevenir foto-oxidacdo (DELLA-FLORA,
WELTER, 2018).

3.3 TESTES PRELIMINARES

Testes preliminares da capacidade biodegradadora e da producdo de biossurfactantes
(itens 3.4 e 3.5) foram realizados com 11 bactérias distintas, utilizando diesel comercial S10
como contaminante, o qual foi adquirido em um posto de combustivel em Cerro Largo/RS. Os
isolados bacterianos foram denominados UFFS.

A metodologia para realizagdo desses procedimentos foi a mesma utilizada nos testes
definitivos, exceto para a producdo de biossurfactantes onde utilizou-se diesel S10 ao invés de
tolueno como fase organica. Ao final desses testes selecionou-se quatro culturas bacterianas
que obtiveram melhores resultados para serem submetidas aos testes com o0s demais
combustiveis (Diesel S500, Etanol Combustivel e GAV).
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3.4 ANALISE DA CAPACIDADE BIODEGRADADORA

Para esta analise utilizou-se o aceptor artificial de elétrons 2,3,5—cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC), como indicador redox. O TTC é reduzido por quase todos o0s
microrganismos a trifenil formazan (TPF) que pode ser estimado colorimetricamente (ALEF,
1995; BENTO et al., 2005). A reducédo do TTC a TPF foi visualizada pelo surgimento de cor
rosada, tendo algumas variacdes de acordo com a coloracdo do combustivel. Portanto a
reducdo do TTC prevé a habilidade dos microrganismos em utilizar os combustiveis como
substrato (CERQUEIRA et al., 2012), ou seja, degrada-los.

Os testes foram realizados em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pogos, que
possuem volume util maximo de 300 puL em cada poco (CERQUEIRA et al., 2012; SOUZA
et al., 2016). Adicionou-se as microplacas 15 pL de indculo (5 % do volume util do pogo);
30 pL de combustivel (na concentracdo de 10 %); 255 uL de meio mineral BH estéril com
TTC para preencher o pogo. Deste modo, o combustivel era a Unica fonte de carbono e
energia para as bactérias.

Os experimentos foram realizados em triplicata para cada um dos combustiveis, sendo
que as placas foram incubadas por 15 dias a 30 °C e cobertas com aluminio, para evitar foto-
oxidagdo. A cada 5 dias foi avaliada a mudan¢a de coloragdo, definindo “positivo” para

mudanga de cor e “negativo” quando ndo houve alteragdo da mesma.

3.5 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

A producéo de biossurfactantes foi determinada através do indice de emulsificacéo, e
dos resultados para o nivel de hidrofobicidade celular (CERQUEIRA, 2012). Para esses testes
utilizou-se, inicialmente, tubos de ensaio com tampa onde a partir do volume atil (10 mL)
adicionou-se 1 mL de combustivel (representando 10 % de concentracéo), 8,5 mL do meio
mineral e 500 pL de indculo bacteriano. Os tubos foram montados em triplicada para cada um
dos combustiveis, e incubados a 30 °C com agitagdo de 150 rpm por até 20 dias, sendo que

aliquotas foram coletadas para realizacdo dos experimentos a seguir.

3.5.1 Indice de emulsificacéo (1Ez24)

A atividade emulsificante foi avaliada na auséncia e presenca de células, apds 15 dias

de incubagdo com os combustiveis em estudo. Posteriormente o contetdo dos tubos passou
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por centrifugacdo (10000 g durante 15 min). A suspensdo liquida foi utilizada para os testes
na auséncia de células e o precipitado foi ressuspenso em 10 mL de BH para a anélise na
presenca de células. Adicionou-se 2 mL das suspensdes dos cultivos (com e sem células)
juntamente com 2 mL de tolueno a tubos de ensaio de fundo chato. Agitou-se os tubos em
vortex por 2 min em rotacdo maxima (3800 rpm) e deixou-0s em repouso em estufa durante
24h a 30°C. Passado esse periodo, mensurou-se a altura total da coluna liquida (mm), assim
como a altura da coluna emulsificada (mm), para o célculo do indice de emulsificacao (IE24)

de acordo com Cooper e Goldenberg (1987):

Altura da coluna emulsificada

IE,, = 100 (Equacdo 1)

Altura total da coluna liquida

3.5.2 Hidrofobicidade celular (HC)

O grau de hidrofobicidade celular foi avaliado pelo método de Adesdo Bacteriana a
Hidrocarbonetos (BATH), é um método simples e rdpido para esta finalidade, cujo foi
proposto por Rosenberg (1984).

Com o intuito de se obter maior biomassa celular as células foram incubadas durante
20 dias. Passado esse periodo as células cultivadas em meio mineral com os diferentes
combustiveis foram centrifugadas (10000 g por 15 min), e entdo coletou-se a biomassa celular
que foi lavada com tamp&o PUM (contendo em g-L: KzHPO4-3H20, 22,2; KH2PO4, 7,26;
MgSQ4-7H20, 0,2; e ureia, 1,8), o pH da solucdo foi ajustado em 7,1. Posteriormente a
biomassa bacteriana foi ressuspendida no mesmo tampao até atingir OD entre 0,60,8 unidades
de absorbancia a A = 600 nm.

Em tubos de vidro adicionou-se um aliquota de 2,4 mL da suspensdo celular e 0,4 mL
de tolueno, que foram agitados em vortex por 2 min a 3800 rpm. Manteve-se 0s tubos em
repouso durante 30 min, em seguida a OD da fase aquosa foi mensurada em
espectrofotometro (A = 600 nm), em unidades de absorbancia. Conforme Cerqueira et al.
(2012), a hidrofobicidade [HC (%)] foi expressa como a percentagem de aderéncia das células

aos combustiveis, calculada por:

HC(%) _ [1 . ( OD da fase aquosa )] .100 (Equagéo 2)

OD da supenséo celular inicial
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3.6 COLORACAO DE GRAM

Esse método tintorial foi desenvolvido pelo bacteriologista dinamarqués Hans
Christian Gram. E uma das técnicas de coloragdo mais Uteis, dividindo as bactérias em dois
grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas (CASE; FUNKE; TORTORA, 2017).

Conforme Case; Funke e Tortora (2017), na coloracdo de Gram sdo realizadas as
seguintes etapas (Figura 3):

1. Corante béasico parpura (normalmente cristal violeta) é adicionado a um esfregaco
fixado em calor. A coloracdo purpura colore todas a células e é denominada coloragédo
primaria;

2. Posterior a um curto periodo de tempo, o corante parpura € lavado, e o esfregaco €
recoberto com iodo (lugol), um mordente. Quando o lugol é lavado, tanto as bactérias gram-
positivas quanto as gram-negativas aparecem na cor violeta escura ou parpura;

3. Logo, a lamina é lavada com alcool ou com solugdo de alcool-acetona, que é um
agente descorante, removendo a coloracdo purpura das células apenas de algumas espécies;

4. Apos o alcool é retirado e a lamina é entdo corada com safranina ou fucsina, um
corante basico vermelho. Por fim, o esfregaco é lavado, seco com papel e avaliado
microscopicamente.

Na Figura 4 esta apresentado graficamente as etapas da coloracdo de Gram.

Figura 4 — Etapas da Coloracdo de Gram.
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Fonte: CASE; FUNKE; TORTORA, 2017.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTOS UTILIZANDO OLEO DIESEL S10

Inicialmente, 11 isolados bacterianos com morfologia colonial distinta foram obtidos a
partir da amostra da caixa separadora 6leo/agua. Todos os 11 isolados foram submetidos as
avaliacBGes biodegradabilidade usando o6leo diesel S10, com a finalidade de selecionar as

bactérias que apresentassem os melhores potenciais em relacdo a biodegradacao.

4.1.1 Avaliacéo da habilidade de degradacao

Técnicas que utilizam indicadores redox, como o TTC, baseiam-se na atividade
metabdlica dos microrganismos. Caso o contaminante (doador de elétrons) seja oxidado pelos
microrganismos, o TTC atua como um aceptor artificial de elétrons, sendo, portanto, reduzido
e originando modificacdo de sua coloracdo. Isso indica que o microrganismo foi capaz de
degradar constituintes do combustivel (CERQUEIRA et al., 2012).

Os resultados desta avaliagdo sdo apresentados na Tabela 2. Durante os 15 dias de
incubacdo em meio contendo o indicador TTC e apenas o 6leo diesel S10 (5 %, 10 % e 15 %)
como fonte de carbono orgénico e energia, oito isolados apresentaram potencial de
biodegradacdo nas trés concentragdes testadas. O isolado UFFS 1 apenas apresentou
capacidade de biodegradacdo na presenca de 5 % e 10 % do combustivel, enquanto que 0s
isolados UFFS 4 e UFFS 10 ndo foram capazes de biodegradar constituintes do 6leo diesel
S10.

Tabela 2 — Avaliacdo da degradacdo de 6leo diesel S10 por isolados bacterianos em meio

liquido contendo TTC nas diferentes concentragdes.

Concentracéo de o6leo diesel S10

Isolado

5% 10 % 15 %
UFFS 1 +++ + -
UFFS 2 +++ +++ +++
UFFS 3 +++ +++ +++
UFFS 4 - - -

UFFS 5 ++ +++ ++
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Concentracéo de 6leo diesel S10

Isolado

5% 10 % 15 %
UFFS 6 +++ +++ +++
UFFS 7 +++ +++ T+
UFFS 8 +++ +++ +++
UFFS 9 +++ +++ +++
UFFS 10 - - -
UFFS 11 +++ +++ T+

Fonte: Elaborado pela autora, 2019
Nota: +++: mudangca de cor até o 5° dia; ++: mudanca de cor do 6° ao 10° dia; +: mudanca de cor do 11° ao 15°
dia; —: sem mudanga.

Usando indicador redox, Kumar e Manjunatha (2015) reportaram que, de 45 isolados
bacterianos obtidos a partir de solos contaminados, 23 foram capazes de degradar dleo diesel
(0,1 % v/v). Habib e Yasid (2017) indicaram que duas, dentre nove linhagens bacterianas
isoladas de solo, foram capazes de reduzir indicador redox em meio mineral contendo 6leo
diesel (0,5 %). A partir de 148 bactérias isoladas de solos, 128 demonstraram a habilidade de
degradar 6leo diesel usando indicador redox (NAKAMURA; GERMANO; TSAI, 2014).

Em avaliagdo com 69 isolados bacterianos em meio mineral e usando indicador redox,
15 foram capazes de degradar petroleo bruto (SUNITA et al., 2013). Allebrandt (2015)
segregou 34 microrganismos de solo contaminado de postos de combustivel, que foram
submetidos ao teste com indicador redox TTC, sendo que 24 isolados apresentaram resultados
positivos para degradacao de hidrocarbonetos. Souza et al. (2016) selecionaram uma bactéria
(de 164 microrganismos) degradadora de diesel e biodiesel que causou mudanca de coloracéo

de indicadores redox dentro de 24 h.

4.1.2 Producéo de biossurfactantes e hidrofobicidade celular

Denomina-se emulsdo, a mistura estavel de dois liquidos, criando uma dispersao
coloidal de goticulas de um liquido em outro. Os bioemulsificantes sdo vistos também como
uma subclasse de biossurfactantes que tornam estavel a dispersdo de um liquido em outro,
como 0leo em agua. Misturas de agua e 6leo configuram fases separadas, porém se 0 conjunto
dos liquidos for agitado, o 6leo ira se espalhar na fase aquosa, separando as fases novamente
quando essa agitacdo cessar. Entretanto quando h& adicdo de um surfactante, obtém-se uma
mistura estavel ou uma emulsdo (BENTO; CAMARGO; GAYLARDE, 2008).
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Os biossurfactantes podem ser classificados em duas amplas categorias devido ao seu
peso molecular. Os de baixo peso molecular possuem propriedades que diminuem a tensao
superficial em meio aquoso. Os de alto peso molecular, denominados bioemulsificantes,
formam e estabilizam emulsdes; no entanto, quando ndo apresentam composicdo anfipatica
(porc¢do hidrofilica e hidrofobica), ndo promovem a reducgdo da tensdo superficial (BENTO;
CAMARGO; GAYLARDE, 2008). Pelo indice de emulsificacdo a produgdo dessa emulséo é
avaliada. Considerando que os constituintes do diesel S10 sdo majoritariamente hidrofobicos,
a producdo de surfactantes pode auxiliar as bactérias no incremento da solubilidade e, com
isso, da acessibilidade destes compostos a biodegradacdo (CERQUEIRA et al., 2012).

A produgdo de biossurfactantes e a hidrofobicidade celular foram avaliadas para os
isolados UFFS 1 — 3,5 -9 e 11. Apos 15 dias de incubacdo em meio mineral na presenca de
diesel S10 (10%), submeteu-se os sobrenadantes dos cultivos e suspensdes de biomassa
celular a determinacdo do potencial de emulsificacdo usando o préprio diesel S10 como fase
organica. Os resultados para o indice de emulsificacdo (IE24) sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — indice de emulsificacdo (IE24) na presenca e auséncia de células utilizando diesel
comercial S10.

Isolado 12 (%)
Sem células Com células

UFFS 1 - -
UFFS 2 - -
UFFS 3 2,34 -
UFFS 5 - 0,94
UFFS 6 - 1,86
UFFS 7 - -
UFFS 8 - 0,94
UFFS 9 8,18 10,14
UFFS 11 4,69 4,69
Branco - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Emuls6es produzidas por este método sdo denominadas de estaveis em valores de IE24
superiores a 50 % (BADZINSKI, 2018). Verifica-se, portanto, que os isolados UFFS nédo
foram capazes de produzir emulsdes estaveis. Os isolados UFFS 9 e UFFS 11 apresentaram
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os melhores resultados, tanto na presenca quanto na auséncia de células. Os isolados UFFS 5,
UFFS 6 e UFFS 8 produziram atividade emulsificante associada as células, enquanto que
apenas o0s sobrenadantes dos cultivos do isolado UFFS 3 demonstraram IE2s mensuravel.

Della Flora (2018) demonstrou que, para nove isolados bacterianos obtidos de solo
contaminado artificialmente com diesel S10, e cultivados em meio mineral contendo diesel
S10 (10 %), o IE24 variou de 15 a 63,2 % na presenca de células, e de 5 a 67,5 % na auséncia
de células, usando 6leo diesel como fase organica. O 1E24 em dleo diesel, usando cultivos de
seis linhagens bacterianas, variou de < 10 % a ~ 75 % (MORALES-GUZMAN et al., 2017),
enquanto Khan et al. (2017) observaram 1E24 entre 34,3 % e 48,5 % para sobrenadantes de
cultivo de quatro linhagens bacterianas. ApoOs sete dias de crescimento de um isolado
bacteriano em meio contendo 6leo diesel, o IE24 do meio de cultura (contendo células) foi de
72,7 % usando 6leo diesel como fase organica (MORAIS et al., 2015). Lopes et al. (2014), em
avaliacdo de um isolado bacteriano, indicaram 1E2s de 34,1 % na auséncia de ceélulas,
enquanto que o meio de cultura contendo células néo foi capaz de formar emulsfes com dleo
diesel.

A hidrofobicidade celular foi avaliada indiretamente através da adesdo bacteriana a
hidrocarbonetos, ou seja, este ensaio mensura o grau de hidrofobicidade da superficie celular
por meio da porcentagem de células aderidas a compostos hidroféficos. Células oriundas de
cultivos realizados (15 dias) foram submetidas a este teste usando 6leo diesel S10 como fase
organica. Por meio das medidas de OD inicial e final calculou-se a hidrofobicidade celular.

Os resultados sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Adeséo das células bacterianas a fase apolar (diesel S10).

In6culo HC (%)
UFFS 1 55,63
UFFS 2 13,45
UFFS 3 -
UFFS 5 23,23
UFFS 6 33,84
UFFS 7 -
UFFS 8 12,23
UFFS 9 57,96
UFFS 11 13,79
Branco -

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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O isolado UFFS 9 foi 0 que demonstrou a maior adeséo ao diesel (57,96 %), seguido
do isolado UFFS 1 (55,63 %). J& os isolados UFFS 3 e UFFS 7 ndo apresentaram valores
detectaveis de hidrofobicidade celular usando 6leo diesel S10 como fase organica. Niveis de
hidrofobicidade celular podem ser considerados elevados quando superiores a 40 %
(CERQUEIRA et al., 2012). Comparativamente, a ades&o a dleo diesel variou de 7 % a 100 %
para seis isolados bacterianos (MORALES-GUZMAN et al., 2017). A hidrofobicidade celular
de uma linhagem bacteriana investigada por Ramasamy; Mathiyalagan; Chandran (2014) foi
de 57 % usando 0leo diesel como fase organica.

Hidrofobicidades celulares na faixa de 10 % a 83 % foram reportados para seis
bactérias isoladas de solos contaminados por hidrocarbonetos (NIAZY; HASSANSHAHIAN;
ATAEI, 2016). Na pesquisa de Khan et al. (2017), quatro linhagens bacterianas isoladas de
solo contaminado com petréleo e cultivadas na presenca de diesel demonstraram percentual
de adesdo ao Oleo diesel entre 83 e 87 %. Maiores hidrofobicidades podem apresentar
relevancia no processo de degradacdo pois atuam aumentando, potencialmente, o contato
entre bactéria e hidrocarboneto e, com isso, a taxa de difusdo do contaminante para o interior
da célula, elevando o crescimento bacteriano e taxas de biodegradacdo (BADZINSKI, 2018).

A hidrofobicidade celular € um fator importante na adesao inicial dos microrganismos
entre a fase aquosa e a fase hidrofébica (hidrocarbonetos). Determinadas espécies de bactérias
conseguem degradar hidrocarbonetos liquidos apés a aderéncia a superficie dos combustiveis,
pois o0 contato direto entre a célula bacterina e o contaminante alvo pode causar o aumento da
taxa de difusdo das células, aumentando a dissolucdo dos hidrocarbonetos (CERQUEIRA et
al., 2012).

4.2 EXPERIMENTOS UTILIZANDO DIESEL S500, GAV E ETANOL

A partir dos testes anteriores (IE24 e HC), os isolados UFFS 6, UFFS 8, UFFS 9 e
UFFS 11 foram selecionados para realizacdo dos testes subsequentes. Pelo protocolo de
coloracdo de Gram, foi possivel verificar, microscopicamente, a morfologia bacteriana e seu
perfil tintorial. As bactérias Gram-positivas (G*) foram identificadas pela sua coloracéo
violeta/parpura e as Gram-negativas (G°) pela coloracdo rosada. Apenas o isolado UFFS 11

foi identificado como Gram-positivo. A caracterizagdo destas bactérias € exposta na Tabela 5.
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Tabela 5 — Caracterizagdo dos microrganismos utilizados no processo.

Bactéria Morfologia Gram
UFFS 6 Bastonete -
UFFS 8 Bastonete -
UFFS 9 Coco -
UFFS 11 Bastonete +

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A principal diferenca entre bactérias G* e G~ estd na estrutura da parede celular.
Enquanto que a parede celular das G* possui muitas camadas de peptidoglicano, o que
constitui uma estrutura rigida e espessa, aquela das G consiste em uma ou poucas camadas de
peptidoglicano e uma membrana lipidica externa (CASE; FUNKE; TORTORA, 2017).

Investigacdes demonstram a maior tolerdncia de bactérias G~ aos efeitos nocivos dos
hidrocarbonetos (LAZAROAIE, 2010), bem como uma atuagdo superior quanto a degradagao
de hidrocarbonetos em relagcdo a bactérias G* (MEHDI; GITI, 2008; GEETHA,; JOSHI;
KATHROTIYA, 2013). Neste sentido, estudos indicam a predominancia de bactérias G~ em
ambientes impactados por hidrocarbonetos e sua essencial participacdo em processos de
degradacéo destes contaminantes (MARGESIN; HAMMERLE; TSCHERKO, 2007; PEREZ-
DE-MORA; ENGEL; SCHLOTER, 2011; CASTRO-GUTIERREZ et al., 2012).

4.2.1 Andlise da capacidade degradadora

Os quatro isolados pré-selecionados foram utilizados nos testes de biodegradacdo com
diferentes combustiveis (diesel S500, GAV e etanol), na concentracdo de 10% (v/v). Na
presenca de diesel S500, todos os isolados apresentaram mudanca de coloragdo nos primeiros
5 dias de ensaio, ou seja, tém capacidade de degradar constituintes deste combustivel
(Tabela 6), corroborando com a degradacéo de constituintes do 6leo diesel S10 (Tabela 2).
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Tabela 6 — Avaliacdo da degradacdo de oOleo diesel S500, gasolina de aviacdo (GAV) e etanol
por quatro isolados bacterianos, em meio liquido contendo o indicador redox TTC.

Combustivel (10 % v/v)

Isolado Diesel S500 GAV Etanol
UFFS 6 +++ - _
UFFS 8 +++ - _
UFFS 9 +++ - -
UFFS 11 +++ - —
Branco - - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2019
Nota: +++: mudanca de cor até o 5° dia; ++: mudanca de cor do 6° ao 10° dia; +: mudanca de cor do 11° ao 15°
dia; —: sem mudanga.

No entanto, para os demais combustiveis, GAV e etanol, nenhum isolado causou
mudanga de coloragdo (Tabela 6). Sendo assim os isolados bacterianos ndo apresentaram
habilidade de degradar esses contaminantes. A partir de solo de landfarming com histérico de
contaminacdo por borra oleosa, Oliveira et al. (2011) isolaram 17 microrganismos, dos quais
14 apresentaram capacidade de reducdo do TTC em meio mineral contendo 1 % de gasolina
comercial (com 24% de etanol). Cerqueira et al. (2012) reportaram que, em meio mineral com
o indicador TTC, a gasolina sem etanol (1 e 3 %, v/v) foi mais prontamente utilizada pelos
microrganismos testados do que o 6leo diesel. Segundo estes autores, os hidrocarbonetos da
gasolina possuem menor numero de carbonos (C4-C12), levando a uma degradacdo mais
rapida quando comparada aquela do diesel (C15-C30).

A indicacdo da ndo degradacdo da GAV pelos isolados, em comparagdo a degradacdo
do 6leo diesel, pode indicar a auséncia de sistemas enzimaticos capazes de oxidar alcanos de
cadeia curta (gasolina) em relacdo aqueles de cadeia longa (diesel). E importante mencionar
que a composicdo da GAV tem como base alcanos ramificados (PETROBRAS, 2014). Neste
sentido, diversos componentes da gasolina, como 0s hidrocarbonetos alifaticos ramificados e
cicloalcanos, geralmente apresentam menor biodegradabilidade em comparagdo aos
hidrocarbonetos alifaticos e lineares predominantes no éleo diesel (HALECKY et al., 2015).
Segundo Brzeszcz e Kaszycki (2018), n-alcanos sdo biodegradados mais facilmente, seguidos
de alcanos ramificados, hidrocarbonetos monoaromaticos, alcanos ciclicos e entdo os PAHSs.

De forma distinta ao destacado por Cerqueira et al. (2012), alcanos de cadeia curta (<
C9) sdo, usualmente, degradados menos eficientemente do que aqueles de cadeias mais

extensas (C10-C20). Embora teoricamente mais biodisponiveis a degradagdo microbiana, em
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parte devido a sua maior solubilidade em &gua quando comparados a hidrocarbonetos de
cadeias maiores, alcanos de cadeia curta estdo associados a efeitos tdxicos sobre o0s
microrganismos, ocasionados majoritariamente pela sua atuacdo na dissolucdo da membrana
plasmatica (NZILA, 2018). Também cabe destacar a presen¢a de chumbo na GAV (<£0,56 g
Pb/L), que pode ser toxico para microrganismos (KONOPKA; ZAKHAROVA, 1999;
MUNOZ et al., 2012; MATHEW; KRISHNAMURTHY, 2018).

A propria habilidade de biodegradacdo das bactérias, observada nos cultivos com
diesel S10 (Tabela 2) e S500 (Tabela 6), pode depender da composicdo do Gleo diesel. A
obrigatoriedade de adicdo de biodiesel (10 %) ao diesel comercializado no Brasil pode afetar
a degradacdo dos hidrocarbonetos de petrdleo. O biodiesel apresenta maior suscetibilidade ao
ataque microbiano do que os hidrocarbonetos. Della Flora (2018) observou, para um
consorcio microbiano, que o0s ésteres metilicos do biodiesel foram degradados
preferencialmente em relagdo aos hidrocarbonetos. Em experimentos realizados por sete dias,
Owsianiak et al. (2009) indicaram que a adicdo de 10 % de biodiesel ao diesel reduziu a
degradacéo do diesel, embora o biodiesel tenha sido completamente degradado neste periodo.

No entanto, a maior biodegradabilidade do biodiesel pode incrementar a
biodegradacéo dos hidrocarbonetos (BUCKER et al., 2018). Neste cenario, o uso do biodiesel
como fonte mais acessivel de carbono e energia para 0s microrganismos pode ocasionar
aumentos nas populacGes microbianas e na producgédo de enzimas, contribuindo entdo para a
degradacdo de fragbes mais recalcitrantes do diesel (MEYER et al.,, 2012). Ambas as
possibilidades, inibicdo ou estimulo ao uso de hidrocarbonetos pela presenca do biodiesel,
surgem como perspectivas para investigagoes futuras.

O etanol € usualmente mais rapidamente biodegradado do que hidrocarbonetos de
petréleo, como observado para a gasolina automotiva, que contém etanol (COSTA; NUNES;
CORSEUIL, 2009; STEINER et al., 2018). O etanol, molécula soltvel em &gua e de curta
cadeia de carbonos, € facilmente degradado tanto em condi¢des aer6bias quanto anaerébias
por sistemas enzimaticos centrais do metabolismo microbiano (OLIVEIRA et al., 2011).

Contudo, concentracOes elevadas de etanol podem ser toxicas aos microrganismos,
especialmente por seus efeitos sobre a polaridade do meio aquoso e sua atuagdo como
solvente sobre a membrana plasmatica. Geralmente, concentragdes acima de 15 % resultam
na inativacdo imediata da maioria dos microrganismos. Dependendo da bactéria, a inibi¢ao do
crescimento pode ocorrer entre 1 % e 10 % de etanol, sendo que poucas crescem acima de
10% (INGRAM; BUTTKE, 1984). Neste contexto, Nelson; Lapara; Novak (2010) indicaram

que o crescimento microbiano foi completamente inibido em niveis de etanol superiores a
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6 %. Assim, a toxicidade do etanol (10 %) pode justificar a auséncia de biodegradacdo deste
combustivel nos experimentos realizados (Tabela 6).

4.4.1 Indice de emulsificacéo e hidrofobicidade celular

Para a deteccdo da produgdo de bioemulsificantes, os quatro isolados bacterianos
foram cultivados por 15 dias na presenca de oleo diesel S500 (10 %). Apds este periodo,
cultivos foram centrifugados para obtencdo do sobrenadante e da biomassa bacteriana para
avaliacdo do IE24 na auséncia e presenca de células, respectivamente, utilizando tolueno como
fase orgénica. Os resultados sdo expressos na Tabela 7.

Todos os quatro isolados apresentaram capacidade emulsificante na presenca e
auséncia de células. Na auséncia de células, as emulsées com tolueno foram estaveis (> 50 %)
para todos os isolados; na presenca de células, emulsdes estaveis foram formadas pelos
isolados UFFS 8, 9 e 11 (Tabela 7). A anélise destes resultados indica a capacidade dos

isolados em produzir bioemulsificantes solUveis e associados as células.

Tabela 7 — Indice de emulsificacdo (IE24), avaliado em tolueno, para cultivos bacterianos
realizados com 6leo diesel S500 (10 % v/v) por 15 dias.

I1E24 (%)
Isolado
Com células Sem células
UFFS 6 24,00 54.64
UFFS 8 71,47 56,52
UFFS 9 54,09 53,33
UFFS 11 70,26 52,85
Branco 0 0

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Para 12 isolados bacterianos cultivados em 0leo diesel, o 1E24 em tolueno variou de
0% a 55 % na auséncia de células, e de 45 % a 71,4 % na presenca de células (WELTER,
2018). Testes realizados com uma linhagem bacteriana degradadora de OGleo diesel
demonstraram auséncia de capacidade emulsificante para os sobrenadantes dos cultivos,
enquanto que o IE24 de avaliagcdes com ceélulas atingiu 60 % (BICCA; FLECK; AYUB, 1999).

Avaliacdo realizada com tolueno, usando os sobrenadantes de cultivos de 11 isolados
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bacterianos, indicou IExs de 14,3% a 65,7% (PHAN; ABU; HAMZAH, 2013).
Sobrenadantes de cultivo de Paenibacillus sp. #510, realizados em meio mineral contendo
hidrocarbonetos, demonstraram IEz4 de 61,6 % usando tolueno (GUDINA et al., 2015). IE24
entre 30% e 75% foram observados para sobrenadantes de cultivos de seis isolados
bacterianos (NIAZY; HASSANSHAHIAN; ATAEI, 2016).

Em investigacdo com duas linhagens bacterianas (L26 e L30) degradadoras de 0leo
diesel, os sobrenadantes de cultivos foram avaliados quanto ao IE24 usando tolueno ou 6leo
diesel como fases organicas. Embora os sobrenadantes tenham apresentado IE24 de 14,3 % e
51,4 % nos experimentos com tolueno, ndo demonstraram atividade emulsificante quando o
quando Oleo diesel foi usado como fase orgénica (LIMA et al., 2019). De forma similar, o
IE24 usando S10 como fase orgénica foram inferiores (Tabela 3) em comparag¢do com o uso de
tolueno (Tabela 7). Segundo Lima et al. (2019), a natureza complexa do 6leo diesel, contendo
centenas de componentes distintos, pode ter influenciado estes resultados.

Analisando os indices de emulsificacdo para os ensaios com diesel comum (Tabela 7),
nota-se que, em sua maioria, os resultados na presenca e auséncia de células foram
semelhantes. Isso indica que moléculas soltveis foram secretadas pelos microrganismos.

Apobs 20 dias de incubacdo em meio contendo diesel S500, as células bacterianas
foram preparadas para realizagdo dos ensaios de hidrofobicidade celular utilizando tolueno.
Para os quatro isolados, hidrofobicidades celulares maiores que 80 % foram detectadas
(Tabela 8).

Tabela 8 — Percentual de adesao das células bacterianas ao tolueno.

Isolado HC (%)
UFFS 6 80,90
UFFS 8 81,68
UFFS 9 88,22
UFFS 11 89,26
Branco -

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Em avaliacédo de 23 isolados bacterianos obtidos de solos contaminados artificialmente

com diesel ou biodiesel, Badzinski (2018) observou hidrofobicidades celulares que variaram
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de 6% a 78% usando tolueno como fase organica. Também usando tolueno como fase
organica, a hidrofobicidade celular de 12 isolados bacterianos foi de 28 % a 87 % (WELTER,
2018). As linhagens bacterianas BPB13 e BPB7 demonstraram hidrofobicidade celular de
3,8 % e 1,8 %, respectivamente (NISHANTHI et al., 2010). Em testes usando tolueno, os
isolados BP-20 e CZORL-1B demonstraram hidrofobicidade de 0 % e 53 %, respectivamente
(PLAZA; ULFIG; BRIGMON, 2005).

Os resultados de 1E24 (Tabela 7) e hidrofobicidade celular (Tabela 8) usando tolueno
contrastam com aqueles realizados usando diesel S10 como fase organica (Tabelas 3 e 4).
Mesmo considerando que os microrganismos foram cultivados em diesel S10 (Tabela 4) ou
S500 (Tabela 8), sugere-se que as variaces observadas tenham sido provocadas,
majoritariamente, pelas diferentes fases organicas usadas nestes testes. De fato, tais variacdes
sdo amplamente reportadas na literatura, dependendo das caracteristicas das fases organicas
testadas (BICCA; FLECK; AYUB, 1999; PLAZA; ULFIG; BRIGMON, 2005; PHAN; ABU;
HAMZAH, 2013). Especificamente, Cerqueira et al. (2012) em estudo com 20 isolados de
solo contaminado com hidrocarbonetos de petréleo, apresentaram hidrofobicidades celulares
que variaram de 5,6 a 46,5 % usando querosene como fase organica, e de 9,4 a 34,8 % para
ensaios usando octano.

De acordo com Groga et al. (2010) as linhagens podem ser classificadas como: HC >
70 %, altamente hidrofébicas; 50 % < HC < 70 %, hidrofébicas moderadas e HC < 50 %,
pouco hidrofébicas. Nesse mesmo estudo eles obtiveram indices de hidrofobicidade celular
em torno de 60 a 80 % para ensaios com n-octano e 3 espécies bacterianas. Na pesquisa de
Khan e colaboradores (2017), quatro linhagens bacterianas isoladas de solo contaminado com
hidrocarbonetos de petréleo e cultivadas na presenca de diesel obtiveram percentual de adeséo

ao Oleo diesel entre 80 e 90 %.
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5 CONCLUSAO

A avaliacdo linhagens bacterianas, isoladas a partir de amostra obtida de uma caixa
separadora 6leo/agua de uma lavagem automotiva, indicou que nove dentre 11 isolados
apresentaram potencial para utilizagdo de constituintes do 6leo diesel S10, em concentracfes
de 5 % e 10 % (v/v), como fontes de carbono e energia.

Quatro isolados bacterianos selecionados também foram capazes de degradar
constituintes do oOleo diesel S500 (10 %), embora ndo tenham apresentado capacidade de
degradacédo de GAV e etanol.

Os resultados obtidos quanto a producdo de bioemulsificantes e a hidrofobicidade
celular indicam que estes podem ser mecanismos associados a capacidade degradadora,
facilitando o acesso dos isolados bacterianos a componentes do 6leo diesel.

Os isolados bacterianos do presente estudo demostraram serem candidatos potenciais
para utilizacdo em processos de biorremediacdo para locais contaminados com 6leo diesel,
sendo necessario um estudo especifico do local e da tecnologia a ser utilizada
(bioaumentacdo, ou bioaumentacéo e bioestimulacéo).

Pela capacidade apresentada especialmente pelos quatro isolados selecionados, surgem
como perspectivas investigacOes acerca da suplementacdo de meios de cultura com nutrientes
(como N e P) e seu efeito sobre a biodegradagdo do 6leo diesel, bem como testes em escala
laboratorial visando averiguar o efeito da bioaumentacdo com os isolados bacterianos

(individualmente e em consorcio) para a degradacao de dleo diesel em solos e dguas
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