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RESUMO - O crescente consumo de derivados de petroleo, na atualidade, intensificou a
frequéncia de acidentes decorrentes de vazamentos de O6leo. Diante disto, diversas
tecnologias de degradacdo vém sendo desenvolvidas, destacando-se entre elas a
biodegradacdo. Neste contexto, foi verificada a degradacdo do Diesel e biodiesel pela
bactéria P. aeruginosa, onde o acompanhamento da biodegradacdo dos compostos foi
realizado através da analise por espectroscopia de infravermelho (FTIR) das aliquotas
retiradas a cada 4 horas, do ensaio de biodegradacdo, por um periodo de 72 horas. Os
espectros obtidos a partir da analise por infravermelho demonstraram a modificacdo dos
grupos funcionais, presentes na amostra inicial do processo, atribuidos ao consumo do
substrato (poluente) pela bactéria e formacédo de subprodutos. A biodegradacdo € justifica
pelo fato do poluente ser a Unica fonte de carbono presente no meio utilizado para o
ensaio de degradacdo. O ensaio foi eficaz na degradacdo dos compostos estudados.

1. INTRODUCAO

A intensificacdo da industria petrolifera é diretamente proporcional ao aumento do risco de
derramamentos de 6leos tanto em daguas territoriais, como em ecossistemas sensiveis da regido
costeira. Eventos deste tipo podem afetar de forma direta ou indireta as comunidades bioldgicas. A
forma direta é dada através da sufocagdo e cobertura da superficie corporal ou pela exposicdo toxica
gerada pela absorcdo, inalacdo e ingestdo. Enquanto que na maneira indireta, as comunidades
biolégicas podem ser afetadas pela perda de seu habitat. Os impactos podem afetar ainda areas
importantes diretamente para 0 homem, a exemplo temos 0s assentamentos populacionais, areas de
turismo, extracdo de recursos (pesca), aquicultura, mineracdo e locais de interesse cultural e
arqueoldgico (Ernesto, 2010).

O comércio internacional do petr6leo é baseado, essencialmente, no transporte maritimo, que
estd em constante expansdo por conta do aumento da frota de petroleiros como também do tamanho
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destes. Significando desta maneira que assim como a probabilidade de acidentes cresceu, as
consequéncias destes acidentes também aumentaram significativamente. A ocorréncia dos grandes
acidentes envolvendo derramamento de 6leo demonstrou 0s prejuizos causados ao meio ambiente
(Cardoso, 2007).

No Brasil, as regides mais suscetiveis a derramamentos de petréleo e seus derivados sao as
zonas costeiras, ja que sdo nas operacdes realizadas nos portos e terminais que se tem registrado 0s
maiores indices de acidentes, cerca de 90,8% do total (Silva, 2004). Os constantes acidentes
ambientais envolvendo derramamentos de petrdleo e seus derivados registrados em solos brasileiros
vém desencadeando a preocupacdo com o desenvolvimento de novas técnicas que objetivam,
principalmente, a descontaminacdo dessas matrizes. Diante disso, diversos métodos, sejam eles:
fisicos, quimicos e bioldgicos, vém sendo desenvolvidos para a recupera¢do, remocdo ou
degradacdo in-situ ou ex-situ de petréleo derramado e consequentemente para a minimizagao de seus
efeitos sobre o ecossistema, especialmente os tdxicos. Em meio as diversas técnicas desenvolvidas, a
"biorremediacdo” destaca-se como uma alternativa viavel e promissora para o tratamento desses
ambientes impactados por petroleo e seus derivados (Bento et al., 2008; Dua et al., 2002; Rahman et
al., 2002).

Sabe-se que com a instalacdo da Refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape - Pernambuco,
provavelmente aumentard a incidéncia de problemas ambientais decorrentes de derramamento de
petrdleo e derivados (Souza, 2011). Diante da crescente necessidade de estudos de biodegradacao de
contaminantes de petroleo e derivados, foi realizado neste trabalho um ensaio com o objetivo de
verificar a biodegradacdo do composto utilizando a bactéria P. aeruginosa. Visando a contribuicdo
positiva para a comunidade cientifica no desenvolvimento e aplicacdo desta tecnologia.

2. METODOLOGIA

2.1. Aclimatacgéo da linhagem da bactéria Pseudomonas aeruginosa

A aclimatagéo foi feita atraves da transferéncia de células de P. aeruginosa para placas de
Petri contendo o meio sélido Luria Bertani (LB) [triptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L), cloreto
de sodio (10g/L) e Agar (15g/L)], adicionado de 30% de Diesel. Em seguida, as placas foram
mantidas em estufa sob temperatura de 30°C durante 24 horas. A linhagem de P. aeruginosa crescida
neste meio adicionado de diesel foi utilizada para o ensaio de biodegradagdo dos combustiveis.

2.2. Ensaio de degradacéo do Diesel e biodiesel
O ensaio de degradacdo foi efetuado em frascos Fernbach com capacidade para 3L, contendo

2L de meio mineral Bushnell Hass (BH) contendo 10% do substrato (diesel ou biodiesel), e utilizado
um indculo de 5% do micro-organismo P. aeruginosa aclimatada a 30%. As condi¢bes foram
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mantidas durante 72h em agitacdo orbital de 150rpm e temperatura de 30°C, durante esse periodo
retirou-se aliquotas a cada 4h com a finalidade de verificar a degradacéo dos poluentes.

2.3. Acompanhamento da degradacao por FTIR

O acompanhamento da degradacéo foi realizado tomando como base o consumo de substrato e
formacdo de produtos ap6s o cultivo de P. aeruginosa aclimata em diesel. Desta forma, investigacdo
foi efetuada pela técnica de infravermelho (FTIR), onde as amostras foram avaliadas em um
equipamento da marca Bruker (modelo Tensor 27) com janelas de seleneto de zinco (ZnSe). Todas as
amostras foram analisadas para obtencdo de espectros na faixa de 4000 a 700 cm-1 (Aliske et al.,
2007) resolucdo de cm-1 e 150 scans. Os espectros foram obtidos através do método de Refletancia
Total Atenuada (ATR), que consistiu na adicdo de uma pequena quantidade de amostra centrifugada a
9000rpm durante 15 minutos a uma temperatura de 20°C, e colocada com auxilio de uma fina espatula
no suporte ATR platinum conectado ao equipamento de infravermelho, conforme representacdo na
Figura 1. Posteriormente, o software do equipamento fornece o espectro de transmitancia obtido. A
retirada da amostra e limpeza do sensor € realizada com um len¢o macio umedecido com alcool
isopropilico e outro seco.

Figura 1 — Sequéncia simplificada para anélise das amostras por infravermelho.

3. RESULTADOS

3.1. Acompanhamento da degradacao do Diesel

O acompanhamento da biodegradagédo foi efetuado através da analise dos grupos funcionais

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 3



mEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

presentes na amostra inicial e final, determinados através da andlise de infravermelho (FTIR)
realizada a partir das aliquotas retiradas durante o ensaio, possibilitando assim a identificacdo dos
principais grupos funcionais presentes nas amostras. Como o combustivel diesel apresenta uma
constituicdo complexa, vérias bandas foram observadas no espectro. A interpretacdo dos resultados
foi feita com base em alguns trabalhos encontrados na literatura. Nas Figuras 2 e 3, é possivel analisar
a degradacao do diesel através de comparacOes feitas entre a amostra inicial e final do ensaio de

degradacéo.
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Figura 2 — Espectro do infravermelho referente amostra inicial do Diesel para degradacao.

A andlise da figura 2 demonstra a presenca de C — H nas bandas correspondentes ao
comprimento de onda entre 3000 — 2800 cm™, indicando a presenca de cadeias alifaticas. A
presenca desses compostos também pode ser confirmada pelas vibragdes entre 1500 — 1300 cm™,
caracteristicos da presenca de grupos —CH, e —CHgs(Fonts et al., 2009; Dominguez, 2009). As
bandas entre 2300 — 2000 cm™ indicam ligagdes C = N e — N=C, enquanto que as vibracdes
~1700 cm™ indicam ligagdes C=0, evidenciando a presenca de compostos como A&cidos
carboxilicos, ésteres, aldeidos e cetonas. De acordo com Fonts et al. (2009) e Aliske et al. (2007)
as bandas localizadas entre 1250 — 1100 cm™ podem ser atribuidas a existéncia de ligagdes C — H
de cadeias aromaticas. Por outro lado, analisando-se a Figura 3 observa-se uma modificagdo na
estrutura do composto original com surgimento de duas bandas mais largas. Esta mostra a
presenca de uma banda em torno de 3250 cm™, podendo ser atribuidas a ligacdes de O — H
(associado), indicando a presenca de agua ou aminas, a banda forte, larga, depende da
concentracdo da mesma. A vibracdo localizada ~1650 cm™ indica a possivel presenca de grupos
—CONH, segundo Pokorna (2009). O comparativo entre as amostra demonstrou que houve
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degradacdo, uma vez que foi possivel verificar a mudanga dos grupos funcionais presentes na
amostra inicial do processo.
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Figura 3 — Espectro do infravermelho referente amostra final do Diesel, demonstrando a degradacéo.

3.2. Acompanhamento da degradacao do biodiesel

Assim como no ensaio descrito para o diesel, 0 acompanhamento da biodegradacéo foi efetuado
através da analise dos grupos funcionais presentes na amostra inicial e final, determinados através da
analise de infravermelho (FTIR). A interpretacdo dos resultados foi feita com base em alguns
trabalhos encontrados na literatura Nas Figuras 4 e 5, é possivel analisar o comportamento do
biodiesel original e apos a degradagéo.

A Figura 4 mostra o espectro do biodiesel com algumas bandas semelhantes ao diesel,
possuindo desta forma interpretagdes semelhantes. As vibragOes descritas sdo encontradas mais
precisamente por volta de 3000 — 2800 cm™, que indica a possivel presenca de ligagdes C — H de
cadeias alifaticas. De acordo com Dominguez (2009) e Fonts (2009) tais vibragdes sdo confirmadas
também pela presenca das bandas localizadas entre 1500 — 1300 cm™, atribuidas a ligagdes —CH, e
—CHs, caracteristicos de alcanos. Enquanto que as vibrages proximas a 2300 cm™ séo atribuidas a
compostos nitrilados, indicando a presenga de ligagdes C = N e/ou — N = C. As ligacGes entre grupos
C = O, caracteristicos de compostos como acidos carboxilicos, ésteres, aldeidos e cetonas, foram
observados na banda préxima a 1750 cm™. As bandas localizadas em 1250 -1100 cm-1 podem ser
atribuidas a existéncia de ligacdes C — H de cadeias aromaticas, de acordo com os autores Fonts et al.
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(2009) e Aliske (2007).

Enquanto que apds o processo de degradacdo, apresentado na Figura 5, 0 espectro apresenta
bandas localizadas entre 3300 cm™ que sugerem a existéncia de ligagdes O — H (associado) podendo
indicar a presenca de agua, alcoois, fenodis ou &cidos carboxilicos. Enquanto que as vibracoes
localizadas entre 1650 a 1550cm™ s&o atribuidas a grupos ~CONH, caracteristicos de amidas (Fonts,
2009; Soares et al., 2011). Os espectros obtidos apds degradacdo tém caracteristicas semelhantes ao
espectro do Diesel, porém é possivel perceber no espetro pos degradacdo do biodiesel o surgimento
de bandas pouco intensas entre 3000 — 2800 cm-1 atribuidas a presenca de ligacdes C — H alifaticas e
~2250cm-1 caracteristicas de grupos nitrilados. Desta forma, é possivel observar pelos espectros, que
ha modificacdo na estrutura do substrato original. As células bacterianas, por sua vez possuiram
apenas o Diesel ou biodiesel como Unica fonte de carbono e apresentaram crescimento celular,
portanto o Diesel ou o biodiesel foi utilizado, evidenciando a degradacdo do composto.
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Figura 4 — Espectro do infravermelho referente amostra inicial do biodiesel para degradacéo.
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Figura 5 — Espectro do infravermelho referente amostra final do biodiesel, apds a degradacao.

4. CONCLUSOES

Os espectros obtidos a partir da analise de infravermelho (FTIR) demonstraram uma
modificacdo dos grupos funcionais presentes na amostra inicial do processo de biodegradacdo (diesel
ou biodiesel), evidenciando que houve degradagdo do composto.
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