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RESUMO - Devido ao crescente uso de combustiveis fésseis, a contaminacéo do solo por
hidrocarbonetos tem aumentado, provocando desequilibrio ambiental. Esse estudo visa
avaliar o potencial de biodegradabilidade do género Pseudomonas isoladas a partir de
areia de filtro de piscina, em solucBes contendo concentracGes de 6leo bruto e diesel.
Foram utilizados microcosmos contaminados com quantidades conhecidas de 6leo bruto
(OB) e diesel (D), 2,50% p/p, utilizando 2,00 kg de massa de solo, para determinacéo de
sua capacidade de biorremediacdo com e sem a adi¢do de bactérias. Os dados obtidos para
remocao dos contaminantes foram 45,36 % (OB) e 48,51 % (D), nos ensaios sem adi¢ao
de bactérias e de 63,50 % (OB) e 75,47 % (D) nos testes com adicdo de bactérias. Com 0s
dados obtidos ao longo da pesquisa, foi possivel concluir que o uso do grupo
Pseudomonas isolados apresentaram resultados promissores em relacdo a capacidade de
degradacéo para esses contaminantes em um curto intervalo de tempo.

1. INTRODUCAO

O crescente avancgo da tecnologia vem demandando uma quantidade cada vez maior de recursos
naturais, o que causa um desequilibrio no meio ambiente, seja pelo uso indiscriminado ou pela
introducdo de produtos quimicos em determinados locais. Um dos grandes problemas é o
derramamento de petroleo e seus derivados, que tém contribuido para a contaminagdo do solo com
hidrocarbonetos em todo planeta. Isso é causado principalmente pelas atividades de extracao,
transporte e refinamento. De acordo com Souza et al. (2010), observa-se que, os casos de
contaminagdo do solo e &gua por hidrocarbonetos derivados de petroleo, que mesmo em pequenas
concentragcdes podem constituir um grande perigo a saide humana e ao meio ambiente.

Os métodos tradicionais, como a contencdo e recolhimento através de barreiras flutuantes e a
adsorcdo por materiais naturais ou sintéticos, ndo se apresentam como um método efetivo, pois estes
ndo promovem a degradacdo do petrdleo. A biorremediacdo, uma técnica natural, consiste na
utilizacdo de grupos microbianos capazes de degradar hidrocarbonetos. Esses microrganismos
possuem a capacidade de biotransformar moléculas poluentes em nutrientes para a realizacdo de suas
fungdes metabolicas e fisiologicas.

A biorremediacdo baseia-se em trés aspectos principais: a existéncia de microrganismos com
capacidade catabdlica para degradar o contaminante; a disponibilidade do contaminante ao ataque
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microbiano ou enzimatico e condi¢cdes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do agente
biorremediador. (Pereira e Lemos, 2005; Pasumarthi et al., 2013). Nesse sentido, uma das técnicas
mais estudadas atualmente é a biodegradacdo, que utiliza grupos microbianos capazes de degradar
hidrocarbonetos. Este método torna-se efetivo, uma vez que, o petréleo é usado como fonte de
carbono através dos processos microbianos, resultando na quebra das moléculas em compostos de
baixa massa molecular (Zang 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 remocdo ou degradacdo. E como a
biorremediagdo de solos contaminados com residuos oleosos depende da capacidade de assimilacdo
desses compostos pelos microrganismos, hd a necessidade da utilizacdo de microrganismos que
crescem na presenga de contaminantes oleosos produzindo biossurfactantes.

A bioaumentacdo envolve a inoculacdo do solo com culturas puras ou consorcio microbiano
contando microrganismos selecionados para degradacdo de contaminantes especificos. Esse processo
tem sido estudado para varios herbicidas, hidrocarbonetos clorados e carbamatos através do emprego
de populagbes nativas aclimatadas, isolados selecionados. Em geral, a bioaumentacdo é mais
apropriada para tratamentos de contaminantes muito recalcitrantes, em contaminacgdes recentes e onde
se pretende aplicar a degradacéo acelerada (Moreira e Siqueira, 2002).

Uma das substancias produzidas por microrganismos que utilizam o carbono presente nos
derivados de petrleo e no 6leo bruto é o biossurfactante, moléculas que possuem uma parte
hidrofébica e outra hidrofilica, provocando a separacdo de interfaces com diferentes graus de
polaridade, tais como as interfaces Oleo/dgua. Essa propriedade aumenta a solubilidade e a
disponibilidade de poluentes hidrofobicos aos microrganismos, aumentando o potencial de
biodegradacao.

Um dos compostos biossurfactantes mais investigados sdo os ramnolipideos, produzidos pelo
grupo Pseudomonas, nesse grupo a Pseudomona aeruginosa, bactéria Gram-negativa, pode ser
isolada de diferentes habitats incluindo a 4gua, o solo e plantas, € um patégeno oportunista humano
que causa infec¢Ges nosocomial sérias e tambem € resistente a antibioticos. Sob condigdes ambientais
especificas esta bactéria produz um biossurfactante contendo ramnose — glicolipidio. O tipo e a
proporcdao do ramnolipideo produzido dependem da cepa, da fonte de carbono utilizada e das
condigdes de cultivo (Fontes et al., 2008).

O objetivo deste estudo é avaliar o potencial de biodegradabilidade do género Pseudomonas
isoladas a partir de areia de filtro de piscina, em solu¢Bes contendo concentracdes de Oleo bruto
(petroleo) e diesel.

2. METODOLOGIA

A amostra de petrdleo utilizada foi coletada no campo de Fazenda Belém que localiza-se na
porcdo noroeste da Bacia Potiguar emersa, leste do Estado do Ceard, nos municipios de Aracati,
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Icapui e Jaguarana, cerca de 160 km a sudeste de Fortaleza. O material utilizado para
desenvolvimento dos microrganismos foi areia de filtro de piscina de um condominio residencial. Os
experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Engenharia Ambiental e Controle de Qualidade no
Departamento de Engenharia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte -
LEACQ/DEQ/UFRN. O desenvolvimento desse estudo seguiu a sequéncia descrita no fluxograma
apresentado na Figura 1.

{ Desenvolvimento de bactérias na areia

i @

Identificacdo e contagem das bactérias

{ Ensaios para verificacdo de producédo de ramnolipideos

{ Testes de biodegradacgéo

Figura 1 — Fluxograma das etapas adotadas no experimento.

2.1. Desenvolvimento das bactérias

As bactérias utilizadas nos ensaios de biodegradacdo foram obtidas através de um processo de
adaptacdo em ambiente contaminado de forma controlada. Utilizou-se 1,50 kg de areia de filtro de
piscina, a qual foi acondicionada em bandejas plasticas, e enriquecida com uma solucdo
petréleo/diesel de 2,50 g.L ™!, de modo que ficassem com uma concentracdo de 2% v/m. O solo
também foi umedecido com uma solucdo nutritiva com a seguinte composicdo: KH,PO4 0,36 mg.L™:;
MgSO4 0,12 mg.L™, CaCl, 0,11 mg.L™"; NH;NO; 0,08 mg.L" e MgNOs; 0,086 mg.L™; com
concentracdo idéntica a anterior: 2 % v/m. Durante 25 dias foi promovido, em intervalos regulares de
cinco dias, a aeracao e a exposi¢do ao sol das bandejas que continham o solo. Nesse periodo, amostras
de 1 g de areia foram recolhidas para as analises bacterioldgicas para identificacdo e quantificacdo do
género Pseudomonas.

2.2. ldentificacéo e quantificacdo bactérias

Para identificacdo e quantificagéo utilizou-se erlenmeyers de 125 mL para acondicionamento de
amostras de 1 g de areia diluidas em 100 mL de agua destilada. Esse sistema foi submetido a agitacéo
de 200 rpm por 24 horas. Apos as 24 horas o liquido foi submetido a dilui¢éo seriada e inoculdas nos
meios de cultura qualitativo Acetamide Agar e no quantitativo Cetrimide Agar, ambos meios seletivos
para as Pseudomonas aeruginosa. Os meios de cultura com as amostras foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35 °C por 48 h. Apos a incubacgdo foi realizada a contagem na placa de col6nias
formadas e o resultado expresso em Unidade Formadora de Col6nia por mililitro de amostra
(UFC/mL), de acordo com a Equacéo 1.

n%de colénicas

UFC/mL =

1)

fator de dilui¢do da placa
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2.3. Ensaios para verificacdo de producédo de ramnolipideos

As colobnias desenvolvidas foram repicadas e transferidas para um pré-inéculo com uma solugéo
nutriente de peptona 2% em massa, onde permaneceram no shaker em agitacdo de 200 rpm e 30 °C
durante 24 horas.

Nos ensaios de fermentacdo utilizou-se como meio liquido para a avaliacdo da producgédo de
biossurfactante e do crescimento celular, 0 meio mineral descrito por Robert et al. (1989), composto
de NaNOs; 7,00 gL KCI 0,10 g.L!, KH,PO; 0,50 g.L™", K,HPO, g.L? CaCl, 0,01 g.L™
MgS0,.7H,0 0,50 g.L !, FeS0,.7H,0 0,01 g.L™, Extrato de levedura 0,10 g.L™, utilizando glicerina
como fonte de carbono nas concentracdes de 2 e 10%. Apds ajuste de pH para 7,0, quando necessario,
0 meio de cultivo foi esterilizado a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

Os ensaios de fermentagdo utilizou de 50 mL do meio descrito acima em erlenmeyers de 125,
inoculados com 1 mL do pré-indculo (suspensdo celular de Pseudomonas aeruginosa). Os
erlenmeyers foram acondicionados em mesa agitadora, a 30°C e 200 rpm, mantidos durante 13 dias
(312 horas), com amostragens realizadas a cada 2 horas nas primeiras 8 horas e depois a cada 24
horas para analise de crescimento celular, producéo de ramnose.

A producdo do ramnolipideo foi quantificada através de andlises colorimétrica em termos de
concentracdo de ramnose produzida no meio de cultivo, através da andlise de 6-deoxihexose
(Chandrasekaran e Bemiller, 1980 apud Zang et al., 2005). O procedimento consiste em adicionar ao
um tubo de ensaio adicionar 1 mL da amostra contendo ramnose juntamente com 4,50 mL da solucéo
A (90 mL de H,SO,) e incubar por 10 minutos a 100°C. Apds a solucdo atingir a temperatura
ambiente, adicionar 0,1 mL da solucdo B (0,2 mL de acido tioglicélico e 5,8 mL de &gua destilada),
homogeneizar os tubos e guardar em local com auséncia de luz por trés horas. Passado esse tempo,
deve-se realizar a leitura de absorbancia a A= 400 nm e A=430 nm no espectrofotdometro UV visivel.
Na determinacdo da concentracdo de ramnose das amostras retiradas, 20 mL de cada amostra foram
centrifugados por 40 min a 3500 rpm, separou-se 0 sobrenadante e a partir deste realizou-se 0 mesmo
procedimento citado anteriormente. A equacdo foi utilizada para a conversdo dos dados de
absorbancia a concentragéo equivalente.

2.3. Ensaios de biodegradacéo

O teste de acompanhamento do processo de biodegradacdo foi realizado em microcosmos
(Figura 2) semelhantes aos utilizados na etapa de desenvolvimento das bactérias em solo. Nesse
processo utilizou-se 2 kg de areia aplicando 50 g de cada contaminante (6leo bruto e diesel)
simulando uma contaminagdo no ambiente, ocorrendo a mistura com o auxilio de bastdo de vidro.
Para cada hidrocarboneto foram utilizadas duas bandejas onde foram inoculados com 50 mL de caldo
contendo Pseudomonas aeruginosa, utilizando a sequéncia de preparagédo de inoculo descrito no item
2.2 e um experimento sem a adi¢do de microrganismo para cada contaminante.
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Figura 2 - Microcosmos utilizados para o ensaio de biorremediacdo. A) Contaminado com 6leo
bruto B) Contaminado com diesel.

Na avaliacao da remocédo de teor de 6leo e graxas foram realizadas trés amostragens ao longo de
28 dias. O teor de 6leos e graxas (hidrocarbonetos) na areia durante o processo de biorremediacdo foi
quantificado por método de extragdo continua em aparelho tipo Soxhlet (Extrator de Oleos e Graxas
Marconi MA-491) em 5 gramas de amostras. Os valores para os percentuais foram calculados pelas
Eq.2e 3.

%O&G = —2€e 4+ 100 )
Mamostra
Cc

%RO&G = (1 - (C—f)> £ 100 3)
Onde:
%0&G — porcentagem de 6leos e graxas;
m— massa em gramas (Q);
%RO&G —  porcentagem de remocdo de 6leos e graxas;
Ci— percentual de 6leos e graxas da amostra no tempo final de biorremediacéo;
Ci— percentual de 6leos e graxas da amostra no tempo inicial de biorremediacédo

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Acompanhamento do desenvolvimento de Pseudomonas no solo

Durante 25 dias foi analisado, tanto quantitativamente como qualitativamente, a presenca de
bactérias do tipo Pseudomona aeruginosa em solo contaminado manualmente. O resultado pode ser
observado na Figura 3.
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Figura 3 - Quantificacdo das bactérias desenvolvidas na areia contaminada com petroleo/diesel.

Pode-se observar que ocorreu um crescimento da quantidade de col6nias ativas até o vigésimo

dia. Portanto, apenas durante o periodo de desenvolvimento das bactérias € que as col6nias foram
repicadas e preservadas.

3.2. Avaliagao da producéo de biossurfactante

Ao analisar a producdo de biossurfactante durante o crescimento em glicerina, nas duas
concentracdes estudadas, observou-se uma baixa producdo do tensoativo em baixas concentracdes de
carbono. Utilizando a concentragdo 2% de glicerina houve um pico de 5,14 mg.L™ de ramnose no
tempo de 72 h, seguido pelo decaimento da sua concentracdo, o que pode indicar um provavel
consumo do produto por parte da bactéria quando o substrato passou a ter concentracdes reduzidas.
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Figura 4 — Avaliacdo da producdo de ramnose utilizando glicerina como fonte de carbono nas
concentracdes de 2% e 10%.
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Como se pode observar na Figura 4, diferente do que ocorreu quanto foi empregada uma baixa
concentracéo de carbono, o aumento da concentracdo do substrato permitiu uma elevada producéo do
biossurfactante, que atingiu um valor de 98,87 mg.L™ de ramnose ao final do tempo de fermentac&o.
Porém, esta ainda encontrava-se em fase de aumento da concentracdo, indicando que, caso a
fermentacdo continuasse, poderia se conseguir valores mais elevados.

3.2. Ensaios de biodegradacao

As Figuras 5 e 6 apresentam o percentual de Oleos & Graxas durante o processo de

biorremediacdo (bioaumentacdo e atenuacdo natural) do solo contaminado com 6leo bruto e com
diesel.
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Figura 5 - Porcentagem de petrdleo presente no solo.
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Figura 6 - Porcentagem de diesel presente no solo.

Na tabela 5 abaixo se encontram os resultados para a taxa de remog&o para o periodo total de
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analise (28 dias).

Tabela 1 - Resultados da remogao de 6leos e graxas.

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

Composto Tipo de Biorremediacéo %RO&G

Oleo bruto Bioaumentacio 63,50%

Oleo bruto Atenuacio Natural 45,36%
Diesel Bioaumentacao 75,47%
Diesel Atenuacao Natural 48,51%

Verifica-se na Tabela 1 que o diesel foi o composto mais facilmente removido,
independentemente do processo de biorremediacdo usado. Sendo os resultados do processo de
bioaumentacdo significativamente superiores, tanto para o 6leo bruto como para o diesel.

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

4. CONCLUSOES

A bactéria Pseudomona aeruginosa isolada neste estudo, apresentou capacidade de produzir
ramnose com valores de 5,14 mg.L™" e 98,87 mg.L™?, para concentracdes e glicerina 2% e 10%,
respectivamente, indicando a capacidade produzir biossurfactante.

Ao testar a capacidade do microrganismo na remediacdo de solos contaminados, no ensaio de
bioaumentacdo este apresentou remogdes de 63,50% (petréleo) e 75,41% (diesel), mais elevadas que
as remocdes observadas na atenuacdo natural, 45,36% (petroleo) e 48,71% (diesel) indicando que os
microrganismos adicionados ao meio contaminado utilizou os hidrocarbonetos presentes como fonte
de carbono em 28 dias de avaliacao.
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