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RESUMO - A preocupacdo com a qualidade ambiental vem aumentando na sociedade, pois o
desenvolvimento industrial e tecnolégico tem levado a grandes taxas de contamina¢do no
ambiente, devido a liberacdo de carbono. Uma das técnicas mais utilizadas para a
biorremediacdo é o bioestimulo, podendo ser auxiliado através da técnica de
microencapsulamento. Este trabalho tem por objetivo formular um composto de liberacéo
lenta de nitrogénio e fdésforo utilizando os polimeros alginato e Capsul ® a fim de promover o
bioestimulo da populagdo hidrocarbonoclastica no meio ambiente visando a biorremediacéo
de poluentes. Foram feitas capsulas de liberacdo lenta com 2 mm de espessura contendo N e
P. Os experimentos conduzidos com o material encapsulado quanto a producdo de biomassa e
consumo de glicose como fonte orgéanica de carbono, foram melhores quando comparados a
sistemas contendo os mesmos nutrientes livres, demonstrando que as cépsulas apresentam
potencial para aplicacdo em processos de biorremediacéo.

1. INTRODUCAO

A preocupagdo com a qualidade ambiental vem se tornando cada vez mais presente na
sociedade. O aumento do desenvolvimento industrial e tecnologico tém levado a grandes
taxas de contaminacdo dos solos, rios, lagos, oceanos, lengois subterraneos e sedimentos
(Roling & Van Verseveld, 2002). Como consequéncia da grande quantidade de contaminantes
originados principalmente das inddstrias petroliferas, uma intensa oferta de carbono
(provenientes de hidrocarbonetos do petréleo) tem sido liberada no ambiente.

Um dos processos mais relatados na literatura para o tratamento de areas poluidas com
grandes quantidades de carbono disponiveis € o processo conhecido como biorremediagéo, de
acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA). Biorremediacdo é o
processo de tratamento que utiliza a ocorréncia natural de microrganismos para degradar
substancias toxicamente perigosas transformando-as em substancias menos ou ndo toxicas.

As tecnologias de biorremediagéo podem ser classificadas como ex situ ou in situ. As
tecnologias ex situ constituem os tratamentos que removem o contaminante para um local fora
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de onde ocorre a contaminacdo, ja as tecnologias in situ, envolvem o tratamento dos
contaminantes no proprio local. As técnicas de biorremediagdo in situ mostram-se vantajosas,
pelo fato de poderem ser realizadas eliminando custos de transporte e a intervencao pode ser
diminuida (IWAMOTO & NASU, 2001).

Existem diferentes técnicas que podem ser utilizadas no processo de bioremediacao in
situ, dentre as quais estdo: atenuacdo natural, bioaumento e bioestimulo. A atenuacdo natural
pode ser definida como a reducéo da toxicidade, mobilidade ou volume do contaminante sem
a intervencdo humana e pode se dar por processos fisicos, quimicos e bioldgicos. O
bioaumento, por sua vez, envolve a estimulacdo de popula¢cfes nativas que sdo reintroduzidas
no sitio de contaminagdo, ou ainda a adi¢do de cepas selvagens ou de culturas mistas ndo
nativas do local contaminado, mas que sdo capazes de degradar o poluente. Por fim, o
bioestimulo € descrito como uma técnica que visa estimular a microbiota nativa de um
determinado ambiente em virtude do fornecimento adequado de nutrientes e de condicdes
ambientais favoraveis. Porém, a idéia fundamental € condicionar o desenvolvimento de
microrganismos indigenas em um local impactado para que haja reducdo do contaminante,
devido ao seu uso como fonte de carbono no metabolismo microbiano, provocando a
diminuicdo dos poluentes ao longo do tempo (IWAMOTO & NASU, 2001; ROBB &
MOYER, 2001; EPA, 2004; SCOW & HICKS, 2005). Hoje existem muitos estudos que
utilizam o bioestimulo, pois agride menos o ambiente (CUNHA et al, 2006; SCOW &
HICKS, 2005), porém o estimulo nem sempre é imediato, podendo requerer algum tempo
para que seja evidente, e a quantidade e o tipo de nutrientes adicionados vao depender das
relacfes de carbono, nitrogénio e fésforo (C:N:P) presentes no ambiente. Esta relacdo deve
ser mantida sempre em equilibrio para permitir o crescimento adequado de microrganismos
(ALEXANDER, 1999).

Hoje com o objetivo de fornecer tais nutrientes de maneira a impactar menos o sistema
e obter uma boa relagdo C:N:P, muitos trabalhos cientificos estdo utilizando a técnica de
microencapsulacdo de materiais ativos para formulacdo de fertilizantes de liberacdo lenta, a
fim de que seu conteldo de forma gradual seja liberado e coincida com a exigéncia
nutricional do organismo envolvido.(SUAVE et al., 2006; TRINDADE, PINHO & ROCHAS,
2008; BANSODE et al., 2010).

A microencapsulacdo € uma tecnologia de empacotamento de materiais so6lidos,
liquidos e gases , em pequenas, capsulas seladas, isolando e protegendo-os de condigdes
ambientais adversas, tais como a luz , oxigénio , umidade e interagdes com outros compostos .
As cépsulas podem liberar seu conteido em taxas controladas sob condigdes especificas .
Esses pacotes em miniaturas, chamadas esferas, tendo um tamanho de poucos milimetros, no
entanto, sdo fortemente influenciadas, pela estrutura do material originado (THIES, 2003;
BASTOS et al.,2009) .

Dentre os diversos polimeros utilizados para a producdo de granulos destacamos o
copolimero de alginato. E um componente de grande interesse para revestimento devido as
suas propriedades coloidais Unicas , como a possibilidade de ser um agente espessante,
gelificante, estabilizante de emulsdo, além de ser capaz de formar suspensdes e filmes. E um
hidrato de carbono coloidal hidréfilo extraido com alcali diluido a partir de varias espécies de
algas castanhas (Phaeophyceae ). A propriedade mais Util dos alginatos é sua habilidade em
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reagir com céations polivalentes, especialmente ions de célcio, para produzir géis fortes ou
polimeros insoliveis. (ARBURTO et al, 1998; BASTOS et al, 2009) .

Capsul ® é um amido modificado quimicamente desenvolvido por National Starch &
Chemical Corporation dos Estados Unidos. Esta modificacdo consiste na adicdo de um
componente lipofilico (succinato de octanil) nas formulagfes, aumentando assim a
estabilidade da emulsdo e mantendo a biodegrabilidade do amido (BASTOS et al, 2009).

Diante do que foi apresentado, este estudo tem por objetivo formular um fertilizante de
liberacdo lenta de nitrogénio e fosforo utilizando os polimeros alginato e Capsul ® como
fonte de bioestimulo para microrganismos hidrocarbonoclasticos no meio ambiente.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Preparacdo das C4psulas de Liberacéo Lenta

Inicialmente foram pesados fosfato de monopotéssio, fosfato dipotassio e nitrato de
amonio (todos na concentracao de 1g/L e provenientes da industria Proquimios) dissolvida em
agua destila e misturado em uma solucdo de 3% (peso/volume) de alginato de sodio
(proveniente da industria proquimios) e 4% (peso/volume) de capsul® ( National starch and
chemical corporation USA). A solugdo final foi transferida para um funil de separagéo e
gotejada em uma solucédo de 0,3 M de cloreto de calcio (da empresa Vetec), técnica conhecida
como colapso da gota, formado capsulas esféricas que ao final da producdo foram secas em
forno a 60°C durante 1 hora.

2.2. Quantificacdo da quantidade de agua absorvida pelas Capsulas
(Wa)

Para a quantificacdo da agua absorvida pelo material preparado, 1 g de amostra MO
(peso seco) das céapsulas formadas e secas foi imersa em um becker de vidro com 50 ml de
agua destilada por um periodo de 90 min em temperatura ambiente. As amostras embebidas
M foram retiradas filtradas com auxilio de uma peneira granulométrica com objetivo de retirar
0 excesso de dgua ndo absorvida. A capacidade de absorcdo (Wa) por grama de peso seco foi
determinada pela equacdo (1) abaixo de acordo com Wu & Liu, (2008).

Wa = M-MO
M @

2.3 Determinacdes analiticas:

Foram analisados nitrogénio total utilizando-se o equipamento TOC VCP Total Organic
Carbon, modelo Shimadzu TNM-1; proteinas pelo método de Lowry; fésforo total e glicose
pelo emprego de Kits colorimétricos (Doles®).
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2.4 Experimento para avaliacdo do bioestimulo:

Com o objetivo de compreender a bioestimulagdo dos microrganismos com o0s
nutrientes em meio com 2 % (p/V) de glicose, foi construido um sistema com meio liquido
baseado no meio mineral Bushneel Hass (Reis et al, 2013), onde as fontes de nitrogénio e
fosforo foram substituidas pelos encapsulados. O experimento foi realizado com 96h e
comparado com o préprio meio Bushnell Hass (proveniente da empresa Sigma) com 0s
nutrientes livres, muito utilizado na literatura como meio para cultivo de microrganismo
degradadores de hidrocarbonetos de petréleo. A cepa de Pseudomonas sp. usada no
experimento foi obtida de um ambiente marinho com histérico de contaminacdo por
hidrocarboneto, adquirido pelo laboratério de Microbiologia industrial da UFRJ. A cepa ap6s
crescida em caldo nutriente, foi mantida em refrigerador e transferida para um novo caldo a
cada més. Para cada experimento, foi feito um pré-indculo a partir do estoque, em um novo
caldo nutriente estéril que foi cultivado a 30°C por 24h. O indculo inicial empregado foi de
5ml para cada 100ml de volume dos meios experimentais do sistema de bioestimulo.

3. RESULTADOS

3.1 Producéo dos Encapsulados de Liberacdo Lenta de Nutrientes.

A composicdo de 3% (p/v) de alginato de sodio e 4%(p/v) de capsul®, quando diluidos
em agua destilada e misturados com os nutrientes, formaram uma solucao que ao ser gotejada
em cloreto de célcio, deram origem a pequenas esferas de coloracdo esbranquicada que
guando submetidas a secagem alcancaram um diametro medio de 0,2 mm. (Figura 1)

ALGINATO

Secagemem
estufa a 60°C

Figura 1: Obtencéo do encapsulado de Alginato de s6dio/Capsul® e nutrientes (N e P) apds secagem em
estufa a 60 °C.

3.2 Avaliacdo do Comportamento do Encapsulado em Meio de
Cultivo Liquido:

A figura 2 mostra a concentracdo de nitrogénio e fésforo em sistema livre e em sistema
imobilizado no meio de cultivo na presenca do microrganismo Pseudomonas sp.
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Figura 2: Liberacdo de nitrogénio e fosforo em sistemas com nutrientes livres e encapsulados em meio
bushnell hass na presenca de Pseudomonas sp.

O experimento com sistema encapsulado mostrou que no intervalo de 0 a 24h had uma
concentracdo de 120 mg/L de nitrogénio total e 150 mg/L de fosforo disponivel no meio. A
concentracdo de nitrogénio diminuiu para 70 mg/L, enquanto a concentracdo de fosforo
manteve-se estavel até 48h de experimento. Ao final de 96h a concentracdo de nitrogénio
manteve-se estavel ja a concentracdo de fosforo apresentou um ligeiro aumento atingindo 170
mg/L.

No meio mineral Bushell Hass, em que os nutrientes estdo livres a concentracdo de
nitrogénio, atingiu 40 mg/L enquanto que a concentracdo de fésforo apresentou 320 mg/L de
fosforo no intervalo de 0 a 24h. A concentracdo de nitrogénio manteve-se estavel, enquanto
que a de fosforo apresentou uma ligeira diminuicdo até 48h. Ao fim de 96h o valor da
concentracdo de nitrogénio ndo apresentou alteracdo assim como a concentracdo de fosforo
que permaneceu estavel apresentando um valor de 300 mg/L.

A Tabela 1 mostra o consumo de glicose e 0 crescimento microbiano, expresso em
proteinas, ao longo dos experimentos.

Tabela 1: Consumo de glicose e crescimento de proteina no intervalo de 96h de experimento.

Tempo 0 horas 24 horas 48 horas 96 horas
Encapsulado Alg/Capsul Glicose (g/L) 1989+0,2 | 1854+0,5 | 17,2+0,2 | 16,05+0,2
Encapsulado Alg/Capsul | Proteinas (mg/L) | 89 + 0,02 143+1,0 141+0,5 178 +0,1

Bushnell Hass Glicose (g/L) 20+0 18,22+0,2 | 17,74+0,3 | 17,41+0,1
Bushnell Hass Proteinas (mg/L) | 78+0,8 91+£0,1 134 +£0,2 155+0,5

Pode-se observar que no sistema contendo os nutrientes imobilizados ocorre um
pequeno consumo de glicose no intervalo de 0 a 24h atingindo o valor de 18,5 g/L, neste
mesmo intervalo o valor da concentracdo de proteina apresenta 143 mg/L. Apos este periodo
no intervalo de 48h a concentracdo de glicose apresentou mais um pequeno declinio,
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chegando a 17,2g/L, no entanto o valor proteico sofre pouca alteracdo mantendo-se
praticamente constante. J& em 96h de experimento ocorre ainda uma ligeira queda na
concentracdo de glicose chegando a 16g/L, levando também a ligeiro acréscimo de proteina,
com valor de 178,0 mg/L.

No sistema com meio Bushnell Hass, onde os nutrientes estdo livres no meio, o
consumo de glicose exibiu uma queda inicial atingindo valor de 18g/L e um crescimento de
90 mg/L de proteina em 24h. Verificou-se também, um consumo de glicose muito pequeno,
obtendo-se valor de 17,5¢/L e um aumento no crescimento cuja concentragdo proteica chega a
140mg/L com 48 horas. Ao final de 96h de experimento a concentracédo de glicose manteve-
se quase que estdvel, porém a concentracdo de proteina apresentou um ligeiro aumento,
obtendo-se 155mg/L.

4. Discussao.

Ao se observar a figura 2, percebe-se que o sistema formado pelo encapsulado
apresentou um abastecimento de fdésforo e nitrogénio livres no meio, porém o sistema
formado pelo encapsulado permitiu uma concentragdo final de 170 mg/L de fésforo e 70
mg/L de nitrogénio , enquanto que o sistema formado por nutrientes livres deixou disponivel
300 mg/L de fosforo e 40 mg/L de nitrogénio. Apesar dos valores de nitrogénio finais estarem
baixos nos dois sistemas, os valores da concentracdo de fosforo com os nutrientes livres é o
dobro quando comparado ao sistema encapsulado o que pode permitir uma intensificacdo do
processo de eutrofizacdo. E importante chamar a atengdo que nos dois sistemas, as
concentracdes de nitrogénio e fdésforo estdo fora dos limites estabelecidos pelo Conselho
Ambiental de Meio Ambiente (CONAMA 357, 2005).

Na tabela 1, pode-se observar que apesar das concentracdes de glicose estarem bem
proximas em relacdo aos valores, é possivel observar ao longo do tempo que o consumo de
glicose apresentado pelo sistema formado pelo nutriente encapsulado, apresentou um declinio
continuo ao longo do tempo, diferentemente do sistema formado por nutrientes livres, que
apresentou uma ligeira queda nas primeirs 24h de experimento e permaneceu quase estavel
nos intervalos seguintes que vai de 48 a 96h. Ao observar o crescimento dos microrganismos,
verificou-se um valor mais elevado no sistema formado pelos nutrientes encapsulados nas
primeiras 24h, quando comparado ao crescimento do sistema formado pelos nutrientes livres.
Este resultado pode ser corroborado ao observarmos a figura 2, pois neste periodo a
quantidade de fosforo presente no sistema livre era o dobro da quantidade de fésforo no
sistema encapsulado, interferindo diretamente na relacdo C:N:P.

Ao final de 48h nos dois sistemas pode-se evidenciar o crescimento. No entanto o
sistema contendo o material encapsulado superou o sistema com nutriente livre, apresentando
uma intensificacdo no crescimento atingindo valor maior que 0 meio contendo nutrientes
livres. Isto é reforgado quando observamos a tabela 1, onde pode-se detectar que a partir de
48h ainda se verifica uma tendéncia de queda no consumo de glicose e de aumento do
crescimento microbiano. No trabalho de Reis et al, (2013), também verificou-se que o
crescimento de microrganismos foi mais eficiente em sistema com sais encapsulados do que
em sistemas com sais livres.
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5. Conclusao.

As esferas compostas por 3% (p/v) de alginato de sédio e 4% (p/v) de capsul®,
formaram céapsulas de liberacdo lenta de nutrientes, que ao serem usadas em um sistema
liquido absorvem agua e ampliam seu tamanho chegando a 4mm de espessura e desta maneira
foram capazes de estimular o crescimento dos microrganismos hidrocarbonoclaticos. De
acordo com os graficos apresentados e discutidos, € compreensivel supor que quando 0s
microrgansimos sao alimentados com nutrientes essenciais para seu crescimento de forma
continua e lenta, é possivel chegar a valores maiores de crescimento, quando comparado ao
crescimento conduzido com o0s nutrientes disponibilizados todos ao mesmo tempo
inicialmente. Este estudo indica que o controle dos nutrientes no meio de cultura, além de
otimizar a relacdo custo/beneficio ajuda a otimizar o tratamento das areas estudadas podendo
ainda ndo apresentar risco de eutrofizacdo do ambiente, uma vez que com o melhor
aproveitamento dos nutrientes, menores concentracdes dos mesmos ficam livres no sistema.
Neste ponto o trabalho em questdo ainda devera ser aprimorado de modo a permitir que 0s
valores residuais destes nutrientes atendam o limite estipulado pela legislagé&o.
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