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RESUMO - Devido a crescente utilizagdo de combustiveis fosseis e seu manejo
inadequado, a contaminacdo de solo por hidrocarbonetos tem aumentado nos ultimos
anos provocando um grave desequilibrio ao meio ambiente. Visando reduzir esse
problema faz-se necessario o estudo de metodologias remediadoras. E com esse intuito
que serd analisada a eficacia da utilizagdo de microorganismos (grupo pseudomonas), na
recuperacgdo de areas contaminadas por combustiveis fosseis. Esse processo consiste na
biorremediagdo, cujos microorganismos apresentam a capacidade de biotransformar
moléculas poluentes em nutrientes para o seu metabolismo, retirando assim 0s
contaminantes do ambiente. O objetivo deste estudo € avaliar a biodegradabilidade do
grupo pseudomonas em solucdes contendo concentracdes de diesel e 6leo bruto. O
estudo se dara em cinco etapas, primeiramente com 0 meio de cultura adequado sera
analisado o desenvolvimento das bactérias em solo. Na segunda etapa, sera feita a
analise do solo para identificacdo e quantificacdo do grupo. Em seguida, ocorrera o
desenvolvimento de bactérias adaptadas as concentracGes de 6leo em erlenmeyers.
Passada essa etapa de adaptacdo, as pseudomonas serdo inoculadas nos meios
contaminados. Com os dados obtidos ao longo da pesquisa, foi possivel concluir que o
uso do grupo Pseudomonas para a remediacdo de areas contaminadas se mostrou um
método promissor, pois 0s microrganismos foram capazes de consumir o carbono,
mesmo com o aumento da concentracdo do substrato, além de apresentar Otimos
resultados na producdo de biossurfactante.
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INTRODUCAO desequilibrio no meio ambiente, seja pelo uso
indiscriminado ou pela introdugdo de produtos

O crescente avangco da tecnologia, qguimicos em determinados locais. E um dos

desde o inicio da revolugdo industrial, vem principais problemas é a contaminagdo por
demandando uma quantidade cada vez maior derramamento de petréleo e seus derivados,

de recursos naturais, 0 Qque causa um que tém contribuido para a contaminagdo do



solo com hidrocarbonetos em todo planeta.
Esse problema é causado principalmente pelas
atividades de extragdo, transporte e
refinamento.

Diante disso, observam-se com muita
preocupacdo, 0s casos de contaminagdo do
solo e &gua por hidrocarbonetos derivados de
petr6leo, que mesmo em  pequenas
concentragdes podem constituir um grande
perigo a salide humana e ao meio ambiente
(SOUZA et al., 2010). Desta forma, ha a
necessidade de disponibilizar varios recursos
para o desenvolvimento de novas tecnologias
de remediacdo e limpeza.

Os métodos tradicionais, como a
contencdo e recolhimento através de barreiras
flutuantes, a adsor¢do por materiais naturais ou
sintéticos, ndo se apresentam como um metodo
efetivo, pois estes ndo promovem a
degradacéo do petréleo.

Uma das técnicas mais estudadas
atualmente € a biodegradacdo, ou seja, a
utilizacdo de grupos microbianos capazes de
degradar hidrocarbonetos. Este método torna-
se efetivo, uma vez que, 0 petroleo é usado
como fonte de carbono através dos processos
microbianos, resultando na quebra das
moléculas em compostos de baixa massa
molecular (ZHANG et al., 2005).

Porém, existe um fator que limita a

biodegradacdo  dos  poluentes;  segundo
Kronemberg  (2007) é a limitada
disponibilidade  destes  compostos  aos

microrganismos. Ja que hidrocarbonetos
geralmente se agregam aos componentes do
solo, dificultando sua remocéo ou degradacao.

A biorremediacéo de solos
contaminados com residuos oleosos depende
da capacidade de assimilacdo  desses
compostos pelos microrganismos (WETLER-
TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).
Muitos microrganismos crescem na presenca
de contaminantes oleosos  produzindo
biossurfactantes (VIRAMONTES-RAMOS et
al., 2010).

Os biossurfactantes sdo moléculas que
possuem uma parte hidrofébica e outra
hidrofilica, provocando a separacdo de
interfaces com diferentes graus de polaridade,
tais como as interfaces O&leo/agua. Essa
propriedade aumenta a solubilidade e a
disponibilidade de poluentes hidrofébicos aos

microrganismos, aumentando o potencial de
biodegradacdo (COSTA et al., 2010).

Diversos tipos microbianos sdo capazes
de produzir biossurfactantes, tais como
bactérias (PINTO; MARTINS; COSTA, 2009;
BUENO, 2008). E um dos compostos
biossurfactantes mais investigados sdo 0s
ramnolipideos,  produzidos pelo  grupo
Pseudomonas.

MATERIAL E METODOS

Desenvolvimento Das Bactérias Do Grupo
Pseudomonas Em Solo

Sabendo que o solo é o habitat natural
de bactérias desse grupo, utilizou-se 1,5 Kg de
areia, a qual foi acondicionada em bandejas
plasticas e enriquecida com concentracdes
conhecidas de petroleo. O solo também foi
umedecido com uma solucdo nutritiva com a
seguinte composicdo: KH,PO, 0,36 mg/L;
MgSO, 0,120 mg/L; CaCl, 0,110 mg/L;
NH;NO3 0,080 mg/L e MgNO3 0,086 mg/L.

Durante 45 dias foi promovido, em
intervalos regulares de cinco dias, a aeragéo e
a exposicao ao sol das bandejas que continham
0 solo. Nesse periodo, também eram
recolhidas amostras que foram submetidas a
analises bacteriologicas para identificacdo e
quantificacdo do grupo pseudomonas.

Analise Do Solo Para Identificacdo E
Quantificacdo Das Bactérias

Utilizando erlenmeyers de 250 mL,
amostras de 1 g de areia foram diluidas em
100 mL de agua destilada. Esse sistema foi
submetido a agitacdo de 121 rpm por 24 horas
para que o haja 0 maximo de contato do solo
com a agua, possibilitando, assim, a maxima
transferéncia dos microrganismos para a agua.

Apo6s as 24 horas realizaram-se
diluicdes das amostras, de modo a permitir a
inoculagcdo no meio qualitativo Acetamide
Agar e no quantitativo Cetrimide Agar. Os
indculos permaneceram por dois dias em uma

estufa regulada em 35 °C, conforme
especificacdes do meio.
Posteriormente  foi  realizada a

contagem das coldnias que se desenvolveram
durante o periodo de inoculacéo.



Preservacao Das Bactérias

As Pseudomonas quantificadas foram
repicadas e transferidas para o meio skin milk,
concentracdo de 15% em grama, onde foram
preservadas a uma temperatura de -10 °C de
modo a permitir sua posterior utilizagéo.

Desenvolvimento Das Bactérias Preservadas

As bactérias que mostraram melhor
adaptacdo ao solo contaminado com 6leo bruto
foram utilizadas para a analise do seu
crescimento e da producéo do biossurfactante.

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

Ensaio Para Analise Do Desenvolvimento
Das Bactérias E Producéo De
Biossurfactante

As colonias desenvolvidas foram
repicadas e transferidas para um pré-inoculo
com uma solucdo nutriente de peptona 2%,
onde permaneceram em agitacdo de 200 RPM
e 30 °C durante 24 horas. Ap0s essa etapa, as
bactérias ja estavam preparadas para oS
ensaios.

Os experimentos tiveram uma duracao
de 15 dias. Cada elermeyer continha 50 ml de
solucdo, sendo 1 ml do pré-indculo e o restante
do meio mineral, o qual pode ser encontrado a
composicdo na tabela abaixo, e da fonte de
carbono (glicerina). Durante esse tempo, eles
foram mantidos no shaker a uma rotacdo de
200 RPM e 30 °C.

Tabela 1: Composi¢cdo do meio mineral

Composto Concentracao (g/L)
NaNO; 7,0
KoHPO, 1,0
KH,PO, 0,5
KCI 0,1
MgSO,.7H,0 0,5
CacCl, 0,01
FeSO,.7H,0 0,01

A cada 24 horas, um elermeyer era
retirado e sua solugdo centrifugada a 3500
RPM por 40 minutos, com o objetivo de

separar 0 sobrenadante e posteriormente
realizar as andlises.

Determinacdes Analiticas

Determinacdo da concentracdo celular: A
concentracdo celular foi determinada através
da massa seca. Pra tanto, amostras do meio
fermentado foram centrifugadas a 3500 rpm
por 40 minutos. As células precipitadas foram
lavadas e centrifugadas por mais duas vezes
em agua destilada. Ap6s a Ultima
centrifugacdo, as celulas foram suspensas em
agua destilada e transferidas para capsulas de
porcelana previamente taradas e levadas a
estufa a 80 °C por 24 horas. A determinacao
da massa seca foi feita pela diferenca dos
pesos final e inicial das capsulas.

Determinacdo da concentracdo de carbono: A
concentragdo de carbono no meio fermentado
foi determinada pelo DQO (Demanda Quimica
de Oxigénio), segundo Standard methods
(ALPHA, 1998). O método baseia-se na
oxidacdo quimica da material organica, obtida
através de um oxidante forte, o dicromato de
potassio (K,Cr,0O;) em meio &acido e elevada
temperatura.

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

Determinacdo do indice de emulsificacéo
(E24): A estabilidade das emulsdes formadas
pelo biossurfactante foi avaliada contra
diferentes fontes hidrofobicas. As analises
foram realizadas em temperatura ambiente e 0
indice de emulsificacdo foi determinado
segundo IQBAL et. Al, 1995. O método
consiste na adi¢do do hidrocarboneto no caldo
livre de células (2 mL de cada) e sua posterior
agitacdo em alta velocidade por 2 minutos.
Apls 24 horas de repouso, o indice de
emulsificagdo pode ser calculado através da
seguinte formula:




E24
B (aimﬂx da camada de emulsio

)x 100
altura total

RESULTADOS E DISCURSOES

Crescimento Microbiano

Apods a inoculacdo realizada no meio
de cultura favoravel ao seu desenvolvimento,
sob temperatura controlada e agitacdo
adequada, observou-se um comportamento nos
valores da concentragcdo celular, conforme
indicado na figura 1.
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Figura 1 - Efeito da concentragdo de glicerina no
crescimento celular

Os resultados apresentados indicam

que o aumento da quantidade de substrato ndo
se mostrou um limitante do crescimento
celular. Passado 168 horas de do tempo de
fermentacdo, apenas a concentragcdo de
glicerina 1% apresentou uma estabilizagdo nos
valores da proteina celular, diferente da
glicerina  5%. Isso ocorreu devido ao
esgotamento da fonte de carbono disponivel
para 0 consumo microbiano.
Nas duas fermentacgdes foi observada uma fase
lag de adaptacédo, tratando-se de um periodo de
adaptacdo durante o qual a célula sintetiza as
enzimas necessarias ao metabolismo dos
componentes presentes no meio.

Producao De Biossurfactante

Ao analisar a producdo de
biossurfactante durante o crescimento em
glicerina, nas duas concentragfes estudadas,
observou-se uma baixa produgéo do tensoativo
em baixas concentragdes de carbono. Em
glicerina 1%, houve um pico de 5,14 mg/L no
tempo de 72 horas, o que pode indicar um
provavel consumo do produto por parte da

bactéria quando o substrato passou a ter
concentragdes reduzidas.

Como se pode observar na figura 2,
diferente do que ocorreu na glicerina 1%, o
aumento da concentracdo do substrato
permitiu  uma elevada producdo do
biossurfactante, que atingiu um valor de 98,87
mg/L ao final do tempo de fermentacéo.
Porém, esta ainda encontrava-se em fase de
aumento da concentracdo, indicando que, caso
a fermentacdo continuasse, poderia se
conseguir valores mais elevados.
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Figura 2 - Producdo de biossurfactante em termos de
Ramnose

Consumo De Carbono

O consumo do substrato apresentou um
comportamento ~ semelhante  nos  dois
experimentos, tendo uma maior reducdo na
concentracgdo de carbono quando o
crescimento celular apresentava sua maior
taxa.
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Figura 3 - Curva de consumo do substrato

Determinacédo Do Indice De Emulsificacéo
O estudo de emulsificacdo foi realizado
utilizando o sobrenadante livre de células do
cultivo em 5% de glicerina, onde se obteve a
maior  quantidade  de  biossurfactante
produzido. Para o estudo foi adicionado 6leo
bruto no  sobrenadante, segundo 0
procedimento anteriormente descrito.




Verificou-se que o hidrocarboneto foi
emulsificado, apresentado uma taxa de 62,5%
de emulsificagdo.

CONCLUSOES

O processo de biorremediagdo com o
grupo Pseudomonas € um método promissor
na limpeza de solos contaminados com
hidrocarbonetos. Esta cepa  microbiana
apresentou  6timos resultados tanto no
consumo de carbono quanto na producdo de
biossurfactantes, possuindo melhores
resultados com o aumento da concentracdo do
substrato. Este fator € importante, pois indica
que 0 excesso de carbono ndo se tornard um
fator limitante.

Como as bacteérias foram desenvolvidas
em solo contaminado com concentracfes
conhecidas de 0leo bruto, sendo esta a Unica
fonte de carbono, pode-se concluir que o
microrganismo esta apto a utilizar o
hidrocarboneto como nutriente para o seu
metabolismo, retirando o contaminante do
ambiente.
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