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Resumo

Grande atencdo vem sendo dada a contaminacao por hidrocarbonetos resultante das atividades
da industria petroquimica. Dentre as tecnologias utilizadas na remediacéo e tratamento de areas
impactadas, a biodegradacao vem despontando como um dos principais campos de pesquisa em
microbiologia, se apresentando como uma técnica bastante eficaz. Dessa forma, o presente
trabalho visou estudar a biodegradacdo de gasolina, 6leo diesel e dos compostos benzeno,
tolueno, etilbenzeno e o-xileno (BTE(0-)X) por Pseudomonas putida CCMI 852 com
plasmideo TOL pWWO, com aplicacdo de biossurfactante, para aumentar a biodisponibilidade
de compostos hidrofébicos, produzido por Pseudomonas aeruginosa LBI a partir do soro de
ricota, como fonte de carbono e com avaliacdo da toxicidade com sementes de alface (Lactuca
sativa) e genotoxicidade com sementes de cebola (Allium cepa), antes e ap6s a biodegradacéo.
Foi observado um potencial de producédo de biossurfactantes do tipo ramnolipidios em soro de
ricota como substrato alternativo para producdo, com rendimento de 045 g L. O
monitoramento da biodegradacgdo dos hidrocarbonetos, foi realizado por ensaios colorimétricos
utilizando os indicadores redox DCPIP e TTC e a quantificacdo foi realizada por cromatografia
gasosa acoplada com espectrometria de massa (CG/MS). Os testes colorimétricos foram
eficientes e bastante eficaz para verificar a atividade bacteriana, indicando o potencial do micro-
organismo em degradar esses compostos, fato este que comprovou-se pela analise em GC/MS.
O plasmideo TOL pWWO0 encontrado naturalmente na linhagem bacteriana P. putida CCMI
852, confere as células a capacidade de degradarem hidrocarbonetos presentes na gasolina mais
facilmente em relacdo ao 6leo diesel e que a P. putida CCMI 852 nédo foi capaz de metabolizar
0 benzeno, nem individualmente, nem em misturas, indicando a via de degradacdo da linhagem
sendo a via TOL. Em mistura BTE(0-)X, a presenca do benzeno ocasionou efeito negativo na
degradacdo do tolueno que apresentou taxa de degradacdo 33,5% menor do que quando
individualmente, enquanto que em mistura, o etilbenzeno aumentou 50,3%. Em misturas
ternarias TE(0-)X, 0s compostos apresentaram maior taxa de degradacéo em relagdo a presenca
do benzeno, com aumento de 14,2% para tolueno, seguido de 4,8% e 2,5% para o (0-)xileno e
etilbenzeno, respectivamente. A sequéncia de degradacdo encontrada foi tolueno, o-xileno e
etilbenzeno. O uso do biossurfactante no processo, ndo aumentou a taxa de biodegradagéo.
Contudo, ao realizar testes de toxicidade (com sementes de alface) foi observado que na maioria
dos ensaios foram produzidos compostos intermediarios da biodegradacdo, mais toxicos aos

organismos-teste do que a substancia original. Os testes com A. cepa permitiram verificar



potencial genotdxico da gasolina e do dleo diesel biodegradados apds 10 dias, por alteracdes

no indice mito6tico e mutagénico dos compostos.

Palavras-chave: Biodegradacdo, Hidrocarbonetos, BTE(0-)X, Biossurfactante, Ecotoxicidade



Abstract

Great attention has been given to the contamination by hydrocarbons from the petrochemical
industry. Among the technologies used in the remediation and treatment of impacted areas,
biodegradation has emerged as a very effective technique, which is now among the main
research fields in microbiology. Thus, this thesis aimed to study the biodegradation of benzene,
toluene, ethylbenzene and o-xylene (BTE(0-)X) by Pseudomonas putida CCMI 852 with the
TOL pWWO0 plasmid, as well as biosurfactant application to increase the bioavailability of
hydrophobic compounds produced by Pseudomonas aeruginosa LBI using ricotta serum as the
source of carbon. The evaluation of toxicity with lettuce seeds (Lactuca sativa) and genotoxicity
with onion seeds (Allium cepa), before and after biodegradation, was also considered. The
potential production of rhamnolipidic biosurfactants in ricotta whey as an alternative substrate
yielded 0.45 g L-1. Monitoring the biodegradation of hydrocarbons was performed by
colorimetric assays using the both DCPIP and TTC redox indicators. Quantification was
performed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC / MS). The
colorimetric tests were efficient and quite effective to verify the bacterial activity, indicating
the potential of the microorganism to degrade these compounds. This fact was evidenced by
GC / MS analysis. The plasmid TOL pWwWO0 found naturally in the bacterial line P. putida
CCMI 852, gives the cells the ability to degrade hydrocarbons present in gasoline more easily
relative to diesel oil. P. putida CCMI 852 was not able to metabolize benzene, nor individually,
or in mixtures, indicating that the route of degradation of this specific strain is the TOL route.
In the BTE(0-)X mixture, benzene caused a negative effect on the degradation of toluene, which
had a degradation rate of 33.5% lower than its individual presence. While in the mixture,
ethylbenzene increased its degration rate by 50.3%. In ternary mixtures TE(0-)X, the
compounds had a higher rate of degradation in relation to the presence of benzene, with a 14.2%
increase in toluene, followed by 4.8% and 2.5% for xylene and ethylbenzene, respectively. The
degradation sequence found was toluene, o-xylene and ethylbenzene. The use of the
biosurfactant in the process did not increase the rate of biodegradation. However, when
performing toxicity tests (with lettuce seeds) it was observed that in the majority of the assays,
intermediate compounds of the biodegradation were produced, which were more toxic to the
test organisms in the original substance. The tests with oniun seeds verified the genotoxic
potential of biodegraded gasoline and diesel oil after 10 days, due to changes in the mitotic and

mutagenic index of such compounds.
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1 Introducéao

A contaminacdo do ambiente por compostos organicos € uma das principais
preocupacOes enfrentadas pela sociedade no século XXI (COLEDAM et al., 2017). Grande
atencdo vem sendo dada a contaminag@o por hidrocarbonetos resultante das atividades da
indUstria petroquimica, sendo considerado um dos principais problemas ambientais (NOEL et
al., 2016; DONG et al., 2017; MNIF et al., 2017). Em marco de 2017, a producéo de petrdleo
no Brasil totalizou 2,550 milhdes de barris por dia, 0 que representou um crescimento de 12,6%
em relacdo ao mesmo més em 2016, de acordo com a Agéncia Nacional do Petroleo (ANP,
2017a).

Episddios de acidentes envolvendo hidrocarbonetos de petréleo sdo relatados com
bastante frequéncia, principalmente em funcdo da exploracdo, refino, transporte e
armazenamento, resultando em uma degradacao ambiental consideravel, principalmente devido
a capacidade limitada dos ecossistemas absorverem esses impactos (FARHADIAN et al., 2008;
CESARINO et al., 2013; GUARINO et al., 2017; TURNER e RENEGAR, 2017).

Alguns derivados de petroleo, como o 6leo diesel e a gasolina, sdo pouco soliveis em
agua e alguns compostos organicos presentes na composi¢do desses combustiveis exigem maior
atencdo, quanto aos seus possiveis danos ambientais. Os hidrocarbonetos monoaromaticos
volateis, conhecidos como BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e trés isémeros de xileno,
orto-, meta- e para-xileno), sdo listados como poluentes prioritarios pela United States
Environmental Protection Agency - USEPA (QU et al., 2015; LUEDERS, 2017, ME(;ABIH,
2017), além de estarem incluidos na Lista de Poluentes Atmosféricos Perigosos (Hazardous Air
Pollutants List) como uma das 275 substancias identificadas como potencial ameaca a salde
humana (RAHUL e BALOMAJUMDER, 2013; AKMIRZA et al., 2017).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969717303789#bb0110
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969717303789

Introducéo

Tais compostos sdo os constituintes mais sollveis e abundantes na gasolina, o que lhes
confere alta toxicidade, mobilidade e consequente biodisponibilidade (MITRA e ROY, 2011),
podendo migrar do solo para a 4gua subterranea e alcancar locais de abastecimento de agua
mesmo longe de sua origem de contaminacdo. Os BTEX possuem como caracteristica principal
a presenca do anel benzénico nas suas estruturas moleculares e apresentam potencial de
poluicdo elevado, devido a suas propriedades, neurotdxicas, carcinogénicas e teratogénicas,
cientificamente comprovadas, representando um sério risco ao meio ambiente e ao ser humano
(ATSDR, 1999; FUCHS et al., 2011; ALMEDA et al., 2013).

Dentre as tecnologias utilizadas na remediacdo e tratamento de areas impactadas por
combustiveis derivados de petréleo, a biodegradacdo, por meio da atividade de micro-
organismos, vem despontando como uma técnica bastante eficaz, podendo ser utilizada como
complemento as tecnologias convencionais, por serem relativamente de baixo custo e ndo
invasiva (BENTO et al., 2005; OTENIO et al., 2005; DAS e CHANDRAN, 2011; EL-NAAS
etal., 2014).

Porém, a eficiéncia da biodegradacdo pode ser reduzida em virtude de 0s compostos
hidrofobicos serem imisciveis em solucdo aquosa e por estarem adsorvidos as particulas de
sedimento, limitando sua biodisponibilidade & microbiota. Dessa forma, a fim de promover
maior acessibilidade destas moléculas ao metabolismo microbiano e o desenvolvimento da
microbiota endémica, os biossurfactantes tem se mostrado uma ferramenta em potencial para
este fim (MUKHERJEE et al., 2006; ARAUJO et al., 2013; PEREIRA et al., 2013; GONG et
al., 2015).

Os biossurfactantes agem como tensoativos e sdo produzidos por uma grande variedade
de micro-organismos, dentre eles bactérias pertencentes ao género Pseudomonas, que
sintetizam biossurfactantes do tipo ramnolipidios. Esses biotensoativos vém recebendo
consideravel interesse nos ultimos anos, devido a sua natureza biodegradavel, baixa toxicidade
e diversidade de aplicacbes (LOVAGLIO et al., 2015; DOBLER et al., 2016).

A produgéo dos biossurfactantes em escala industrial ndo tem recebido tanta atengéo
devido aos elevados custos de processamento, sendo a escolha de substratos de baixo custo
importante para a economia global do processo (NITSCHKE e PASTORE, 2002; RUFINO et
al., 2014). Esses compostos podem ser produzidos a partir de substratos renovaveis, Como soro
de leite, soro de ricota, manipueira, entre outros, que podem viabilizar economicamente o
processo (BENINCASA et al., 2002; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008; MARIANO et
al., 2008; LOVAGLIO et al., 2014; GUDINA et al., 2015a).
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A ricota é uma alternativa de aproveitamento do soro resultante da fabricagédo de queijo,
sendo utilizado para coagulacdo e precipitacdo das proteinas ndo coaguldveis pelo coalho,
gerando como subproduto da fabricacdo, o denominado soro de ricota, um fluido opaco, verde-
amarelado. Esse soro de ricota possui alto teor de cido latico, calcio e fosforo e, pelo seu forte
sabor &cido, é pouco utilizado, tendo apenas usos como coagulante na fabricacdo do queijo
branco, racdo animal e para suplementar sucos de frutas acidas, mas pode deixar um gosto
residual salgado, o que o torna menos aceito pelos consumidores (MIZUBUTI, 1994;
CARVALHO et al., 2013; MAGALHAES-GUEDES et al., 2013).

Muitas industrias ainda consideram o soro de ricota como um efluente, o qual, quando
indevidamente tratado, gera um sério problema ambiental devido a sua elevada carga orgénica.
O governo tem incentivado o desenvolvimento de tecnologias que permitam o aproveitamento
do soro de uma forma que seja viavel, tanto do ponto de vista econémico como tecnoldgico
(ALVES et al., 2014).
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

O presente trabalho teve como objetivo estudar a biodegradacao da gasolina, 6leo diesel

e seus hidrocarbonetos monoaromaticos (BTE(0-)X) por Pseudomonas putida CCMI 852,

acrescentado de biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBI a partir do soro de ricota,

como fonte de carbono. Também foi realizada a avaliacdo da toxicidade com sementes de alface

(Lactuca sativa) e genotoxicidade com sementes de cebola (Allium cepa) da gasolina e do 6leo

diesel antes e apos a biodegradacéo.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar a vialibilidade da producdo de biossurfactantes por P. aeruginosa LBI,
utilizando o soro de ricota como fonte de carbono;

Avaliar a biodegradacao por P. putida CCMI 852 de gasolina, 6leo diesel e compostos
BTE(0-)X, com e sem 0 biossurfactante produzido.

Monitorar o processo de biodegradacdo por P. putida CCMI 852 frente a esses
compostos por técnicas de colorimetria e por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (GC/MS);

Verificar a sequéncia de biodegradacdo dos compostos BTE(0-)X em mistura, por P.
putida CCMI 852.

Avaliar a toxicidade com sementes de alface (L. sativa) e genotoxicidade com sementes
de cebola (A. cepa) dos produtos da biodegradacdo em organismos-teste e a

sensibilidade destes organismos para uso como bioindicadores.
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3 Revisdo de Literatura

3.1 Oleo Diesel

O oleo diesel comercial, produto da destilacdo fracionada do petroleo, apresenta em sua
composicdo uma mistura complexa de hidrocarbonetos de cadeias de 6 a 30 atomos de carbono
e, em menor propor¢do, nitrogénio, enxofre e oxigénio (COLLLINS, 2007; SOUZA et al.,
2016). Sua composicdo depende da origem do 6leo cru utilizado no processo de destilacdo e
das misturas adicionadas na sua formulacdo final, contendo principalmente hidrocarbonetos
saturados, ndo ramificados, aromaticos e compostos polares (ATSDR, 1995; BENTO et al.,
2005). De acordo com Penet et al. (2004), o diesel apresenta a maior parte formada por
componentes saturados, cerca de 64%, incluindo alcanos ramificados e ciclicos.

A susceptibilidade dos constituintes do petroleo a biodegradacdo se modifica conforme
o tamanho da molécula do hidrocarboneto e sua concentracdo (SOUZA et al., 2016). Segundo
Kanaly et al. (2000) e Yu et al. (2005), de modo geral, 0 aumento no numero de anéis aromaticos
eleva a estabilidade quimica e a hidrofobicidade da molécula, tornando-os menos disponiveis &
biodegradacao.

Bento et al. (2005) demonstraram que populacdes microbianas podem degradar fragdes
alifaticas e aromaticas de hidrocarbonetos simultaneamente, embora as adicdes de
determinados compostos, assim como a composicdo de algumas misturas, podem interferir na
degradacdo dos componentes. Além disso, a baixa biodegradabilidade do diesel € comumente
associada a limitagdes na transferéncia de hidrocarbonetos ou na quantidade insuficiente de
oxigénio do meio. Muitos estudos de biodegradacdo dessa substancia foram feitos em sistemas

abertos que promoviam o desaparecimento da substancia por volatilizagdo (SONG et al., 1990).
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3.2 Gasolina

A gasolina, derivada do petroleo, é o segundo combustivel mais consumido no Brasil,
depois do 6leo diesel (ANP, 2017b). E formada por uma mistura complexa de mais de 230
hidrocarbonetos saturados, naftalénicos, arométicos, com 4 a 12 &atomos de carbono
(MARCHAL et al., 2003; STREVA et al., 2011). Sua composi¢do pode ser extremamente
variavel, dependendo da origem e do tipo de petréleo que a gerou, dos processos utilizados no
refino e da existéncia ou ndo de aditivos (NWANKWEGU e ONWOSI, 2017).

Os hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX, representam concentracdo significativa na
gasolina, onde, dependendo da origem do petréleo, sua fracdo em volume pode ser superior a
20% (WEELINK et al., 2010; MONTAGNOLLI et al., 2017a).

No Brasil, as gasolinas comercializadas sdo: gasolina A, sem etanol, vendida pelos
produtores e importadores de gasolina; e gasolina C, com adi¢éo de etanol anidro combustivel,
vendida aos postos revendedores e em seguida ao consumidor final (ANP, 2017b).

De acordo com a ANP (2016), a gasolina C € aditivada com 20 a 27% (v/v)
aproximadamente de etanol, a fim de melhorar o desempenho do combustivel e diminuir as
emissdes de gas carbonico, fato que aumenta, consideravelmente, a probabilidade de
contaminagdo de aguas por BTEX devido ao seu efeito co-solvente (CUNHA et al., 2007;
MAZZEO et al., 2011). Acrescenta-se, ainda, que a estabilidade estrutural do benzeno, torna a
oxidacdo e, consequentemente a degradacdo mais dificil (JOHNSON et al., 2003).

3.3 Compostos BTEX

Os hidrocarbonetos monoaromaticos BTEX estdo entre os principais contaminantes de
grande preocupacdo ambiental (QU et al., 2015; XIE et al., 2016), sendo frequentemente
encontrados na agua superficial e subterrdnea, como resultado de derramamentos acidentais,
vazamento de tanque de estocagem e de encanamentos subterraneos ou, algumas vezes, ao
descarte intencional de 6leo ou residuos oleosos na agua, como efluentes quimicos industriais,
por exemplo (MITRA e ROY, 2011; EL-NAAS et al., 2014; FATHEPURE, 2014). Esses
compostos sdo relativamente estaveis e possuem baixo peso molecular, sendo os principais
componentes aromaticos encontrados em muitos produtos do petroleo. Na Tabela 1 sdo

apresentadas as estruturas quimicas do BTEX.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186416301389
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186416301389
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Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas e caracteristicas dos compostos BTEX.

Benzeno Tolueno Etilbenzeno o-Xileno
CAS number 71-43-2 108-88-3 100-41-4 95-47-6
CHs CHzCH3 CHs
CHa
Estrutura quimica
Férmula CsHe C7Hs CsHio CsHio
Massa molecular g mol* 78,11 92,14 106,17 106,17
Ponto de ebulicdo (°C) 80,1 110,6 136,2 1445
Solubilidade em agua (20 °C) (mg L) 1770 520 150 170
Densidade especifica (20 °C) (mg L) 0,877 0,867 0,867 0,880
Pressdo de vapor (25 °C) (mmHg) 74,6 22,0 7,0 7,0
Viscosidade (20 °C) (cP) 0,647 0,580 0,678 0,802
Temperatura de ignicéo (°C) 498 480 432 463
Carcinogénico  Inflaméavel Inflamavel Inflamavel
Caracteristicas Inflam&vel Nocivo Nocivo Nocivo
Toxico Irritante

Fonte: Adaptado de Weelink et al. (2010) e El-Naas et al. (2014).

Esses compostos sdo amplamente utilizados por indUstrias quimicas e farmacéuticas,
como intermediarios da sintese de milhares de compostos organicos incluindo adesivos,
revestimentos, desengraxantes, detergentes, corantes, explosivos, combustiveis, vernizes,
tintas, pesticidas, esmaltes, resinas, solventes, entre outros (WEELINK et al., 2010; BOLDEN
etal., 2015).

Na gasolina, os compostos BTEX sdo os hidrocarbonetos mais abundantes, podendo
representar uma parcela de 18% a 25% em massa (ANP, 2016). As porcentagens dos compostos
BTEX na gasolina séo apresentadas, de acordo com Mitra e Roy (2011), como 11% de benzeno,
26% de tolueno, 11% de etilbenzeno, 12% de o-xileno, 31% de m-xileno e 9% de p-xileno.
Estes compostos correspondem aos indicadores especificos utilizados para se caracterizar a
contaminacéo de areas por gasolina, pois sdo insolGveis em &gua e, portanto, sdo os poluentes
que primeiro atingirdo as aguas subterraneas.

A presenca de etanol na gasolina, acrescentado no Brasil a fim de melhorar o
desempenho do combustivel e diminuir as emissdes de gas carbbnico, faz com que a quantidade

dissolvida seja ainda maior, devido ao seu efeito de co-solvéncia, que é definido como a
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capacidade de um determinado solvente aumentar a solubilidade de um soluto em outro
solvente. Uma vez dissolvidos, os BTEX serdo transportados pelo movimento da agua
subterranea. A mobilizacdo também pode ser retardada pela sor¢do nos grédos de solo, porém o
principal mecanismo que limita o transporte dos BTEX €é a biodegradacgéo, e em menor extensao
a volatilizagdo (NASCIMENTO FILHO et al., 2013).

Além da importante contaminacdo ambiental, os compostos BTEX merecem grande
destaque, devido ao seu potencial toxicoldgico elevado. S&o nocivos a satde humana, estando
relacionados a carcinogénese, sindromes hematopoiéticas e depressdo do sistema nervoso
central, constituindo um importante problema de saude publica (OTENIO et al., 2005; XIE et
al., 2016). Assim, esses compostos sdo listados como poluentes prioritéarios pela USEPA (QU
etal., 2015).

O benzeno atua no sistema imunoldgico, hematopoiético e reprodutivo podendo causar
deformacbes no feto, infertilidade e aborto, além de ser comprovadamente cancerigeno,
apresentando-se como o composto mais toxico dos BTEX (KINDER et al., 2017). O tolueno
estd associado com as disfuncdes hepaticas e gastrointestinais sendo, também, teratogénico e
depressor do sistema nervoso central (TIBURTIUS et al., 2004; BOWEN e HANNIGAN,
2006). De acordo com a International Avence for Research on Cancer (IARC, 2000), o
etilbenzeno também tem potencial carcinogénico, além de causar prejuizo ao sistema
respiratdrio, irritacdo aos olhos e desmaios.

Os disturbios mais comuns observados com a exposic¢do cronica aos vapores de xilenos
sdo fadiga, dor de cabeca, irritabilidade, fraqueza, perda de memoria, sonoléncia, distarbio de
humor e do equilibrio, zumbido, ndusea e perda de apetite (TIBURTIUS et al., 2004; EL-NAAS
et al., 2014). Em concentracOes elevadas, o xileno pode levar a inconsciéncia € morte, por
depressao do sistema nervoso central (ATSDR, 2004).

O controle e a fiscalizacdo da qualidade dos solos e da agua subterranea tem sido
importante nos dltimos anos em funcdo do aumento da demanda dos recursos hidricos
subterraneos para o abastecimento publico. No Brasil, as legislacdes existentes tratam das
normas e padrdes de potabilidade destinadas ao consumo humano e sobre as condigGes e
padroes de lancamento de efluentes. De acordo com a portaria vigente, N° 2.914/11 do
Ministério da Saude, os valores maximos permitidos para o benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos em agua potavel sdo de 5, 170, 200 e 300 pg L2, respectivamente (BRASIL, 2011a),
enquanto que para o lancamento de efluentes, segundo a Resolucdo N° 430/2011 do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), o valor maximo permitido para benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos é de 1,2, 1,2, 0,84 e 1,6 mg L%, respectivamente (BRASIL, 2011b).
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3.4 Impactos ambientais

Os acidentes envolvendo hidrocarbonetos de petroleo tém chamado a atengéo publica
pelos impactos a longo prazo que provocam ao ambiente e a sociedade (LI et al., 2016). No
Brasil, em novembro de 2011, de acordo com o relatério da ANP (2012), durante a perfuragédo
de um poco de petroleo em Campo do Frade, na Bacia de Campos, Macaé, RJ, ocorreu o
vazamento de 3.700 barris de petréleo, o equivalente a 588 mil litros de 6leo no mar, produzindo
uma mancha de 6leo que alcangou 18 km de extensdo. Este vazamento ocorreu devido a sete
fissuras no poco, que foi detectado dois dias depois.

Em 2001, o rompimento de um duto da Petrobras em Barueri, SP, ocasionou o
vazamento de 200 mil litros de 6leo, que atingiram as aguas do rio Tieté e do corrego
Cachoeirinha. Em marco de 2017, um vazamento de cerca de 3 mil litros de dleo diesel,
proveniente de um posto de combustivel na cidade de Governador Valadares, MG, atingiu a
rede pluvial e consequentemente o rio Doce (SEMAD, 2017).

Considerado como um dos mais graves desastres ambientais da Ameérica do Sul, em
2000, de acordo com o Relatério do Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2001), um duto
da Petrobras que ligava a Refinaria Duque de Caxias (Reduc) ao terminal Ilha d’Agua, na Ilha
do Governador, no Rio de Janeiro, rompeu-se provocando o derramamento de 1,3 milh&o de
litros de 6leo combustivel e graxa nas aguas da baia de Guanabara. A mancha se espalhou por
mais de 40 km?. O fato de ter acontecido dentro de uma baia fez com que os efeitos fossem
mais nocivos para o ecossistema local, pois o derramamento ndo ocasionou apenas a polui¢do
do espelho d’agua, mas também das areias, costdes rochosos, muros de contengéo e pedras das
ilhas do Governador e de Paqueta, além de ter provocado danos a fauna e a flora.

Assim, os derrames de petrdleo em areas maritimas e fluviais tem recebido grande
atencdo por parte de varias areas de pesquisa. Quando em contato com a agua, o 6leo como
material hidrofébico forma uma fina camada na superficie, que impede a troca de gases entre o
ar e a agua, dificultando assim a passagem da luz solar e os processos de respiracdo e
fotossintese. O impacto dos residuos ocasiona um colapso crucial a cadeia alimentar (FREITAS
etal., 2016).

Durante vazamentos acidentais de grandes propor¢oes, devem ser tomadas agdes para
remover 0s contaminantes, como a remediacdo ou recuperacdo imediata do poluente. Ja os
vazamentos em postos de gasolina, tém a caracteristica de provocar contaminacgdes de menor

porte, porém continuos e prolongados (MAPELLI et al., 2017).


http://g1.globo.com/mg/vales-mg/noticia/2017/03/em-mg-oleo-diesel-vaza-em-posto-de-combustiveis-e-atinge-rio-doce.html
http://g1.globo.com/mg/vales-mg/noticia/2017/03/em-mg-oleo-diesel-vaza-em-posto-de-combustiveis-e-atinge-rio-doce.html
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Em um derramamento e/ou vazamento de gasolina no solo, ocorre migragéo vertical
pela zona ndo saturada, por meio dos poros interligados, sob a influéncia da forca gravitacional,
com velocidade maior que a da agua, expulsando a 4gua intersticial e o ar. Assim, pode ocorrer
a formacéo de varias fases, onde os contaminantes podem transitar de uma fase para outra, e
sua permanéncia em cada uma delas é determinada por propriedades fisico-quimicas do
contaminante e das condi¢Ges ambientais. A percolacdo do BTEX pode ser retardada por
volatilizacdo e pela sorcdo nos grdos de solo, principalmente se este for rico em matéria
organica. Porém, quando o vazamento atinge a zona de aeracdo, 0S compostos entram em
contato com a agua subterrénea e se dissolvem nela, o que facilita a permeabilidade (XU et al.,
2015). Portanto, uma vez estabelecida a contaminacdo, esta podera atuar em trés niveis
diferentes: solo, dgua subterrdnea e atmosfera. Assim, a tarefa de avaliacdo da extensdo,
dindmica, concentracdo das contaminacdes, analise de riscos e possiveis estratégias de
remediacdo torna-se complexa (EL-NAAS et al., 2014).

No Estado de S&o Paulo, a Companhia de Tecnologia e Saneamento Ambiental
(CETESB) divulgou em 2002, pela primeira vez, uma lista de areas contaminadas, registrando
a existéncia de 255 areas contaminadas no Estado de Sdo Paulo. Com o acompanhamento e
atualizagdo desses registros, em dezembro de 2016, foram totalizadas 5.662 areas contaminadas
e reabilitadas no Estado de S&o Paulo (CETESB, 2016).

Os postos de combustiveis destacam-se com 4.137 registros (73% do total), seguidos
das atividades industriais, comerciais e das instalacfes para destinacdo de residuos. Os casos
de acidentes, agricultura e fonte de contaminacdo de origem desconhecida perfazem 1%,
conforme apresenta a Figura 1.

Ainda segundo a CETESB (2016), o grupo de solventes aromaticos, basicamente
representados pelos BTEX, apresenta-se como principal grupo de contaminantes encontrado
nas areas impactadas, seguido de combustiveis automotivos, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, metais e solventes halogenados.

Os passos para 0 gerenciamento ambiental de areas contaminadas descritos na
Resolugdo CONAMA n° 420/2009 (BRASIL, 2009) de aguas determinam critérios e valores
orientadores de referéncia de qualidade, de prevencdo e de investigacdo do solo e valores para
aguas subterraneas. A Resolugéo cita que, na ocorréncia comprovada de substancias quimicas
gue possam causar risco a satide humana e ao meio ambiente, devem ser desenvolvidas a¢des
especificas para a protegdo ambiental feitas por 6rgdos competentes (LIMA et al., 2017),

surgindo assim, caminhos onde a biotecnologia assume um papel fundamental.
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Figura 1 — Distribuicdo das fontes de contaminacéo, por atividade, no Estado de Sdo Paulo, em
dezembro de 2016.
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Fonte: CETESB (2016).

3.5 Processo biotecnoldgico e a biodegradacao de hidrocarbonetos

A baixa biodegradabilidade e a persisténcia dos hidrocarbonetos ocasionam impactos
ambientais significativos. Para minimizar esses impactos, sdo necessarias a¢des que incluam o
desenvolvimento de tecnologias inovadoras, econdmicas e ecoldgicas (SANDU et al., 2017).

Muitos métodos convencionais de tratamentos fisico-quimicos ex-situ, como por
exemplo a lavagem do solo, inativacdo quimica (com o uso de permanganato de potassio e/ou
peréxido de hidrogénio como oxidante quimico) e a incineragdo, separam 0S contaminantes,
porém apresentam muitas limitacBes, destacando-se o alto custo (TRELLU et al., 2016;
VARJANI, 2017). Quando os hidrocarbonetos percolam o solo, grande quantidade permanece
sorvida na matriz (aproximadamente 50%), diminuindo a eficiéncia de remoc¢do. Os custos
crescentes e a eficiéncia limitada desses tratamentos fisico-quimicos convencionais
estimularam o desenvolvimento de tecnologias alternativas para aplicagdes in situ (VARJANI,
2017).

Nesse contexto, micro-organismos com potencial biodegradante tem sido utilizado
como uma tecnologia promissora para modificar ou decompor determinados poluentes em areas

contaminadas e, assim reduzir a toxicidade. Esse processo de biorremediagéo surgiu como uma
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tecnologia alternativa de remediagéo de locais impactados com poluentes organicos (DAS e
CHANDRAN, 2011; MONTAGNOLLI e BIDOIA, 2012; DAS e DASH, 2014).

Dentre os processos biotecnologicos utilizados na remediacdo e tratamento de areas
impactadas por hidrocarbonetos, a biodegradacao vem despontando como uma técnica bastante
promissora e eficaz, podendo ser utilizada como complemento as tecnologias convencionais
(BIDOIA et al., 2010; MAZZEO et al., 2010; EL-NAAS et al., 2014; VARJANI, 2017).

A biodegradacdo ¢é baseada em trés principios basicos para biotransformar ou
mineralizar 0os compostos contaminantes: a presenca do micro-organismo com capacidade
metabdlica, sendo eles autdctones ou adicionados (bioaumentacdo); a disponibilidade do
contaminante como fonte de carbono e energia e; as condi¢cbes ambientais adequadas para o
crescimento e atividade microbiana (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2014).

A biotransformacéo consiste em alterar a estrutura molecular de compostos organicos,
para uma molécula com caracteristicas diferentes da original, que pode ou ndo ser menos toxica
que sua precursora (OBEROI e PHILIP, 2017). A mineralizagdo, por sua vez, representa a
degradacdo completa das moléculas organicas em substancias inorganicas inertes, como
diéxido de carbono, 4gua e compostos residuais (DAS e CHANDRAN, 2011; EL-NAAS et al.,
2014).

Observa-se geralmente que uma maior biodegradacdo de hidrocarbonetos depende da
presenca de micro-organismos especificos. Além disso, a composicéo da populagcdo microbiana
é diretamente afetada pelas condi¢des ambientais e pela composicao dos hidrocarbonetos (EL-
NAAS et al., 2014). De acordo com Colla et al. (2008), locais contaminados com poluentes
constituem uma boa fonte de obtencdo de micro-organismos para estudos de biorremediagédo
desses mesmos poluentes, uma vez que o local contaminado atua como um meio de cultivo
seletivo para esses micro-organismos, sendo gque 0s que permanecem nestes locais tornam-se
adaptados ao poluente que, por sua vez, pode ser utilizado como fonte de nutrientes para o
crescimento.

Em estudo realizado por Atlas (1991) verificou-se que 0S micro-organismos com
capacidade de degradar os hidrocarbonetos em ecossistemas ndo poluidos consistiam em menos
de 0,1% da comunidade microbiana, porém esse numero aumentou de 1-10% da populagéo
total, quando o0 meio apresentou contaminacéo por hidrocarbonetos de petroleo. No entanto, €
bem estabelecido que em ambientes poluidos, a diversidade microbiana geral diminui,
resultando no surgimento de populagdes dominantes dentro dessas comunidades perturbadas,
gue podem sobreviver com 0s contaminantes toxicos (AISLABIE et al., 2006; WOLICKA et
al., 2009; KUMAR e KHANNA, 2010; CHIKERE et al., 2011; VARJANI, 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3339601/#CR136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3339601/#CR64
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A degradacdo microbioldgica possui uma sequéncia preferencial de compostos para
serem degradados, sendo que os hidrocarbonetos alifaticos (alcanos e alcenos) parecem ser mais
rapidos e facilmente degradados, seguidos pelos hidrocarbonetos aromaticos e finalmente os
cicloalcanos (VARJANI, 2017). Geralmente, compostos ramificados e polinucleados sao mais
dificeis de degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples. Quando aumenta
o0 grau de halogenacdo da molécula, diminui-se a biodegradabilidade.

Para o 6leo diesel, a presenca da fracdo de n-alcanos de C10-C2o torna-o mais suscetivel
a degradacao microbiana. Uma grande diversidade de estudos relacionados a degradacdo deste
tipo de combustivel informa que isto s6 é possivel gracas a presenca de micro-organismos
providos de um aparato enzimatico especifico, capaz de utilizar o 6leo diesel presente no
ambiente, em fonte de carbono e energia (NWAOGU et al., 2008).

Além disso, a biodegradacao dos hidrocarbonetos, com relacdo a presenca de etanol,
tem sido bastante investigada, devido a preferéncia dos micro-organismos pelo etanol, o que
leva ao decréscimo da biodegradacdo dos hidrocarbonetos (ALVAREZ e HUNT, 2002;
LOVANH et al., 2002; SILVA e ALVAREZ, 2004; CHEN et al., 2008; CORSEUIL et al.,
2015). De acordo com Rice (2000) e Deeb et al. (2002), a preferéncia da degradacao do etanol
ocorre na presenca de enzimas constitutivas, produzidas naturalmente pelos micro-organismos
por vérias vias metabdlicas, enquanto que, para a degradacdo do BTEX, sdo necesséarias

enzimas especificas que demandam tempo e a presenca do contaminante para serem induzidas.

3.5.1 Micro-organismos utilizados em biodegradacao

A capacidade de certos micro-organismos degradar substancias organicas toxicas é um
fato bem documentado (VOGT et al., 2011; PRINCE et al., 2016; PADHI e GOKHALE, 2017;
OBEROI e PHILIP, 2017; VARJANI, 2017). A habilidade em utilizar os compostos BTEX
como Uunica fonte de carbono, foi estabelecida em 1908, quando a bactéria Bacillus
hexavarbovorum foi isolada e estudada quanto a sua capacidade de crescer aerobicamente em
tolueno e xileno (GIBSON e SUBRAMANIAN, 1984; ALVAREZ e HUNT, 2002).

Inimeros micro-organismos tém sido relatados por crescerem aerobicamente em
compostos BTEX como Unica fonte de carbono, conforme apresenta a Tabela 2. A grande
maioria € constituida por bactérias, havendo também actinomicetos, fungos e leveduras
(VARJANI, 2017). Os membros do género Pseudomonas sdo caracterizados por degradar
centenas de compostos organicos diferentes e por possuir habilidades na biodegradagdo dos
compostos BTEX (SHIM et al., 2005; OTENIO et al., 2005; QU et al., 2015; VARJANI e
UPASANI, 2016).
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Tabela 2 - Potencial de degradagéo de compostos BTEX por diferentes micro-organismos.

Micro-organismos Substrato Referéncias
Bacillus firmus m-X Irshaid e Jacob (2015)
Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa BTX Mukherjee e Bordoloi (2012)
Candida tropicalis T Ahmed e Song (2011)
Cladosporium sp 0-em-X Nikolova e Nenov (2005)
Cladophialophora sp. BTEX Prenafeta-Boldu et al. (2002)
Desulfotomaculum 0-e m-X Morasch et al. (2004)
Enterobacter cloacae SG208 B Padhi e Gokhale (2017)
Marinobacter spp B Nicholson e Fathepure (2004)
Pseudomonas putida e Pseudomonas fluorescens BTEX Shim et al. (2005) e Mazzeo et al. (2010)
Pseudomonas putida CCMI 852 TX Otenio et al. (2005)
Pseudomonas putida F1 B Reardon et al. (2002)
Pseudomonas thivervalensis MAH1 BTEX Qu et al. (2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um consorcio de bactérias foi utilizado por Gusmao et al. (2006) para formar biofilme
em um reator anaerdbio horizontal de leito fixo, contendo BTEX. Entre 0s micro-organismos
degradadores estavam membros do género Bacteroides e Pseudomonas.

Khodaei et al. (2017) isolaram uma cepa de P. zhaodongensis de &gua subterranea
contaminada com petréleo e identificaram sua capacidade em degradar compostos BTEX,
simples e misturados. Em solugéo pura, a linhagem bacteriana degradou benzeno, tolueno e
etilbenzeno, enquanto que o m-xileno n&o foi biodegradado. Ao testar os compostos em mistura,
a bactéria se mostrou capaz de degradar todos 0os compostos, revelando um co-metabolismo em
presenca de benzeno e tolueno. Geralmente, sdo as bactérias que possuem papel central na
biorremediagdo, entretanto, outros micro-organismos como fungos filamentosos e protozoarios
também podem contribuir (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2014; NWANKWEGU e OWOSI,
2017).

Segundo Das e Chandran (2011), alguns géneros de leveduras, isolados de agua
contaminada, como Candida, Rhodotorula, Geotrichum sp, e Trichosporon também foram
capazes de degradar hidrocarbonetos.

Teixeira (2007) isolaram e caracterizaram 37 linhagens bacterianas de solos
contaminados com gasolina. Foi determinada a degradacéo do etanol e do BTEX na gasolina
comercial, por meio de cromatografia gasosa, bem como a producéo de biossurfactantes para
cinco destes isolados. Dentre as espécies encontradas, foram identificadas P. putida e P.

aeruginosa, que apresentaram diferentes capacidades de degradacao aos derivados da gasolina.


https://en.wikipedia.org/wiki/Enterobacter_cloacae
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186416301389#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186416301389#!
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3.5.2 Aspectos bioldgicos da degradacédo de BTEX

As mudancas nas concentracdes dos compostos ligadas a biodegradacdo possuem um
papel de grande importancia em quadros de remediacgéo, constituindo um dos processos mais
relevantes para remoc¢do dos BTEX em aguas. Para que essa biodegradacéo ocorra, aléem da
presenca do substrato, outras condi¢fes sdo previamente necessarias, como: presenca de um
aceptor de elétrons, expressdo enzimética e acesso microbiano ao substrato (VARJANI e
UPASANI, 2017).

O processo de biodegradacédo baseia-se em reacdes de oxi-reducdo bioldgica, por meio
de micro-organismos, em que os hidrocarbonetos sdo oxidados (doam elétrons) na presenca de
aceptores de elétrons, que sao reduzidos (ganham elétrons). Existem diferentes compostos que
podem agir como aceptores de elétrons, entre eles o oxigénio (O2), o nitrato (NO3"), 6xidos de
ferro (Fe(OH)s), sulfato (SO42) e a dgua (H20). Além dos aceptores de elétrons, outras variaveis
podem estar relacionadas com 0s processos bioldgicos, como o pH e o potencial redox da
substancia (DAS e CHANDRAN, 2011; EL-NAAS et al., 2014; CORSEUIL et al., 2015).

A transferéncia de elétrons é essencial para a respiracdo celular e libera a energia (ATP)
necessaria para fungdes vitais aos micro-organismos. As bactérias aerobicas utilizam oxigénio
como aceptor de elétrons, produzindo gas carbbnico e &gua, enquanto que as bactérias
anaerdbicas utilizam outros compostos, como nitrato (NOs7), fon Fe3* e sulfato (SO4%),
produzindo metano e agua (EL-NAAS et al., 2014).

A maioria dos hidrocarbonetos de petréleo sdo biodegradados sob condicGes aerdbias,
sendo que o oxigénio atua como um co-substrato para a enzima que pode inicializar o
metabolismo do hidrocarboneto, além de ser utilizado como aceptor final de elétrons para a
geracdo de energia (WOLICKA et al., 2009; IRSHAID e JACOB, 2015). Em muitos casos, a
maior limitacdo na biodegradacdo aerébia em subsuperficie é a baixa solubilidade do oxigénio
em agua. As reacdes estequiométricas globais da biodegradacdo do BTEX em condicdes
aerobicas sdo apresentadas, de acordo com as Equacgfes 1 a 3, onde o BTEX é o elétron doador
e 0 oxigénio € o aceptor de elétrons.

CeHg+750,—> 6 CO,2 + 3 H0O D
C/Hg+90, —» 7C0O,+4H,0 (2
CsH10+10,50, — > 8 CO2 + 5 H20 (3)

Uma das limitagbes naturais comuns & biodegradacdo sdo os altos niveis de

concentracdo de poluentes, que podem prejudicar o crescimento dos micro-organismos de
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modo a afetar a taxa de biodegradacdo dos substratos (MNIF et al., 2017). Contudo, as lentas
taxas de biodegradacdo in situ séo frequentemente um resultado do acesso restrito aos poluentes
pelos micro-organismos. Deste modo, a degradacdo depende principalmente da transferéncia
do substrato. Por outro lado, a presenca de fontes de carbono mais facilmente assimilaveis,
como o etanol presente na gasolina, pode diminuir a taxa de biodegradacdo de um composto
alvo (DEEB et al., 2002; GUSMAO et al., 2006; CORSEUIL et al., 2015).

A baixa concentracdo de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, é outro fator que pode
limitar a extensdo e viabilidade da biodegradacdo (HOLLENDER et al., 2003; BENINCASA,
2007). Os micro-organismos necessitam dos macronutrientes para sintetizar componentes
celulares, como o nitrogénio para aminoécidos e enzimas, o fésforo para 0 ATP e 0 DNA,
enxofre para algumas proteinas e coenzimas, calcio para estabilizar a parede celular e magnésio
para estabilizar os ribossomos. Micro-organismos requerem principalmente nitrogénio e
fésforo para incremento de biomassa, assim, a disponibilidade desses nutrientes na &rea
contaminada é um fator critico para a efetividade da biodegradacdo (ABOUSEOUD et al.,
2008).

O pH étimo para a a¢do da maioria dos micro-organismos € proximo da neutralidade,
porém, muitos micro-organismos se adaptam bem, sem prejuizo de suas funcdes, em valores de
pH entre 5 e 9 (MADIGAN et al., 2016). No entanto, normalmente o pH diminui durante a
biodegradacao devido a producéo de metabdlitos acidos e CO2, podendo provocar a diminuicéo
da atividade microbiana (DORR, 2008).

A temperatura do meio é, também, outro importante fator para o crescimento e atividade
dos micro-organismos, influenciando tanto na natureza fisico-quimica dos poluentes (a
solubilidade dos compostos mais hidrofobicos depende deste pardmetro, uma vez que 0
aumento da temperatura provoca diminuicdo da viscosidade, afetando o grau de disperséo, a
volatilizacdo e as taxas de difusdo dos compostos organicos), quanto na biodisponibilidade e
velocidades das reacBes quimicas e enzimaticas das células (MARTINEZ-ALONSO e GAJU,
2005). Temperaturas muito acima do valor 6timo podem levar a desnaturacéo e inativacdo de
proteinas, enzimas e acidos nucléicos. Muitas das bactérias presentes no meio subterraneo
operam mais eficientemente na faixa de 20 a 40 °C e esta ¢ a faixa de temperatura de muitos
ambientes naturais (VARJANI e UPASANI, 2017).

Outro fator a ser considerado como limitante da biorremediacdo € a presenca de
biomassa insuficiente para a degradacdo dos contaminantes. Para Corseuil (1994), baixas
populacbes de micro-organismos podem resultar em aumento da fase lag, antes do inicio

mensuravel da biodegradacdo, mesmo em condic¢des favoraveis de oxigénio e nutrientes.
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3.5.3 Expresséo enzimatica — plasmideo TOL

O destino dos hidrocarbonetos degradados, depende de micro-organismos que
conseguiram desenvolver estratégias para aumentar suas via de biodisponibilidade e
degradacéo, Ihes permitindo utilizar os hidrcarbonetos como fontes de carbono e energia
(MAPELLI et al., 2017). Todavia, a complexidade dos processos metabdlicos necessarios a
degradacdo, leva a formacdo de consodrcios, com bactérias de diferentes géneros e espécies,
cada uma especializada em degradar uma ou varias fracbes de hidrocarbonetos
(LITTLEJOHNS e DAUGULLIS, 2008).

Nos ultimos anos, muitos trabalhos foram publicados descrevendo os mecanismos e,
de forma geral, o caminho metabdlico para a degradacdo dos hidrocarbonetos (RON e
ROSENBERG, 2014; MECKENSTOCK et al., 2016; WILKES et al., 2016; VARJANI e
UPASANI, 2017).

A rota metabolica da degradacdo dependera do micro-organismo envolvido e das
condicBes favoraveis ao seu crescimento (JOUTEY et al., 2013). Qualquer composto sofrera
biodegradacdo somente se houver uma enzima ou um sistema enzimatico capaz de catalisa-lo
(DIEZ, 2010).

Dentre os micro-organismos degradadores, a P. putida apresenta grande versatilidade
metabolica, o que permite seu crescimento em diferentes fontes de carbono e a caracteriza como
um micro-organismo de grande importancia para a degradacdo natural de ambientes
contaminados (OTENIO et al., 2005; D’ALVISE et al., 2010). Essas bactérias possuem
plasmideos como elemento genético, além do cromossomo. Embora os plasmideos possuam a
sua propria origem de replicacdo, eles dependem de enzimas cromossomicamente codificadas
para a sua replicacdo. Por definicdo, os plasmideos ndo codificam fungdes essenciais para a
bactéria, porém, carregam genes que influenciam na fisiologia celular da mesma (MADIGAN
etal., 2016).

Entre os grupos de plasmideos naturais encontrados em P. putida esta o plasmideo de
degradacdo, denominado plasmideo TOL, que confere as células a capacidade de degradarem
compostos tdxicos como hidrocarbonetos monoaromaticos. O plasmideo TOL (pWWO0),
originalmente isolado da linhagem P. putida mt-2 por Williams e Murray (1974) é um dos mais
bem estudados plasmideos catabdlicos, possuindo a capacidade de codificar a via de degradacéo
para tolueno, xileno e etilbenzeno (BURLAGE et al., 1989; GREATED et al., 2002; OTENIO
etal., 2005; D’ALVISE et al., 2010; DOMINGUEZ-CUEVAS e MARQUES, 2017).

O plasmideo TOL (pWWO0) possui 117 kb e pertence a classe de incompatibilidade

IncP-9. Ele é estavel em diversos micro-organismos, como P. putida, P. aeruginosa, P.
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corrugata e Escherichia coli (GREATED et al., 2002). Otenio et al. (2005) realizaram
eletroforese do DNA plasmidial da linhagem P. putida CCMI 852, isolada de uma estacdo de
tratamento de esgoto doméstico e encontraram um perfil genético que correspondeu ao perfil
padrdo do plasmideo TOL (pWWO0).

Para que o processo de degradacdo aconteca, é necessario que haja uma inducdo de
enzimas degradadoras apropriadas. Para isso, a presenca de um indutor (o qual pode ser o
substrato/contaminante a ser degradado) deve estar em concentragdes mais altas que o limite
minimo de inducdo, envolvendo entdo a ativacao de regides especificas do genoma bacteriano
(RUEGG et al., 2007; COZZARELI et al., 2010). Em geral esse limite é bastante baixo e a
inducdo de enzimas dificilmente é um fator limitante na biorremediacdo de BTEX. Quando
alguns substratos alvos como, por exemplo, o tolueno, estdo presentes, as bactérias iniciam
reacOes bioquimicas em cascata que resultam na transcricdo de genes (plasmideos) que
codificam a sintese das enzimas necessérias para degradar o composto alvo (MARIANO, 2006).
A confirmacdo da presenca do plasmideo em uma bactéria potencialmente capaz de degradar
hidrocarbonetos torna-se uma ferramenta bioldgica de grande importancia.

As contaminacdes subterraneas por BTEX sdo geralmente descobertas varios anos apos
a ocorréncia de um vazamento e a aclimatacdo microbioldgica e a indugcdo de enzimas pode
ocorrer durante este periodo (CARMONA et al., 2009). Os plasmideos carregam informacGes
genéticas essenciais para iniciar a degradacdo dos hidrocarbonetos.

As duas principais vias metabdlicas aerdbias de degradacdo que levam a mineralizacéo
dos compostos BTEX sdo fornecidas por dois sistemas enzimaticos: dioxigenases e
monooxigenases. A dioxigenase, também denominada como via TOD, ataca o anel aromatico
e as monooxigenases, denominada via TOL, ataca aos substituintes metil (EL-NAAS et al.,
2014).

Hidrocarbonetos aromaticos geralmente sdo hidroxilados a catecdis e 0s anéis
subsequentemente degradados a intermediarios, que podem ser facilmente convertidos a
intermediarios do ciclo de Krebs, como o &cido acético, acetaldeido ou &cido piravico,
conforme apresenta a Figura 2 (FUCHS et al., 2011; PEIXOTO et al., 2011).

Otenio et al. (2005) estudaram a ac¢do da bactéria P. putida CCMI 852 com presenca do
plasmideo TOL sobre benzeno, tolueno e xileno, individualmente e em misturas. Os autores
concluiram que a P. putida CCMI 852 foi capaz de metabolizar tolueno e xileno, mas o benzeno
néo foi metabolizado. Quando em presenca do benzeno nas misturas, ocorreu inibi¢do da acéo
da bactéria sobre os substratos tolueno e xileno, com velocidade de degradagdo 50% menor,

comparado com solucgdes contendo apenas tolueno e xileno. Segundo Lee et al. (1994) e
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Martino et al. (2012), o benzeno pode ser metabolizado via TOD unicamente, enquanto que o
tolueno e xilenos podem estar sujeitos a oxidagdo por ambas as vias.

Cavalca et al. (2000), em estudos conduzidos para selecionar bactérias degradadoras de
compostos aromaticos, verificaram a presenca de genes que codificam as enzimas tolueno-di-
oxigenase, xileno-mono-oxigenase e catecol 2,3-di-oxigenase. Quinze das cinquenta cepas
isoladas foram identificadas como P. putida, P. aureofaciens, P. aeruginosa e Alcaligenes
xilosoxidans. Estas espécies foram crescidas em varios hidrocarbonetos aromaticos, dentre os
quais, os compostos BTEX. O benzeno, m-xileno e p-xileno foram utilizados por 53,3% das
quinze espécies, seguida pelo etilbenzeno com utilizagdo de 66,7%. Todas as quinze espécies
foram capazes de utilizar o tolueno, e nenhuma cresceu no o-xileno. A via TOL foi detectada
quando a utilizacdo dos substratos ocorreu com P. putida e A. xilosoxidans, enquanto que a via
TOD foi encontrada com P. aureofaciens, A. xilosoxidans e P. putida. O crescimento da P.
putida CM23 no benzeno, tolueno e m-p-xileno sugeriu a presenca das rotas metabélicas TOD
e TOL.
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Figura 2 - Vias de degradacdo aerdbia do tolueno (pela acdo das enzimas tolueno 2- e 3-

monooxigenases e tolueno dioxigenase).
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Dessa maneira, a grande motivacdo de pesquisadores envolvidos em estudos de
biodegradacgéo ¢é a busca por micro-organismos versateis capazes de degradarem, de maneira
eficiente, uma grande variedade de poluentes a baixo custo operacional. Esforcos relativos a
modificacdo genética de bactérias tém sido desenvolvidos a fim de encontrarem micro-
organismos que incorporem caminhos metabolicos para mineralizar todos os compostos BTEX
e suas misturas. A completa mineralizacdo da mistura dos compostos BTEX por P. putida é
possivel a partir de modificacdes genéticas que combinem os caminhos TOD e TOL (LEE et
al., 1995).

3.6 Biossurfactantes

Em situacBes onde ha substratos e receptores de elétrons em quantidades suficientes e
micro-organismos para biodegradacdo, pode ndo haver a inducdo enzimatica devido a
dificuldade de acesso a fonte de carbono pela biomassa. A baixa biodisponibilidade desses
contaminantes, resulta em um fator limitante que interfere no processo de biorremedia¢do. Uma
reduzida biodisponibilidade faz com que a fonte de carbono, mesmo em altas concentracoes,
dificulte tanto a evolucdo da degradacdo quanto a constru¢do e manutencdo da biomassa
catabolicamente ativa (PEREIRA et al., 2013; GONG et al., 2015).

Dessa forma, a fim de promover maior acessibilidade destas moléculas, os micro-
organismos sdo capazes de emulsificar os hidrocarbonetos em solugdo por meio da producao
de biossurfactantes, que agem como tensoativos e auxiliam no transporte e na translocacao de
substratos insolUveis como os hidrocarbonetos, por meio da membrana celular, aumentando o
acesso dos micro-organismos ao substrato e facilitando a ocorréncia de rea¢des de degradacao
(PIROLLO et al., 2008; COIMBRA et al., 2009; GONG et al., 2015; GUDINA et al., 2015b;
MAPELLI etal., 2017; PARTHIPAN et al., 2017).

Os biossurfactantes possuem uma estrutura anfipatica, com uma porcao hidrofobica e
outra hidrofilica (PIROLLO et al., 2008). A por¢do hidrofilica pode ser composta de
aminoacidos ou peptideos, mono, di ou polissacarideos, enquanto a porcao hidrofébica é
constituida de uma cadeia hidrocarb6nica de um ou mais acidos graxos, saturados ou
insaturados (VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015). Esses tensoativos tendem a se
distribuirem na interface de fases fluidas com diferentes graus de polaridade (0leo/agua e
agua/dleo), aumentando a solubilidade dos compostos imisciveis em agua. Esta distribuicédo das
moléculas é responsavel pela principal propriedade desses compostos, que é a capacidade de

reducdo das tenses superficial e interfacial (PIROLLO et al., 2008).
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Devido a presenca dos surfactantes ocorre a reducdo da tensdo superficial, sendo que
um bom surfactante pode reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 30 mN m
(LOVAGLIO et al., 2014). A tensdo superficial correlaciona-se com a concentracdo dos
compostos tensoativos até 0 momento em que a concentracdo micelar critica (CMC) ¢é
alcancada (Figura 3). Assim, a CMC é definida como a concentracdo minima de tensoativo
necessaria para atingir os valores mais baixos de tensdo superficial e interfacial, a partir da qual
se inicia a formacdo de micelas, estruturas globulares a partir de agregados das moléculas
anfipaticas. A CMC desses compostos varia normalmente de 5 a 200 mg L™ (LOVAGLIO et
al., 2014), sendo que surfactantes eficientes apresentam baixa CMC, ou seja, menos surfactante
€ necessario para reduzir a tensdo superficial (VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

Figura 3 - Estrutura dos biossurfactantes e formacéo de micelas.
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Fonte: Adapatado de Particle Sciences (2010).

A formacéo das micelas, conforme apresenta a Figura 3, permite que os hidrocarbonetos
se solubilizem em &gua. Elas atuam no remanejamento molecular, através do acimulo na
superficie de compostos insollveis, modificando as ligaces de hidrogénio, assim como outras
interacdes hidrofilicas e hidrofobicas, o que leva a um aumento da biodisponibilidade de
substrato e, consequentemente, aumento da biodegradabilidade (EMTIAZI et al., 2005). Em
termos de localizagdo celular, esses compostos podem ser encontrados intracelularmente,
permanecendo ligados a superficie celular ou, ainda, serem conduzidos para o meio extracelular
(MAKKAR et al., 2011).

Estas propriedades os tornam adequados para serem utilizados em diferentes aplicagdes

industriais envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, formacdo de espuma,
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umedecimento, solubilizacdo e dispersdo de fases (NITSCHKE e PASTORE, 2002;
VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

A producdo de biossurfactantes pode ser espontanea ou induzida pela presenca de
substratos hidrofobicos e hidrofilicos (NITSCHKE et al., 2005a), por variacbes de pH,
temperatura, aeracdo e velocidade de agitacdo, ou ainda, quando o crescimento celular é
mantido sob condigdes de estresse, como baixas concentragdes da fonte de nitrogénio
(MAKKAR et al., 2011).

Quando comparados com surfactantes sintéticos, os biossurfactantes apresentam varias
vantagens incluindo, diversidade estrutural, biodegradabilidade, biocompativeis, menos
toxicos, alta seletividade e estabilidade a variagbes de pH, de salinidade e de temperatura
(ABDEL-MAWGOUD et al., 2010; HAZRA et al., 2011; GUDINA et al., 2015a; GUDINA et
al., 2015¢; VINJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

Dessa forma, podem ser aplicados em diferentes processos industriais, como nas
inddstrias farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos, o maior mercado é na industria de
petrdleo, na qual tais componentes podem ser utilizados na limpeza e biorremediacdo de mares
e solos contaminados com petroleo, na remocao de residuos de dleo em tanques de
armazenamento e na recuperacdo do produto (THANOMSUB et al., 2007; COIMBRA et al.,
2009; GUDINA et al., 2015b; VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015).

Biossurfactantes de P. aeruginosa foram testados para remocdo da contaminagdo por
6leo no acidente com o navio Exxon Valdez no Alasca. Harvey et al. (1990) observaram que
amostras contendo solucdo 1% de biossurfactante apresentaram uma remocédo do 6leo por
micro-organismos trés vezes mais eficiente do que os ensaios controle. Tais resultados
demonstraram a habilidade dos biossurfactantes na remocéo de poluentes ambientais oleosos.

Contudo, a viabilidade comercial dos biossurfactantes € ainda limitada pelos altos custos
de producdo, associados a métodos ineficientes de recuperacdo e ao uso de matérias primas de
alto valor. Dessa forma, para melhorar a eficiéncia da producdo de biossurfactantes por micro-
organismos, 0s custos podem ser significantemente minimizados com o desenvolvimento de
processos mais eficientes e 0 uso de matérias primas de baixo custo no meio de cultivo, como
residuos agroindustriais, dentre eles, melago, vinhaca, residuos lacteos, residuo de coco,
mandioca, glicerol, 6leos usados, devem ser explorados uma vez que representam cerca de 30-
50% do custo total de producdo (BENINCASA e ACCORSINI, 2008; APARNA et al., 2012;
BANAT et al., 2014; LOVAGLIO et al., 2014; FAI et al., 2015; GUDINA et al., 2015a;
VECINO et al., 2017).
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A composicao do biossurfactante depende do micro-organismo produtor, do substrato e
das condicdes do processo de produgéo. Neste sentido, os biossurfactantes sdo classificados por
sua estrutura quimica, podendo ser agrupados nas seguintes classes: glicolipidios
(ramnolipidios, soforolipidios, trealopidios), lipopeptidios e lipoproteinas (peptidio, viscosina,
surfactina, gramicidina, polimixina), acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios, surfactantes
poliméricos (emulsan, biodispersan, liposan, carboidrato-lipideo-proteina, mananalipideo-
proteina) e surfactantes particulados (NITSCHKE et al., 2005b; NITSCHKE e PASTORE,
2006; GUDINA et al.,, 2015b; VIJAYAKUMAR e SARAVANAN, 2015). A Tabela 3
apresenta alguns tipos de biossurfactantes produzidos por diferentes micro-organismos.

Tabela 3 — Producéo de biossurfactantes por diferentes micro-organismos.

Micro-organismos Biossurfactantes Referéncias
Bacillus licheniformis Surfactina El-Sheshtawy et al. (2015)
Bacillus subtilis Al Surfactina Parthipan et al. (2017)
Candida bombicola Soforolipidios Elshafie et al. (2015)
Lactobacillus paracasei Glicolipopeptideo Vecino et al. (2017)
Pichia anomala Soforolipidios Thaniyavarn et al. (2008)
Pseudomonas aeruginosa TMN Ramnolipidios Moussa et al. (2014)
Pseudomonas aeruginosa PA1 Ramnolipidios Mendes et al. (2015)
Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 Ramnolipidios Lovaglio et al. (2014)
Pseudomonas fluorescens Ramnolipidios Vasileva-Tonkova et al. (2011)
Pseudomonas fluorescens SBW25 Viscosinas Alsohim et al. (2014)
Pseudomonas putida KT2440 Ramnolipidios Beuker et al. (2016)
Pseudomonas putida BD2 Fosfolipidios Janek et al. (2013)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6.1 Ramnolipidios

Dentre a gama de micro-organismos produtores de biossurfactantes, as bactérias
encontram-se em grande destaque. Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas, como a P.
aeruginosa sdo capazes de sintetizar biossurfactantes conhecidos como ramnolipidios, que sdo
os glicolipidios mais estudados. Esses compostos contém acidos graxos ligados a moléculas de
ramnose (NITSCHKE e PASTORE, 2002; NITSCHKE et al., 2005a; ABOUSEOUD et al,
2008; LOVAGLIO etal., 2014; BAl e MCCLEMENTS, 2016).

As estirpes de Pseudomonas excretam principalmente dois tipos de ramnolipidios,
mono-ramnolipidios e di-ramnolipidios (Figura 4), que séo glicolipidios que contém uma ou

duas moléculas de ramnose, ligadas a uma ou duas moléculas de acido -hidroxidecandico (BAI
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e MCCLEMENTS, 2016; KEOSOWSKA-CHOMICZEWSKA et al., 2017). Os ramnolipidios
produzidos por P. aeruginosa foram descritos por Lang e Wagner (1987) como uma mistura de
espécies homologas, Rha;C10C10, RhaC10C10, Rha:C10 € RhaCio (LOVAGLIO, 2011).

Suas propriedades dependem da composicdo da mistura em relacdo as moléculas
homdlogas, sendo determinada pela linhagem bacteriana e pelas condi¢cGes do meio de cultura
e do cultivo (NITSCHKE et al., 2005b; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2010; LOVAGLIO
et al., 2014). Estes diferentes tipos de ramnolipidios possuem atividade de superficie
semelhantes, sendo considerados como a classe mais promissora em termos de producéo
industrial, por suas caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas distintas e alta produtividade
(NITSCHKE et al., 2005a; SOBERON-CHAVEZ, 2005).

Figura 4 — Estrutura dos quatro principais homologos dos ramnolipidios.
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Fonte: Adaptado de Bai e McClements (2016).

Ramnolipidios produzidos por diferentes linhagens de Pseudomonas, apresentaram-se
estaveis (pH, temperatura e salinidade), com alta capacidade tensoativa e habilidade em
emulsificar diferentes hidrocarbonetos (LOVAGLIO et al., 2011; APARNA et al., 2012).
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3.6.2 Interagéo: hidrocarbonetos x biossurfactante x micro-organismo

Conforme Das e Chandran (2011), os biossurfactantes promovem o aumento da
disponibilidade do substrato hidrofébico (hidrocarbonetos) para os micro-organismos, devido
a dispersdo do hidrocarboneto, por meio de seu encapsulamento em micelas, vesiculas esféricas
ou irregulares e estruturas lamelares.

Rahman et al. (2007), durante o estudo do aumento da degradacéo de hidrocarbonetos
do petroleo, estimulada por ramnolipidio em meio liquido e solo, observaram que a adi¢édo do
surfactante aumentou a degradacdo dos hidrocarbonetos e que o tratamento com adicdo de
nutrientes e surfactante obteve melhores resultados. Segundo os autores, uma das principais
razfes para persisténcia de alguns poluentes hidrofébicos no ambiente, se deve a sua forte
adesdo as particulas do solo. Portanto, a quantidade de contaminante biodegradado ndo depende
apenas da sua estrutura quimica, mas também das condi¢6es ambientais a qual ele esta inserido.
A adicdo do ramnolipidio aumentou a disponibilidade dos hidrocarbonetos aos micro-
organismos, que receberam o devido aporte de nutrientes.

Em estudo realizado por Rahman et al. (2002), foram observadas a producdo de
ramnolipidios por duas cepas de P. aeruginosa DS10-129 e GS9-119. As cepas foram capazes
de emulsificar uma variedade de hidrocarbonetos, entre eles o xileno e o benzeno. A cepa DS10-

129 apresentou capacidade de emulsificagdo superior a 70% para todos 0os compostos testados.

3.7 Soro de ricota

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2015), a
producdo de leite no Brasil em 2015 foi estimada em 35 bilh&es de litros, o que tornou o pais o
quarto maior no ranking mundial dos paises produtores. Desse volume, 24 bilhdes de litros
foram adquiridos por laticinios sob inspecdo sanitaria. Do leite inspecionado, 46% (11 bilhdes
de litros) foram transformados em queijos.

O queijo € o produto resultante da coagulacéo do leite por meio da adi¢do de enzimas
coagulantes e/ou &cido lactico. Na fabricacdo é gerado o soro de queijo, que representa de 80 a
95% do volume total do leite utilizado durante a producdo de queijos e contém,
aproximadamente 55% dos nutrientes do leite: proteinas solGveis, lactose, vitaminas, minerais
e uma quantidade minima de gordura (ALVES et al., 2014; BALD et al., 2014).

A ricota, de origem italiana, suave, ndo maturada e de coloracdo branca, é uma
alternativa de aproveitamento do soro resultante da fabricacdo de queijo ou de uma mistura de

soro e leite bovino pasteurizado integral ou desnatado. Por seu baixo teor de gordura e alta
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digestibilidade, a ricota é considerada um produto dietético, com alto teor de umidade
(RIBEIRO et al., 2005; CERESER et al., 2011).

O principio da fabricacéo da ricota é baseado na coagulacao e precipitacdo das proteinas
do soro (albumina e lactoglobulina) ndo coagulaveis pelo coalho. Sdo proteinas facilmente
desnaturadas e precipitadas por aquecimento a 80-92 °C e subsequente acidificacdo com acido
acético ou latico em concentra¢des adequadas, conforme apresenta a Figura 5, o que constitui
como principio béasico da fabricacdo da ricota (RIBEIRO et al., 2005; CAROTA et al., 2017).
Apds repouso por 20 min, ocorre 0 descarte do soro da producéo da ricota, um fluido opaco e
verde-amarelado, denominado soro de ricota, principal subproduto da produgédo
(SANSONETTI et al., 2010; CAROTA et al., 2017). Esse soro € tipicamente composto por
aproximadamente 93-94% de agua, 4,8-5,0% de lactose, 1,0-1,3% de sais minerais, 0,15-0,45%
de proteinas e 0,20-0,25% de acidos organicos (GERHARDT et al., 2013; BALD et al., 2014;
CAROTA et al., 2017).

Figura 5 — Fluxograma de obtencéo do soro de ricota.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com Carvalho et al. (2013) e Vincenzi et al. (2014), em torno de 1 kg de
ricota pode ser obtido a partir de 15 a 20 L de soro de queijo, correspondendo a um rendimento
de 6% (m/v), sendo produzido como subproduto de 14 a 19 L de soro de ricota.
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Com o crescente aumento na producdo de queijos, é inadequado considerar os soros de
queijo e de ricota como residuos industriais. Considerado um soro &cido, o soro de ricota tem
sido utilizado como suplemento dietético para animais, como uma fonte de enriquecimento de
nutrientes em produtos de maior valor agregado, bem como para novos produtos alimenticios,
porém pode deixar um gosto residual salgado, o que o torna menos aceito pelos consumidores
(JOSHI et al., 2008; CARVALHO et al., 2013; MAGALHAES-GUEDES et al., 2013; BALD
etal., 2014).

Enquanto que na Europa e América do Norte a utilizacdo do soro é proxima a 95% do
total na industria de alimentos, no Brasil, apenas 50% da producéo € utilizada, causando perdas
financeiras, desperdicios de nutrientes e impactos ambientais sérios pela alta carga orgénica,
possuindo uma DBO de 30.000 a 50.000 mg L e uma demanda quimica de oxigénio (DQO)
variando entre 50.000 a 80.000 mg L, valores 10 vezes superiores aos do esgoto doméstico
(SANSONETTI et al., 2009; BALD et al., 2014; CAROTA et al., 2017).

Ues et al. (2006), avaliaram a DQO do soro antes e ap6s a producdo da ricota e verificou
gue a carga organica do soro ndo apresentou reducdo significativa, que passou de 94.197,6 mg
L para 61.516,8 mg L™, sendo necessario ainda realizagdo de um tratamento secundario para
diminuicdo da DQO. A maior parte do poder poluidor do soro de ricota é devido a presenca da
lactose.

Dessa maneira, este soro deve ser encaminhado as plantas de tratamento de efluentes
dos laticinios, antes do langamento em corpos hidricos, representando um custo de producéo
adicional para as industrias, devido ao tratamento necessario para redu¢do de sua carga organica
(PRAZERES et al., 2012). Por isso, é estabelecido pela legislacdo ambiental a proibi¢do do
descarte de soro, de forma direta ou indireta, nos cursos de agua. Segundo a Lei Federal n® 9605
de 13 de fevereiro de 1998 (BRASIL, 1998), os laticinios devem, obrigatoriamente, tratar seus
efluentes industriais antes do descarte final.

Assim, o desenvolvimento de tecnologias que permitam o aproveitamento do soro, sdo
incentivadas de forma que seja viavel, tanto do ponto de vista econémico como tecnoldgico
(ALVES et al., 2014). Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa, podem ser produzidos
a partir de varios substratos. Oleos vegetais estdo como 0s substratos alternativos mais
utilizados na producdo, enquanto que fontes de carbono hidrofilica, como o soro de ricota, Sdo
menos exploradas.

Otto et al. (1999) e Joshi et al. (2008) relataram boa producdo de biossurfactantes por
diversos micro-organismos, quando o soro de queijo foi utilizado como fonte de carbono,

evidenciando o seu potencial de uso para producao desta biomolécula.
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4 Capitulo 1

Viabilidade de aproveitamento do soro de ricota como meio de cultivo para

producédo de biossurfactantes por P. aeruginosa LBI

4.1 Introducéo

O continuo crescimento da preocupacdo ambiental, combinado com novas legislacfes
de controle do meio ambiente, resultaram na busca por biossurfactantes como alternativa aos
surfactantes sintéticos, tendo como grande desafio a reducéo dos custos do processo produtivo
(HENKEL et al., 2012; FREITAS et al., 2016; VECINO et al., 2017).

As vantagens destes compostos, quando comparado aos surfactantes sintéticos, sdo a
sua diversidade estrutural, baixa toxicidade, estabilidade (pH, temperatura e for¢a i6nica) e alta
biodegradabilidade (LOVAGLIO et al., 2011; FAIl et al., 2015; FREITAS et al., 2016). Devido
as suas propriedades tensoativas, esses detergentes bioldgicos podem ser aplicados em
diferentes indlstrias, como o0 ramo alimenticio, cosmético, farmacéutico, quimico,
petroquimico, da salde, téxtil, etc., além de serem aplicados na biorremediacdo de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos de petréleo (BANAT et al., 2014; SZULC et al., 2014;
VECINO et al., 2017).

Embora extremamente eficientes, os biossurfactantes séo vendidos a um alto custo
devido aos substratos empregados para sua producéo e ao alto nivel de pureza requerido para
aplicacdo nas industrias farmacéuticas (SANTOS et al., 2016).

A disponibilidade e o tipo de matéria prima podem contribuir, consideravelmente, para
0 custo de produgdo. Estima-se que as matérias-primas representem de 30-50% do custo total

de um produto biotecnologico (FREITAS et al., 2016). Para purificacdo desses compostos, &
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considerado 60% do custo total da producéo, podendo ser eliminado esse custo, utilizando-se
0s biossurfactantes no meio ambiente de forma bruta (SANTOS et al., 2016).

Muitos substratos podem ser utilizados na sintese de biossurfactante, dentre eles as
fontes de carbono solUveis em agua, hidrofilicas (glicerol, glicose e etanol), os substratos
insolUveis em &gua, hidrofébicas (6leos vegetais e alcanos), fontes de nitrogénio (amonia, sais
e ureia), além de residuos agroindustriais (BENINCASA et al. 2002; NITSCHKE et al., 2004;
DUBEY etal., 2012; BANAT etal., 2014; SARUBBO et al., 2015). Alguns micro-organismos
produzem biossurfactantes tanto em substratos hidrofébicos quanto em hidrofilicos (GAUTAM
e TYAGY, 2006).

Dessa maneira, a fonte de carbono pode influenciar diretamente na producdo dos
biossurfactantes, permitindo a possibilidade de utilizacdo de residuos agroindustriais, ja que
estes possuem elevados indices de carboidratos ou lipidios em sua composicdo, suprindo a
necessidade de fonte de carbono para a producdo desses metabdlitos pelos micro-organismos
(NITSCHKE et al., 2004).

Segundo Banaszewska et al. (2014), a producdo mundial de soro de queijo esta estimada
em cerca de 200 milhdes de toneladas/ano, sendo o Brasil responsavel pela producdo de
aproximadamente 3 milhdes de toneladas/ano. Esse soro pode ser utilizado na fabricacdo da
ricota, que apds, ainda gera o soro de ricota como subproduto, com elevada carga organica
(SANSONETTI et al., 2010; CAROTA et al.,, 2017) e seu descarte representa um sério
problema ambiental por elevar a carga nutricional e microbiana do local (RICHARDS, 2002;
CAROTA et al., 2017).

A maior parte dos trabalhos realizados para aproveitamento de residuos lacteos,
concentra-se no soro de queijo, 0 que, no entanto, difere substancialmente do soro de ricota,
devido a menor concentracdo de sais e acidos organicos e maior teor de proteinas e lactose
(CAROTA et al., 2017).

O soro de ricota ainda é visto como um residuo sem qualquer valor comercial,
normalmente descarregado em cursos de agua ou utilizado em menor quantidade, para
alimentacdo de animais. Esse conceito estd sendo modificado devido as suas propriedades
funcionais e nutricionais, servindo como substratos para a producdo microbiana de metabdlitos
(JOSHI et al., 2008; SANTOS et al., 2016), visando minimizar os impactos ambientais e
valorizar esse subproduto.

Dessa maneira, o objetivo deste capitulo foi avaliar a viabilidade de aproveitamento do

soro de ricota como meio de cultivo para producédo de biossurfactantes por P. aeruginosa LBI.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Caracterizacao fisico-quimica do soro de ricota como meio de producéo

O soro de ricota foi disponibilizado pelo Laticinios Coalhada’s Ltda, situado no bairro
Retiro, na cidade de Juiz de Fora, MG. As amostras de soros foram coletadas, armazenadas em
recipientes plasticos de 5 L e acondicionadas em caixa isotérmica com gelo e transportadas para
0 Laboratério Multidisciplinar de Pesquisas do Meio Ambiente, UNESP, Rio Claro. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo. Apds, foram realizadas anélises para avaliacdo das

caracteristicas fisico-quimicas do soro.

4.2.1.1 Determinacao do pH
O pHmetro (Digimed DMPH-2) foi calibrado com suas solugdes tampdes em pH 4 e 7

e entdo mediu-se o pH diretamente na amostra.

4.2.1.2 Extrato Seco Total

O extrato seco total do soro de ricota foi determinado segundo o método de secagem até
peso constante, em estufa a 105 °C, conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008).

4.2.1.3 Determinacgéo da densidade a 15 °C

A densidade foi determinada segundo metodologia do IAL (2008). O soro foi transferido
para uma proveta de 500 mL, previamente homogeneizado e resfriado de forma que permitisse
introduzir o termolactodensimetro. A leitura foi feita ao nivel do soro, no menisco superior ap6s
a coluna de mercurio do termémetro e o densimetro se estabilizarem, procedendo a leitura da
densidade e da temperatura. A densidade foi expressa a 15 °C utilizando uma tabela de correcéo
da densidade do leite, segundo a temperatura, sendo que os valores dos graus lactodensimétricos
correspondem a 22, 3?2 e 42 casas decimais do valor da densidade. A analise de densidade foi
realizada no Laboratorio de Tecnologia de Produtos de Origem Animal (LTPOA), na Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus de Botucatu.

4.2.1.4 Teor de gordura
O teor de gordura do soro de ricota foi determinado utilizando-se 0 método de Gerber,

que se baseia na quebra da emulséo do leite pela adi¢ao de acido sulfurico e alcool isoamilico,
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na centrifugacédo e posterior determinacdo da gordura, de acordo com metodologia do IAL
(2008) e da Instrucdo Normativa n° 68 de 2006 (BRASIL, 2006). A analise de gordura foi
realizada no LTPOA, da UNESP, Campus de Botucatu.

4.2.1.5 Proteinas
A determinagdo quantitativa de proteina do soro de ricota foi realizada de acordo com o
método de Kjeldahl (BRASIL, 2006; GALVANI e GAERTNER, 2006 e IAL, 2008), pelo

laboratdrio de analise de alimentos da Embrapa Gado de Leite em Juiz de Fora, MG.

4.2.2 Micro-organismo

Foi utilizada a linhagem Pseudomonas aeruginosa LBI, isolada por Benincasa et al.
(2002) de solo contaminado com petroleo, previamente selecionadas por sua capacidade de
produzir ramnolipidios.

Quando necessario, a cultura foi inoculada em é&gar nutriente. Apos ser esterilizado em
autoclave a 121 °C, durante 15 min, o meio agar nutriente (Difco) foi distribuido em tubos de
ensaio e estes foram posteriormente inclinados. Os repiques foram realizados periodicamente,

incubados a 30 °C por 24 h e, posteriormente, utilizados ou armazenados a 4 °C em geladeira.

4.2.3 Preparo do inéculo

O preparo do indculo de P. aeruginosa LBI e as condi¢cdes de cultivo seguiram a
metodologia descrita por Benincasa et al. (2002).

Primeiramente, a cultura mantida em meio agar nutriente foi reativada em frascos
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de caldo nutriente (Himedia) estéril, onde
permaneceu em mesa agitadora (Incubadora Shaker Solab) em 150 rpm, a 30 °C por 24 h, para
obtencdo do indculo. Posteriormente, as células foram centrifugadas (centrifuga CentriBio) a
2,897 x g (4.000 rpm) por 20 min e lavadas com solugdo salina (NaCl 0,85%) estéril. Este
procedimento foi repetido trés vezes. Ao fim do processo, o pellet foi ressuspenso em solucéo
salina e foram realizadas leituras de absorbancia em comprimento de onda de 600 nm utilizando
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2401 PC — UV-Vis), com uma densidade 6tica (DOsoonm) de

0,8, de modo a padronizar a concentracéo inicial de células a ser empregada como inéculo.

4.2.4 Montagem dos ensaios
Para avaliar a viabilidade inicial da producdo do biossurfactante, foram realizados

ensaios conforme a Figura 6, de acordo com Dubey et al. (2012). Os ensaios foram montados
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em Erlenmeyers de 250 mL contendo um volume de 150 mL do soro de ricota (100%) como
meio de cultivo (Figura 7), sendo o pH inicial ajustado para 7,0 com NaOH 1 N. Os meios
foram esterilizados em autoclave a 121 °C e 1 atm por 15 min. Posteriormente, 1,5 mL do
indculo padronizado de P. aeruginosa LBI foi adicionado. Os frascos permaneceram sob mesa
agitadora em 200 rpm, a 30 °C por 120 h de incubagdo. Os ensaios foram realizados em
duplicata.

Figura 6 — Esquema experimental do processo de producdo de biossurfactantes por P.

aeruginosa LBI em soro de ricota como fonte de carbono.

\ 30°C

:.:I 200 rpm

120k

~ Estoque 100 mL caldo Lavagem com solugio salina e 150 mL
Agar nutriente nutriente formagiio de pellets Meio de cultivo

Fonte: Adaptado de Lopes (2014).

No tempo inicial e a cada 24 h, dois frascos de cada amostra foram retirados e
centrifugados (centrifuga MLW, modelo K24) a 3.935,36 x g (7.000 rpm) por 15 min para obter
o caldo livre de células, que foram direcionados para analise de crescimento celular, pH e
producdo de ramnose. Portanto, a caracterizagdo dos pardmetros no processo de producéo do
biossurfactante foi realizada em seis tempos: 0, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h.

Figura 7 — Erlenmeyers contendo 150 mL do meio de producdo (100% soro de ricota).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.4.1 Determinagéo do crescimento celular — Absorbancia em 600 nm

O crescimento microbiano foi realizado por medidas de absorbancia em 600 nm
utilizando espectrofotémetro (Shimadzu UV-2401 PC — UV-Vis), baseado no método descrito
por Wu e Ju (1998), Das e Ma (2013) e Padhi e Gokhale (2017). O pellet (biomassa) das
amostras centrifugadas, separado do caldo, foi lavado com solucdo salina 0,85% por trés vezes,
nas mesmas condi¢des. Apos, 0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em volume
apropriado de solugio salina 0,85%. O crescimento celular foi expresso em peso seco (g L),
obtido a partir de uma curva padrao, conforme a Figura 8, onde foi calculado a equacéo da reta

(Equacéo 4).

Biomassa (g L™?) = (0,76556 x Abssoo) — 0,01662 (4)

Figura 8 — Curva padrdo de biomassa x absorbancia (600 nm).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.4.2. Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada a partir das amostras do caldo livre de células,
utilizando o medidor de pH Digimed DMPH-2.

4.2.4.3 Determinagdo da concentra¢ao de ramnose

A produgdo do ramnolipidio foi quantificada colorimetricamente em termos de
concentracdo de ramnose produzida no meio de cultivo, pelo método descrito por
Chandrasekaran e Bemiller (1980), para analise de 6-desoxihexose. Adicionou-se 4,5 mL de

solucéo de H2SOa, composta por 90 mL de H2SO4 (Dindmica) e 15 mL de &gua destilada, a 1
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mL de amostra, constituida pelo caldo livre de células. Os tubos contendo a mistura foram
agitados e levados ao banho Maria (Nova Etica, modelo 316/3) & 100 °C por 10 minutos. Apos
atingir a temperatura ambiente, adicionou-se 0,1 mL de solucdo de &cido tioglicolico (0,1 mL
de acido tioglicolico (Merck) e 2,9 mL de 4gua destilada - preparada no momento da utilizacéo);
os tubos foram homogeneizados e mantidos sob auséncia de luz por trés horas. Apos este
periodo realizou-se a medida de absorbancia nos comprimentos de onda de 400 e 430 nm em
espectrofotdmetro. A leitura realizada em 430 nm indica interferéncia de outros acucares.

A concentragdo de ramnose (mg L) foi determinada colocando-se o valor de
absorbéancia, obtido da diferenca entre os dois comprimentos de onda, em uma curva padrao, a
partir de uma solucdo inicial de ramnose comercial. As analises foram conduzidas em
duplicatas. A Figura 9 apresenta a curva padrdo de ramnose, onde foi calculado a equacéao da

reta (equacao 5).

Ramnose (mg L) = [(55,15852 x Abs final) — 0,54237] x fator de diluigdo (5)

Figura 9 — Curva padrao da concentracdo de ramnose X absorbancia (400-430 nm).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.5 Ensaios com meios de cultivo salino adicionado de soro de ricota

ApoOs a primeira etapa, visando verificar um maior potencial na producdo de
ramnolipidios para posterior utilizacdo nos testes de biodegradacao, foram utilizados dois meios
salinos ao meio de cultivo: Meio mineral Bushnell-Haas (BH) e meio mineral sais de Robert
(SR), que tiveram o pH ajustado para 6,8 = 2 com NaOH ou HCI 1N, quando necessario.
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4.2.5.1 Bushnell-Haas

O meio mineral minimo BH descrito por Difco (1984), foi preparado em baldo
volumétrico de 1.000 mL, pela dissolucdo dos sais apresentados na Tabela 4 em 1.000 mL de
agua destilada. O meio BH é normalmente utilizado em estudos de avaliacdo da biodegradacéo
de hidrocarbonetos (HANSON et al., 1993), porém também foi utilizado na producdo de
ramnolipidios por Mariano et al. (2008).

Tabela 4 — Composicao de sais do meio mineral Bushnell-Haas.

Composto Férmula Quantidade (g L™
Nitrato de aménio (Vetec) NHsNO3 1,000
Fosfato de potassio dibasico (Impex) K2HPO4 1,000
Fosfato de potassio monobasico (Synth) KH2PO4 1,000
Cloreto férrico (Merck) FeCls 0,050
Sulfato de magnésio (Chemco) MgSQO4 0,200
Cloreto de célcio (Vetec) CaCl, 0,020

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.5.2 Sais de Robert

O meio mineral minimo SR foi descrito por Robert et al. (1989) e preparado em baldo
volumétrico de 1.000 mL, pela dissolucdo dos sais apresentados na Tabela 5 em 1.000 mL de
agua destilada. Costa et al. (2008) e Benincasa e Accorsini (2008) utilizaram SR como meio

mineral minimo para producao de biossurfactantes.
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Tabela 5 — Composi¢do do meio mineral sais de Robert.
Composto Férmula Quantidade (g L™

Nitrato de sodio (Cinética Quimica) NaNO3 4,000
Fosfato de potassio dibasico (Impex) K2HPO4 1,000
Fosfato de potassio monobasico (Synth) KH2,PO4 0,500
Sulfato de magnésio (Chemco) MgS0,4.7H.0 0,500
Cloreto de potassio (Cinética Quimica) KCI 0,100
Sulfato de ferro (Merck) FeS0..7H,0 0,010
Cloreto de célcio (Vetec) CaCl2 CaCl; 0,010
Extrato de levedura (BD) - 0,010
Elementos tragos* - 0,06 mLL?
*Elementos tragos Férmula Quantidade
Acido bérico (Mallinckrodt) H3BO3 0,026%
Sulfato de cobre (Reagen) CuS0..7H,0 0,050%
Sulfato manganoso (Mallinckrodt) MnSQ4.H,0 0,050%
Molibdato de Amdnio (Mallinckrodt) NH4M07024.H,0 0,006%
Sulfato de zinco (Grupo Quimica) ZnS04.H,0 0,070%

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.6 Condicdes de cultivo

Os meios de cultivos utilizados, conforme a composicdo, sdo apresentados na Tabela 6,
de acordo com a concentracdo de soro de ricota e suplementacdo dos meios minerais.

Assim, 0s ensaios para producdo de biossurfactantes por P. aeruginosa LBI foram
realizados sob as mesmas condi¢Bes citadas no item 4.2.4 deste capitulo. Todo material
utilizado nos ensaios de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121 °C e 1 atm por 15 minutos.

Os ensaios foram realizados em duplicata, por 120 h, com coleta de amostra a cada 24
h. O caldo de cultivo foi centrifugado a 3.935,36 x g (7.000 rpm) por 15 min para obter o caldo
livre de células, que posteriormente foram direcionados para quantificagdo da ramnose, visando

obter a maior producdo dos ramnolipidios.
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Tabela 6 — Condigoes de cultivo do biossurfactante em diferentes concentrages dos meios de
fermentacdo contendo meio Bushnell-Haas (BH) e Sais de Robert (SR).

Amostras Meio BH Meio SR
Soro de ricota

(Denominacao) (vIv) (vIv)
BH1 100% Adicdo de sal * -
BH2 75% 25% -
BH3 50% 50% -
SR1 100% - Adicéo de sal *
SR2 75% - 25%
SR3 50% - 50%

*Adicdo diretamente ao soro de ricota.s

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.7 Processamento das amostras
4.2.7.1 Ramnose

Apos a suplementacdo com diferentes meios salinos ao soro de ricota, foi realizada a
quantificacdo da ramnose das amostras para avaliacdo da melhor producdo de ramnolipidios,

conforme item 4.2.4.3, descrito anteriormente.

4.2.7.2 Tensao superficial

A andlise da tensdo superficial do caldo livre de células foi usada para determinar
qualitativamente a sintese bioldgica do composto tensoativo, por meio do método do anel de
Du Néuy utilizando tensidmetro Kriiss K6, sendo as medidas realizadas & temperatura ambiente
e em duplicata. Este equipamento realiza medidas analdgicas da amostra, com indicacao direta
em mN m, por meio do anel de platina-iridio (6,0 cm de circunferéncia) em um recipiente de

vidro (50 mm de diametro).

4.2.8 Avaliacdo da producéo de ramnolipidios

4.2.8.1 Processamento das amostras

Na melhor condi¢do do meio, a avaliacdo da producdo dos ramnolipidios foi realizada
segundo a metodologia descrita por Lovaglio et al. (2014) onde, nos tempos determinados,
retirou-se um volume de 10 mL de cada amostra, o qual foi centrifugado a 2,897 x g (4.000
rpm) por 30 min. Apos, foi adicionado 20 L de &cido fosférico 85% (Merck) e a mistura

agitada fortemente em agitador de tubos tipo vortex (Phoenix AP 56) por 1 minuto. Em seguida
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adicionou-se 2,5 mL de acetato de etila (Merck), seguindo-se nova agitagéo por 1 minuto, e
posteriormente centrifugada por 20 min a 3,621 x g (5.000 rpm). Apds, o sobrenadante foi
retirado e armazenado e a fase inferior foi novamente submetida a extracdo com acetato de etila.
Com as amostras extraidas, foram realizadas cromatografia em camada delgada (CCD) e

cromatografia liquida de alta eficiéncia (High-Performance Liquid Chromatography - HPLC)

4.2.8.2 Determinacgao da producao de Ramnolipidios — Cromatografia em Camada Delgada
A CCD foi realizada com o objetivo de verificar se houve producéo de ramnolipidios
antes de prosseguir com as analises em HPLC. Para isso, foram utilizadas placas de silica-gel
60 (Merck) como fase estacionaria e como fase mdvel a mistura de cloroférmio/metanol/acido
acetico (65:15:2). O agente revelador utilizado foi a mistura de 2 mL de anisaldeido (Nuclear)
em 100 mL de acido acético (Dindmica) acrescido de 2 mL de acido sulfurico (Dindmica). As
amostras consistiram em 40 uL de extratos de ramnolipidios obtidos de acordo com o item
4.2.8, em diferentes tempos de producdo, além dos padrdes de ramnolipidios obtidos da Jeneil

Biosurfactant Company, USA.

4.2.8.3 Determinacdo da concentracdo de Ramnolipidios - Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

a) Derivatizacéo

Para que os ramnolipidios pudessem ser analisados via detector UV, os padrfes e as
amostras de ramnolipidios foram derivatizados de acordo com Schenk et al. (1995), com
pequenas modificacdes. As amostras extraidas, contendo ramnolipidios e acetato de etila, foram
primeiramente evaporadas; em seguida adicionou-se 360 pL de acetonitrila e 40 uL da mistura
1:1 de brometo de 4-bromofenacil 40 mM e trietilamina 20 mM, ambos em acetonitrila. A
derivatizacdo foi feita por 90 min a 60 °C e 1.400 rpm, em um banho seco, termomixer
(Thermomixer comfort, Eppendorf AG).

b) HPLC
As analises foram feitas com um equipamento HPLC (Shimadzu) acoplado a um
detector UV. Para a calibracdo do HPLC utilizou-se solu¢éo padrédo de mono e di-ramnolipidio
nas seguintes concentragdes: 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 g L%, Para as analises utilizou-se uma coluna
de fase reversa (Supelcosil LC18, Supelco - 150 mm x 4,6 mm, 5 pum silica gel) a 30 °C. As
fases moveis foram Solucdo A com 5% de metanol e Solugdo B com 95%, ambas em agua
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ultrapura Milli-Q (Millipore). Para que houvesse separacdo dos homdlogos presentes, foi
estabelecido um gradiente de 80 a 100% da Solucdo B, de acordo com o seguinte protocolo: de
T=0a T=17 min, aumento da solu¢do B de 80 para 100%, conservando-se em 100% até 25 min.
Em seguida ocorreu um decréscimo para 80% até 30 min, mantendo-se por mais 5 min para
que houvesse equilibrio. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL min? e os ramnolipidios foram
monitorados a 254 nm. Os tempos de retencdo foram 22,7 £ 0,1 min para R3 (Rha2C10C10) €
23,4 £ 0,1 min para R1 (RhaC1oC1o).

4.2.9 Recuperacao dos ramnolipidios

Para recuperacdo e caracterizacdo do biossurfactante produzido, 1 L do caldo
fermentado, apds 72 h, foi submetido a centrifugacéo por 3.443,44 x g (7.000 rpm) durante 20
min. Os ramnolipidios encontram-se menos solUveis em agua pelo fato de estarem na sua forma
anionica, sendo entdo, o seu rendimento aumentado apds acidificacdo do caldo livre de células,
apH 2,0 com solucdo de HCI 2 N para precipitacdo dos ramnolipidios, permanecendo overnight
a4°C.

Apds a precipitacdo, para a extracdo do tensoativo, o caldo foi transferido para um funil
de separacdo, juntamente com um volume de acetato de etila (Nuclear) 1:1,25 (v/v). Agitou-se
suavemente por 10 min e novamente a mistura foi mantida em repouso por 30 min, até a
separacdo das fases organica (superior) e aquosa (inferior), conforme Figura 10a. Esse
procedimento foi repetido trés vezes para garantir que 0 maximo de ramnolipidios fossem
extraidos. A fase organica obtida foi levada ao rotavapor (RE — Buchi) para ser concentrado a
uma temperatura de 40 °C (Figura 10b). Apds total evaporagdo do solvente organico, o produto
foi coletado por lavagem do frasco com solugéo tampéo (pH 7,0) e totalmente evaporado em

estufa a 37 °C, para concentracdo e obtencdo do ramnolipidio.
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Figura 10 — a) Extracdo de ramnolipidios com solvente acetato de etila e separacdo das fases
organica (superior) e aquosa (inferior); b) Concentracdo da fase organica do caldo livre de

células no rotavapor a 40 °C.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Previamente pesado para o célculo de rendimento na producdo de ramnolipidio, um
cadinho foi utilizado na coleta do biossurfactante extraido. Apds esse procedimento, as solucdes
de biossurfactantes foram obtidas por meio da dissolucdo do precipitado em &gua destilada e
NaOH 0,1 N, até pH 7,0. Para caracterizacdo do biossurfactante, foram realizadas analises de

concentracdo micelar critica e do indice de emulsificacdo, descritas a seguir.

4.2.10 Caracterizacao das propriedades tensoativas
4.2.10.1 Concentracdo micelar critica

A CMC foi obtida a partir da determinacgéo da tenséo superficial de dilui¢cdes sucessivas
(25, 50, 100, 400, 500, 1000, 1500 e 2000 mg L) de uma solucdo concentrada do
biossurfactante extraido, com igual volume de agua destilada, segundo Sheppard e Mulligan
(1987). A tensdo superficial foi determinada em tensiometro pelo método do anel de Du Néuy,

sendo as medidas realizadas a temperatura ambiente e em duplicata.

4.2.9.2 indice de emulsificacdo (Ez4)

O indice de emulsificacdo foi realizado segundo a metodologia descrita por Cooper e
Goldenberg (1987) com as solugdes do biossurfactante bruto a 10% (m/v), adicionando 1,5 g
de biossurfactante a 15 mL de agua destilada.

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio, aos quais se adicionou 2,0 mL
de 6leo diesel S10 (diesel puro Replan) e 2,0 mL da solucdo de biossurfactante 10% (m/v). O
tubo foi submetido a agitacao vigorosa em agitador de tubos tipo vortex durante 2 min. Os tubos

foram mantidos em repouso e as medidas das emulsdes foram realizadas ap6s 24 h. O indice
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E24 foi determinado pela razéo entre a altura da camada emulsionada (cm) e a altura total do
liquido (cm) com o auxilio de uma régua, de acordo com a Equacdo 6. As analises foram
realizadas em triplicata a temperatura de 25 °C. Além disso, o teste foi realizado com gasolina

comercial e com o surfactante quimico Tween80 (Synth) a 10%.

Ezq = = x 100 (6)

Onde:
AE = altura da emulsio;
AT = altura total.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Caracterizacao do soro de ricota

A composicdo fisico-quimica do soro de ricota utilizado para produgdo de
biossurfactantes esta apresentada na Tabela 7. De acordo com Bald et al. (2014), o soro de
ricota contém fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais que tornam este residuo passivel de

ser utilizado para o cultivo de micro-organismos.

Tabela 7 — Caracteristicas fisico-quimicas do soro de ricota utilizado como fonte de carbono

para producéo de biossurfactantes.

Andlises Soro de ricota
pH 5,32
Extrato seco total (g L™?) 6,40
Densidade (g L) 1,025
Gordura (%) 0,60
Proteinas (%) 0,45

Fonte: Elaborado pelo autor.

A ricota tem como matéria-prima para sua fabricacdo o soro de queijo e possui como
principio a precipitacdo das proteinas do soro de queijo por meio de calor associado a
acidificacdo, para sua fabricacdo (VENTURINI-FILHO, 2010). A adicdo de acido provoca a
reducdo do pH para 4,5-5,0, valores encontrados no soro de ricota utilizado nesse trabalho
(Tabela 7). Neste processo de fabricacéo da ricota, ocorre a desnaturacéo durante o aquecimento
e a agregacao das proteinas, apds a acidificacdo do meio, o que resulta em um soro com baixos
teores de proteinas (BALD et al., 2014).

Sansonetti et al. (2010) caracterizaram um soro de ricota que continha 0,15-0,22% de
proteinas, valor inferior ao encontrado no presente estudo, o que pode denotar diferentes
rendimentos na precipitacdo das proteinas do soro de queijo. Além disso, o teor de gordura foi
de 0,3%, indicando que praticamente toda a gordura presente no soro de queijo de matéria
prima, foi carreada juntamente com as proteinas no momento da producéo da ricota.

De acordo com Pinto (2010), o soro acido proveniente da fabricacédo da ricota € rico em
calcio e fosforo, por causa da solubilizagdo do complexo célcio-fosforo das micelas de caseina

em pH &cido.
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4.3.2 Ensaio preliminar da producao de biossurfactante

Nesse estudo, a utilizacdo de soro de ricota como substrato pela P. aeruginosa LBI foi
evidenciada pelo leve aumento da biomassa, pH e producdo de ramnose, conforme apresenta a
Figura 11.

Figura 11 - Efeito do soro de ricota como meio de cultivo sobre o crescimento celular, pH e
producdo de ramnose.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A concentracdo de biomassa no meio tendeu a um aumento em até 72 h de producao,
estando na fase exponencial de crescimento e com estabilizacdo apds esse periodo, quando a
bactéria entrou na fase estacionaria, provavelmente devido ao consumo de grande parte da fonte
de carbono. Os caldos de cultivo tornaram-se turvos no decorrer do periodo de fermentacéo,
evidenciando a formacdo da biomassa. Pode-se inferir que ap6s 72 h, quando foi atingido a
producdo maxima da biomassa (1,25 g L), tenha ocorrido o consumo do préprio ramnolipidio
devido a queda na concentracdo de ramnose, que anteriormente foi produzido para emulsificar
0 meio. Segundo Cameotra e Makkar (1998) e Ron e Rosenberg (2001), a maioria dos
biossurfactantes séo liberados no meio de cultura na fase exponencial ou na fase estacionaria
do crescimento microbiano, fato observado nesse estudo.

Hori et al. (2002) utilizaram a linhagem P. aeruginosa IFO3924 com glicose como fonte
de carbono e demonstraram que a sintese de ramnolipidios iniciou-se apos a fase exponencial
de crescimento da bactéria e que a producdo maxima foi alcancada, apds o consumo total da
fonte de carbono.
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A andlise do pH foi realizada para acompanhar o crescimento dos micro-organismos, a
fim de se verificar alguma alteragéo no carater acido, basico ou neutro do meio de cultivo. O
aumento de biomassa pode ser indiretamente observado mediante a determinacdo do pH dos
ensaios, onde o maximo valor atingido em 72 horas, foi de 8,7, conforme a Figura 11, atingindo
também a produgdo maxima de ramnose de 370 mg L. Para Lincopan e Trabulsi (2008),
valores de pH para meio neutro a pouco alcalinos favorecem o crescimento celular de bactérias,
assim como a producédo de ramnolipidios.

Em trabalho realizado por Capelini (2009) utilizando P. aeruginosa LBl e 6leo de fritura
como fonte de carbono, foi observado um valor méaximo de pH de 8,2 em 24 h, havendo uma
diminuicdo desses valores ao final da fermentacao para 7,01. Costa (2010) observou valores de
pH ente 7,01 e 8,64 ap6s 120 h, utilizando diferentes linhagens de P. aeruginosa, quando
utilizado gordura vegetal como substrato.

A fonte de carbono afeta consideravelmente a producdo de biossurfactante. Tanto as
fontes hidrofilicas como as hidrofdbicas tém sido usadas para a producdo de biossurfactante.
Porém, alguns estudos mostram que usando 6leo vegetal como substrato, por exemplo, se obtém
melhores resultados de rendimento, porém encontra-se dificuldade na recuperacdo do produto
pelo fato de haver residuo de 6leo no meio (CHEN et al., 2007). Nitschke et al. (2005b)
demonstraram que a P. aeruginosa também é capaz de sintetizar ramnolipidios utilizando
glicerol, embora em pequena quantidade se a mesma é comparada a quantidade gerada quando
utiliza-se substratos hidrofdbicos.

Costa et al. (2008) ao estudar manipueira e 6leo de fritura como fontes de carbono para
producdo de ramnolipidios, observou que quando utilizou o substrato hidrofébico gerou 6,8 g
L de biomassa em 120 h, enquanto que em manipueira, obteve-se menores quantidades de
biomassa (2,5 g L.

A producao de ramnolipidios por P. aeruginosa PA1 foi avaliada usando como substrato
n-hexadecano, petroleo, 6leo de babacu e glicerol por Santa Anna et al. (2002), e obteve-se
respectivamente 130, 260, 200 e 690 mg L de ramnose. Além disso, também foi observada a
habilidade em utilizar frutose, glicose, manitol, manose e &cido latico, que sdo boas fontes de
carbono para a producdo de ramnolipidios.

Na literatura sdo encontrados relatos de que o principal problema encontrado para a
producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa em residuos lacteos, € a baixa capacidade de
utilizacdo da lactose pela bactéria, sendo a lactose residual provavelmente consumida mais
lentamente (KOCH et al., 1988).
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4.3.3 Pigmento pioverdina como metabdlito secundario

O meio de cultura contendo 100% de soro de ricota, também favoreceu a producao de
metabolitos secundarios, como a pioverdina e a piocianina, um pigmento azul-esverdeado
fluorescente, hidrossoltvel e difusivel no meio de cultura, caracteristicos da P. aeruginosa
(LINCOPAN e TRABULSI, 2008; DAS e MA, 2013; EL-FOULY et al., 2015). Similar a P.
aeruginosa LBI, cerca de 90-95% das linhagens de P. aeruginosa produzem piocianina (SAHA
et al., 2008).

A Figura 12 apresenta a mudanca da coloracdo do meio de cultivo contendo 100% de

soro de ricota, associada a sintese do biossurfactante.

Figura 12 — Meio de cultivo evidenciando a producdo de pioverdina, um pigmento verde

fluorescente, caracteristico da P. aeruginosa em diferentes tempos de fermentacéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em estudo realizado por Das e Ma (2013) utilizando linhagens de P. aeruginosa para
producdo de biossurfactantes em meio contendo hidrocarbonetos e metais como o ferro,
observaram a producdo da piocinina como metabdlito secundério, indicando uma estratégia de
defesa das bactérias, a medida que produzem biossurfactante para conseguirem sobreviver em
condicdes ndo favoraveis. Dessa maneira justifica-se o fato da producéo de piocianina no meio

contendo BH, por este conter altas concentraces de ferro.

4.3.4 Meio mineral salino adicionado ao soro de ricota

Apds a primeira etapa, visando verificar o potencial do soro de ricota e 0 aumento da
producdo de ramnolipidios para posterior utilizagdo nos testes de biodegradacdo, foram
utilizados dois diferentes meios salinos como suplementacéo do soro de ricota e, apos o cultivo,
foram realizadas andlises de ramnose presente no caldo livre de células, conforme apresenta a

Figura 13.
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Figura 13 — Produgdo de biossurfactantes em diferentes meios de cultivo, em termos de

ramnose por P. aeruginosa LBI, em diferentes tempos e concentragdes de soro de ricota.
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suplementado de 25% de meio mineral Bushnell-Haas; BH3: 50% de soro de ricota suplementado de 50% de meio
mineral Bushnell-Haas; SR1: soro de ricota com adig&o de sais do meio mineral sais de Robert; SR2: 75% de soro
de ricota suplementado de 25% do meio mineral sais de Robert; SR3: 50% de soro de ricota suplementado de 50%
do meio mineral sais de Robert.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas diversas concentracOes utilizadas, observa-se a mesma tendéncia na produgéo do
ramnolipidio, em relacdo ao meio contendo 100% soro de ricota utilizado inicialmente. A
concentracdo maxima de ramnose alcancada pela bactéria foi de 404,88 mg Lt + 24,2,
utilizando o meio SR2 (75% de soro de ricota suplementado de SR) em 72 h de producéo,
apresentando aumento de 8,61% em relacdo ao soro de ricota sem suplementacdo de meio
mineral. Em seguida, a producdo do meio BH2 (75% de soro de ricota com 25% de BH)
apresentou em 72 h de producio 348,92 mg Lt + 25,10 de ramnose.

O aumento crescente da producgéo de ramnose ate 72 h, coincide com a fase exponencial
de crescimento da biomassa, conforme observado na Figura 11 anteriormente.

Costa (2010), ao produzir ramnolipidios por P. aeruginosa em 120 h, utilizando
manipueira como fonte de carbono (hidrofilica), produziu de 169,9 a 300,0 mg L de ramnose,
variando conforme a linhagem bacteriana, em comparagdo com manipueira adicionado com
6leo de fritura, que teve a concentracio variando de 129,2 a 609,1 mg L™, de acordo com a

linhagem utilizada, valores proximos ao encontrado nesse estudo.



49
Capitulo 1

O meio SR foi empregado na producdo de biossurfactantes por diversos autores,
utilizando as linhagens P. aeruginosa 44T1 e LBI em diversas fontes de carbono, apresentando
alto desempenho na producdo (ROBERT et al., 1989; BENINCASA et al., 2002; COSTA et
al., 2008; PIROLLO et al. 2008).

Mariano et al. (2008) utilizaram meio mineral BH e SR para produgdo de
biossurfactantes por Staphylococcus hominis, Kocuria palustris e P. aeruginosa LBI utilizando
hidrocarboneto como fonte de carbono e nao foi observada producdo com o meio BH. Segundo
0S mesmos autores, 0 meio BH nédo possui qualquer fonte de carbono facilmente biodegradavel,
como extracto de levedura, que pode ser usado como start-up para 0s micro-organismos. Além
disso, 0 meio BH contém altas concentracdes de ferro.

Ramana e Karanth (1989) observaram que a presenca de ferro no meio de cultivo inibiu
a producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa CFTR-6, principalmente em concentracfes de
FeS04.7H20 superior a 0,01 g L™, enquanto que o nitrato é relatado como a melhor fonte de
nitrogénio para a producdo de ramnolipidios, pois estimula a expressdo do gene rhIAB, um dos
principais responsaveis pela sintese desse bioproduto. A preferéncia por essa fonte de
nitrogénio pode estar relacionada ao fato de P. aeruginosa ser apta a fazer desnitrificacdo
utilizando o nitrato como aceptor de elétrons (MANRESA et al., 1991).

Estudos realizados por Pruthi e Cameotra (2003) evidenciam a importancia da fonte de
carbono e de outros elementos minerais constituintes do meio de cultura para a producao desse
biossurfactante tais como a concentracdo de nitrato, fosforo, enxofre e ions metalicos como
ferro e magnésio, assim como Lovaglio et al. (2010) que demonstraram que a razdo entre as
concentracdes de carbono e nitrogénio (C/N) possui um papel fundamental na producdo de
ramnolipidios por P. aeruginosa.

Dessa forma, os meios BH2 e SR2 foram utilizados para caracterizacdo e avaliacdo do
melhor desempenho para producdo dos ramnolipidios e visando confirmar a producdo de
biossurfactantes, foram realizadas medidas da tenséo superficial dos dois meios, no caldo livre
de células, nos diferentes tempos de producédo, conforme apresenta a Figura 14.
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Figura 14 — Valores da tensdo superficial (mN m™) do caldo livre de células, nos diferentes
tempos de fermentacdo. Onde: BH2: 75% de soro de ricota suplementado de 25% de meio
mineral Bushnell-Haas; SR2: 75% de soro de ricota suplementado de 25% do meio mineral sais
de Robert.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nos dois meios avaliados, a tensdo superficial apresentou pequena diferenca, ficando
em torno de 38-44 mN m*, ndo apresentando variagéo significativa, o que pode indicar pequena
concentracdo de compostos tensoativos no meio de cultivo. Além disso, o soro de ricota
utilizado possuia valor de tensdo superficial de 43 mN m 1. Segundo MAPA (2003), o baixo
valor de tensdo superficial do soro deve-se ao efeito exercido pelos lipidios sobre a tensdo
superficial, ou seja, quanto maior teor de lipidios menor a tensdo superficial. Além disso, a
liberagdo de &cidos graxos oriundos da hidrdlise dos gliceridios faz com que a tensdo diminua
consideravelmente.

De acordo com Pinto et al. (2009), os micro-organismos podem néo ter conseguido
sintetizar de forma independente as porcBes hidrofobicas e hidrofilicas das moléculas de
biossurfactante ou, ainda, pela sintese da porcao hidrofobica ser dependente do substrato, sendo
necessaria a presenca de uma fonte de carbono altamente hidrofobica no meio. Muitos trabalhos
descrevem a importdncia da combinacdo entre um substrato insolivel em &gua e um

carboidrato, como constituintes do meio de cultura.
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Costa et al. (2008) realizaram a producédo de ramnolipidios utilizando P. aeruginosa LBI
e gordura vegetal como fonte de carbono e encontraram um valor de 35 mN m™ para a tenséo
superficial, apds 120 h.

Haba et al. (2000) consideram bons produtores de biossurfactantes aqueles micro-
organismos que reduzem a atividade superficial a 40 mN m™ ou menos.

A reducdo da tensdo superficial é frequentemente utilizada como um critério primério
para selecionar micro-organismos produtores de biossurfactantes, embora agentes
emulsificantes e dispersantes ndo possuam, necessariamente, habilidade de reduzir a tensdo. O
bioemulsificante liposan, produzido por Candida lipolytica, por exemplo, ndo é capaz de
reduzir a tensdo superficial da dgua, embora emulsifique e estabilize efetivamente emulsdes
agua-em-0leo (CIRIGLIANO e CARMAN, 1985).

4.3.5 Determinacédo da producdo de Ramnolipidios

Véarios métodos sdo utilizados para identificacdo dos ramnolipidios, sendo de grande
importancia na elucidacéo das estruturas, e geralmente envolvem, inicialmente, uma separacéao
cromatografica das misturas em varias fracoes por CCD e em seguida, por HPLC.

Assim, a CCD foi realizada a fim de verificar a producdo de mono e di-ramnolipidios,
para dar continuidade ao processo de quantificacdo, nos diferentes tempos de fermentacdo dos
meios BH2 e SR2. Para 0 meio BH2, a producéo de ramnolipidios foi baixa, ndo sendo possivel
a visualizacdo na CCD, porém, a presenca dos ramnolipidios produzidos pela P. aeruginosa
LBI, a partir do meio SR2 como substrato, foi confirmada por CCD, ainda que pequena, onde
um componente majoritario foi encontrado, o di-ramnolipidio, que pdde ser visualizado
qualitativamente por meio da intensidade dos spots obtidos na CCD, nos tempos de 48, 72 e
120 h.

Dessa forma, para dar continuidade ao processo de quantificacdo, foi realizada a
quantificacdo dos ramnolipidios somente do meio SR2, contendo 75% de soro de ricota e 25%
de SR.

4.3.6 Quantificacdo de ramnolipidios

A concentragdo de ramnolipidios produzidos foi determinada pela analise via detector
UV em HPLC. Alem de quantificar o total de ramnolipidio (R total) presente nas amostras, o
procedimento permitiu também diferenciar duas espécies homélogas produzidas: Rha;C1oCio €
RhaC10Cio.
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Observa-se pela Figura 15 um aumento na concentracdo de R total, atingindo 0,040 g
Lt em 72 h. Nas concentracbes das espécies homoélogas, observa-se que O processo
fermentativo produziu maior quantidade de di-ramnolipidio (Rha2C10C10). Contudo, as curvas
de producdo destes dois homdlogos seguem praticamente 0 mesmo padrdo, inclusive, no
aumento de produgdo em 72 h. A producdo maxima do biossurfactante encontrada neste
experimento foi muito baixa, se comparada as producgdes encontradas para cepas de P.

aeruginosa, quando utilizados meios similares, com o glicerol como fonte de carbono.

Figura 15 — Quantificacdo de espécies homdlogas e do total de ramnolipidios (R total)
produzidos por P. aeruginosa LBI, utilizando meio SR2 (75% de soro de ricota suplementado
de 25% do meio mineral sais de Robert).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em trabalho realizado por Nitschke et al. (2005b), os autores utilizaram fontes de
carbono hidrofilicas (glicerol e glicose) e hidrofobicas (borra de soja, éleo de fritura e gordura
de frango) para a producéo de ramnolipidios por P. aeruginosa LBI, os autores verificaram que
0s substratos oleosos apresentaram producdo de ramnolipidios 64% maior do que o0s substratos
ndo oleosos. Alem disso, foi predominante a producdo de mono-ramnolipidios, quando
cultivado em substrato hidrofobico e de di-ramnolipidios, quando cultivados em substrato
hidrofilico, corroborando com os apresentados nesse trabalho.

Dessa forma, sugere-se que a biossintese seja direcionada de forma desejavel pela

simples sele¢do do substrato. Resultados similares também foram encontrados por Gudifia et
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al. (2015a) ao utilizar a estirpe bacteriana P. aeruginosa #112 com diferentes residuos agro-
industriais como substrato.

Outras pesquisas revelaram que a propor¢do de homologos determina as propriedades
dos ramnolipidios, e que mesmo as pequenas diferencas na composi¢cdo do biossurfactante,
podem ocasionar um impacto significativo nas suas propriedades fisico-quimicas (GUO et al.,
2009).

Ap0s a producdo do biossurfactante pelo meio SR2, em 72 h, foi realizada a extracao
do biossurfactante bruto do caldo livre de células em rotavapor e observou-se claramente a
presenca dos dois ramnolipidios, o di-ramnolipidio e 0 mono-ramnolipidio, de acordo com o

padréo, conforme apresenta a Figura 16.

Figura 16 — Cromatografia de camada delgada do biossurfactante produzido por P. aeruginosa
LBI em meio SR2 (75% de soro de ricota suplementado de 25% do meio mineral sais de
Robert), extraido com acetato de etila em rotavapor ap6s 72 h de fermentacéo.

= B o

Mono-ramnolipidio

‘ Di-ramnolipidio
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biossurfactante

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.7 Rendimento na producéo bruta de ramnolipidios

Apos 72 h de produgéo, o caldo livre de células do meio SR2 foi utilizado para a
recuperacéo bruta de biossurfactante em g L, por meio da extracdo com solvente acetato de
etila em rotavapor. Em seguida, a quantidade do biossurfactante extraida foi concentrada em

um cadinho previamente pesado (Figura 17).
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Deste modo, a concentracdo de biossurfactante obtida no processo fermentativo foi de
0,459 L™t em 72 h de produgcéo, para meio de cultivo contendo 75% de soro de ricota adicionado
de meio mineral SR. E evidente o potencial do soro como substrato alternativo para producéo
de biossurfactante por micro-organismos, contudo é importante considerar que as diferencas de
producéo em relagdo a outros autores, bem como as propriedades do biossurfactante produzido
podem ter sido afetadas pelas condic¢des de cultivo utilizadas.

Figura 17 - Obtencdo do biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBI, apds extracdo em
rotavapor com solvente acetato de etila. Onde: a) Biossurfactante concentrado logo apos
extracdo; b) Biossurfactante bruto extraido ap6s ser seco em estufa.

a) b) e

2

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir do resultado da extracdo foi possivel calcular o rendimento do processo
fermentativo e estabelecer uma perspectiva para a utilizacdo do soro de ricota na producao de
biossurfactantes. Foi necessario 100 mL de soro de ricota (100,4 g) para que a bactéria P.
aeruginosa LBI produzisse 0,044 g de ramnolipidio, ou seja, rendimento de 0,044% no
processo fermentativo, conforme mostra a Tabela 8.

Tabela 8 — Rendimento do processo de producdo de biossurfactante a partir de soro de ricota.

Data de coleta do soro de ricota 19/04/2016
Massa do soro 1L
Peso seco 6,7gL*
Producéo de biossurfactante 0,45¢gL*
Rendimento do biossurfactante em

6,71%
relagdo ao peso seco (m/m)
Rendimento do biossurfactante em

0,044%

relacéo ao volume do soro (m/v)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.8 Caracterizacao do biossurfactante

Caracterizar as propriedade fisico-quimicas dos biossurfactante é importante para
avaliar a aplicabilidade dos biossurfactantes, tais como CMC e capacidade de emulsédo (SHAO
etal., 2017).

4.3.8.1 Determinacgédo da Concentracéo Micelar Critica

A CMC é um importante parametro que indica qual € a concentracdo minima necessaria
de biossurfactante em solucdo, para que ocorra reducdo maxima de tensdo superficial, formando
micelas, onde menores concentracOes adicionadas do biossurfactante representariam um fator
econdmico (SOUZA et al., 2014).

Assim, a tensdo superficial da solucdo de biossurfactante bruta em pH 7,0 foi reduzida
com o aumento da concentracdo de ramnolipidios. Pode-se observar que acima da concentracdo
de 300 mg L%, a intensidade da reducio das medidas foi menor, ocorrendo tendéncia a
estabilizacdo das mesmas (Figura 18).

E também conhecido que as propriedades dos ramnolipidios dependem da distribuicéo
de seus homdlogos, mas é pouco conhecida a contribuicdo individual de cada homologo nas
propriedades tenso-ativas, porém algumas evidéncias podem ser observadas. Segundo Nitschke
et al. (2005a) e Gudifa et al. (2015a), os di-ramnolipidios do tipo Rha,C10C10 geralmente
apresentam uma CMC mais baixa (5 mg L), devido a presenca de duas moléculas de aclcar.
Em contrapartida, alguns mono-ramnolipidios, como RhaCi10Cio por exemplo, podem
apresentar valores de CMC de 40 mg L%, enquanto que a mistura de ramnolipidios, RhaCio e

RhazC1o, por exemplo, pode apresentar uma CMC de 200 mg L.
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Figura 18 — Determinacao da concentragdao micelar critica em funcdo da tensdo superficial (mN
m1), utilizando-se diferentes diluicGes de uma solugdo concentrada do biossurfactante extraido.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao se alcancar o valor da CMC, nenhuma reducéo da tensdo é observada, mesmo com
aumento da concentracdo de biossurfactante. Na CMC, a formacédo das micelas leva a reducéo
da tensdo superficial. Estes agregados sdo formados a partir de numerosas interacdes entre 0s
grupos polares e ndo-polares, incluindo forcas de Van der Waals e ligacdo de hidrogénio,
levando a diminuicdo da forca de repulséo entre as fases liquidas imisciveis (APARNA et al.,
2012).

4.3.8.2 Indice de emulsificac&o

O poder emulsificante € outra importante caracteristica para qualquer surfactante
(ABDEL-MAWGOUD etal., 2010). A Tabela 9 apresenta os valores da atividade emulsificante
obtidos pelos ramnolipidios de P. aeruginosa LBI e do Tween80 (surfactante comercial), frente
a gasolina e 6leo diesel, ap6s 24 horas. O ramnolipidio apresentou boa atividade emulsificante,
tendo alcancado um indice méximo de emulsificacdo de 56,8% para o Gleo diesel, frente a
60,1% do Tween80. A gasolina ndo foi emulsionada de forma eficiente pelo ramnolipidio, ao
contrario do Tween 80.

De acordo com Willumsen e Karlson (1996), um bom biossurfactante, com
propriedades emulsionantes, apresenta um indice de emulsificacdo maior que 50,0% e Batista
et al. (2006) acrescenta que o biossurfactante tem que estabilizar a emulséo, mantendo pelo
menos 50% do volume da emulséo original, apos 24h de formag&o. Pirdllo et al. (2008) tambem
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utilizaram a estirpe P. aeruginosa LBI, para producdo de biossurfactante a partir de diesel
comercial, sendo que este foi capaz de emulsionar diferentes compostos, tais como o 6leo

diesel, apresentando indice de emulsificacdo de 70,0%.

Tabela 9 — indice de emulsificagio do biossurfactante produzido por P. aeruginosa LBl a partir

de soro de ricota e do Tween80, com diferentes hidrocarbonetos apds 24 h.

Indice de Emulsificacio Ezs (%)*

Hidrocarbonetos Ramnolipidios Tween80
Gasolina 10,2+2,11 100,0
Oleo diesel 56,8 + 1,96 60,1+ 0,75

*Dados apresentados como médiatdesvio padrao

Fonte: Elaborado pelo autor.

A maioria dos surfactantes de origem microbiana sdo especificos, solubilizando ou
emulsionando hidrocarbonetos diferentes de forma distinta, o que explicaria a diversidade de
valores E24 encontrados para cada substancia. O indice de emulsificacdo varia de acordo com a
viscosidade, tamanho das gotas, razdo do volume das fases, temperatura, pH, tempo de emulséo,
agitacdo e diferenca de densidade das substancias testadas (RAHMAN et al., 2007). Segundo
Santos et al. (2016), as emulsGes tém uma estabilidade minima, mas a adicdo de
biossurfactantes pode levar a uma emulsdo que permanece estavel por meses ou mesmo anos.
A Figuras 19 apresenta a montagem do teste para as medidas de E24, antes da emulsificacédo e

apos 24 h, respectivamente.

Figura 19 — Teste para medida do indice de emulsificacdo, antes da emulsificacdo e apds a
emulsificacdo (24 h). Na sequéncia: Gasolina (1) e o6leo diesel (2), Biossurfactante (a) e
Tween80 (b).

a
! 1) ! 2) ! Ty L = 2)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A habilidade dos ramnolipidios em emulsificar hidrocarbonetos derivados do petroleo
pode facilitar a assimilagdo microbiana desses compostos como fonte de carbono. Assim, esses
dados sdo Uteis para o planejamento estratégico na remediacdo de ambientes contaminados por
estes compostos (BENINCASA et al., 2004).
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5 Capitulo 2

Avaliacgdo do potencial de biodegradacao de hidrocarbonetos por
Pseudomonas putida CCMI 852

5.1 Introducao

Para demonstrar que uma tecnologia de biorremediacdo é potencialmente util, é
importante verificar a biodegradacdo dos poluentes sob condi¢Ges controladas. Isto geralmente
ndo é possivel de se obter in situ, assim, esta verificacdo deve ser obtida por meio de
experimentos laboratoriais, 0os quais demonstram o potencial que um determinado tratamento
pode ter em estimular a remocdo de contaminantes de um local contaminado (MARIANO,
2008).

Véarios métodos tém sido propostos para avaliar o potencial de utilizacdo de
hidrocarbonetos como fonte de carbono por micro-organismos. Entre esses métodos, foram
sugeridos por Hanson et al. (1993), Braddock e Catterall (1999) e Souza et al. (2016) a
utilizacdo dos indicadores 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) e do 2,6-diclorofenol
indofenol (DCPIP). Esses métodos colorimétricos sdo referidos como um procedimento de
baixo custo e rapidos na deteccdo do metabolismo microbiano, tanto em processos aerobios
guanto anaerébios (MAHMOUND e GHALY, 2004; BURDOCK et al., 2011;
MONTAGNOLLI et al., 2014).

5.1.1 Indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio
Sob condi¢des aerdbicas, o potencial de oxidacdo de compostos organicos pode ser

determinado pela capacidade dos micro-organismos em produzir um grupo de enzimas da
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cadeia respiratoria designadas de desidrogenases (BURDOCK et al., 2011; WOLINSKA et al.,
2016). Além disso, a atividade de desidrogenases representa um fluxo intracelular de elétrons
ao aceptor final como 0 O, (BURDOCK et al., 2011). Isso reflete a atividade de muitas enzimas
estarem envolvidas no catabolismo de compostos organicos, sendo estes utilizados como fonte
de carbono e energia pelas células (NANNIPIERI et al., 1990).

Um dos métodos mais utilizados para estimar a atividade da enzima desidrogenase foi
desenvolvido por Casida et al. (1964) e adaptado por Braddock e Catterall (1999), sendo

baseado no uso do indicador redox TTC (Tabela 10), como um aceptor final de elétrons.

Tabela 10 — Propriedades do indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio.

2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC)

A Max. 485 nm

Peso molecular 334,80 g mol*?

N° CAS 298-96-4

Forma oxidada (TTCox) Incolor

Forma reduzida (TPFred) Lilas -avermelhado
Formula quimica Ci1gH15CINg

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 20 apresenta 0 mecanismo, que na presenca de enzimas desidrogenase, reduz
0 TTC, incolor, a 1,3,5-trifenilformazan (TPF), de coloracdo lilas-avermelhada (OLGA et al.,
2008; BURDOCK et al., 2011). Assim, esse método € considerado como um teste qualitativo e
rapido para avaliar a atividade bacteriana, podendo-se dizer que a coloracdo é uma indicacao
positiva sobre a oxidacdo dos hidrocarbonetos pelos micro-organismos, uma vez que a
absorbancia do TPF, medida a 480 nm, é diretamente proporcional a quantidade de bactérias
vivas no meio (BENTO et al., 2005; MOUSSA et al., 2013).

Figura 20 — Mecanismo da oxirredugdo do 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio a 1,3,5-

trifenilformazan pela enzima desidrogenase.
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Fonte: Adaptado de Moussa et al. (2013).
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Embora nem todos os micro-organismos utilizem o TTC como um carreador artificial
de elétrons no seu metabolismo, ele tem se mostrado uma ferramenta bastante sensivel, visto
que possui alta capacidade por competir com outros transportadores de elétrons da cadeia
respiratoria, como NAD* e o NADP*, demonstrando resultados bastante fidedignos para
atividade enzimatica (BENTO et al., 2005; WOLINSKA et al., 2016).

Dessa forma, como um grande grupo de desidrogenases tem alta afinidade pelo TTC,
esse carreador artificial atua como um marcador adaptado com o intuito de avaliar tanto a
atividade dessas enzimas cuja presenca e intensidade contribuem para determinacdo da
qualidade dos solos e de outros ambientes (BURDOCK et al., 2011), assim como parametro
para caracterizar a presenca e a quantidade de micro-organismos com potencial degradador de

fontes de contaminacdo por gasolina e diesel nesses mesmos ambientes.

5.1.2 Indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol

A capacidade de diferentes micro-organismos em utilizar hidrocarbonetos como fonte
de carbono, pode ser verificada utilizando também a técnica colorimétrica baseada no indicador
redox DCPIP (KUBOTA et al., 2008). As propriedades e estrutura do DCPIP sdo apresentados
na Tabela 11.

Com a adicdo do DCPIP ao meio de cultura, é possivel determinar a capacidade dos
micro-organismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato, podendo indicar uma série de
reacGes em que ocorram trocas de elétrons como a biodegradacdo, observada pela mudanca de
cor do DCPIP de azul, forma oxidada, para incolor, forma reduzida (MARIANO et al., 2007,
BIDOIA et al., 2010).

Tabela 11 — Propriedades do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol.

2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP)

A max. 600 nm

Peso molecular 268,09 g mol*!
N°. CAS 956-48-9
Forma oxidada (DCPIPox) Azul

Forma reduzida (DCPIPreq) Incolor
Férmula quimica C12H7CI:NO,

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Conforme apresenta a Figura 21, a alteracdo da cor é devido a mudanca na estrutura da
molécula do DCPIP. O atomo de nitrogénio no centro da molécula € o aceptor de elétrons, onde

ocorre a mudanca da ligacdo dupla entre nitrogénio e carbono para uma ligagéo simples.
Figura 21 — Reacéo de oxirredugdo do 2,6-diclorofenol indofenol como aceptor de elétrons.
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Fonte: Montagnolli et al. (2014).

Para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos é essencial uma reacdo de oxirreducao,
com a presenca de diferentes compostos que podem agir como aceptores de elétrons, entre eles
0 oxigénio (O2), o nitrato (NO3") e o sulfato (SO42) (MARIANO et al., 2007; BIDOIA et al.,
2010). Nos métodos colorimétricos, esses compostos sdo substituidos por um mediador
sintético e, ao ocorrer a mudanca de cor no indicador redox DCPIP, as absorbancias podem ser
monitoradas em espectrofotdmetro como relatado por Montagnolli et al. (2017b).

Tais reacdes redox nao estdo associadas unicamente ao consumo de um substrato, mas
sim ao metabolismo total das células. Dessa forma, considera-se que o que o DCPIP realmente
mede é a resposta metabolica microbiana a um dado substrato e/ou ambiente em que é exposto
(MONTAGNOLLI et al., 2017b).

Hanson et al. (1993) desenvolveram a técnica de avaliacdo do potencial de
biodegradacdo com DCPIP e, em seu trabalho, realizaram uma possivel aplicacdo do indicador
em meio BH para biodegradacgdo de petrdleo. Nesse experimento, bactérias com alto potencial
biodegradante foram capazes de tornar o meio incolor ap6s 24 horas de incubacdo. Contudo, o
tempo necessario para cada uma das culturas para a total descoloracao foi considerado um
indicador de suas respectivas habilidades biodegradantes do petréleo.

Mariano et al. (2007) demonstraram que bactérias encontradas em agua subterranea,
proximo a um vazamento de combustivel, tém a capacidade de biodegradar 6leo diesel em curto
prazo. Assim, a técnica revelou-se eficiente em identificar a microbiota melhor adaptada em

biodegradar hidrocarbonetos.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Preparo do indculo

Para os testes de biodegradacdo, foi utilizada a linhagem Pseudomonas putida CCMI
852, da cole¢do de cultura de micro-organismos industriais do Laboratério de Microbiologia
Industrial, Instituto Nacional de Engenharia e Tecnologia Industrial, em Lisboa, Portugal,
isolada a partir de uma estacdo de tratamento de esgoto doméstico, de acordo com Otenio et al.
(2005).

No preparo do pré-indculo, a P. putida CCMI 852 foi transferida, com o auxilio de uma
alca de platina, da cultura estoque para um frasco Erlenmeyer, contendo 100 mL de caldo
nutriente estéril e foi incubado sob agitacdo de 180 rpm, a 30 °C por 24 h. Posteriormente, as
células foram centrifugadas a 2,897 x g (8.000 rpm), por 20 min e lavadas com solu¢éo salina
(NaCl 0,85%) estéril. Este procedimento foi repetido trés vezes. Ao fim do processo, o pellet
foi ressuspenso em solucédo salina e foram realizadas leituras de absorbancia em comprimento
de onda de 600 nm, utilizando espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2401 PC — UV-Vis), de modo

a padronizar a concentracéo inicial de células a ser empregada como inéculo.

5.2.2 Adaptacdo bacteriana

O crescimento das células microbianas varia em diferentes fontes externas de carbono,
a menos que sejam aclimatados a esse substrato especifico. Dessa maneira, para aclimatacéo da
linhagem de P. putida, foram utilizados como fonte de carbono, dleo diesel S10 (diesel puro
Replan) e gasolina comercial, separadamente. O etanol presente na gasolina comercial foi
removido, utilizando um funil de separa¢do com agua mili-Q (1:1), pois sua presenca atrasa a
degradacéo dos hidrocarbonetos, por possuir degradacéo preferencial pelos micro-organismos
(RUIZ-AGUILAR et al., 2002; SILVA e ALVAREZ, 2004; NUNES e CORSEUIL, 2007;
CORSEUIL et al., 2015).

Os ensaios foram preparados em duplicata, em Erlenmeyer de 250 mL contendo 150
mL de meio BH (conforme descrito no item 4.2.5.1) estéril e 1% de gasolina sem etanol ou 1%
de oleo diesel (v/v) como fonte de carbono, baseado em trabalhos de Kubota et al. (2008) e
Oliveira et al. (2011). A esterilizagdo dos compostos foi realizada por filtros descartaveis de
seringa (Millex FG estéril, membrana PTFE 0,22 um, 25 mm). Como in6culo, foi adicionado
1,5 mL da P. putida padronizada (DOsoonm = 0,8). Os Erlenmeyers foram mantidos em
incubadora, sob agitacdo constante de 180 rpm a 30 °C por 48 h.
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Apos confirmagéo do crescimento microbiano por turbidez, os cultivos foram repicados
para aplicacdo no processo de degradacdo e estocados a 4 °C, em &gar nutriente.

5.2.3 Potencial de biodegradacao utilizando o indicador redox TTC

Inicialmente, para otimizacdo das condi¢Ges do potencial de biodegradacdo, foi
realizado um delineamento experimental por meio de ensaios da atividade da enzima
desidrogenase com o indicador redox TTC em 0leo diesel como fonte de carbono (1% v/v) e

indculo de P. putida CCMI 852, em 48 h, conforme descritos no item 5.2.3.2.

5.2.3.1 Otimizacdo das variaveis — Planejamento experimental

A necessidade da otimizacéo de processos e a minimizagdo de custos e tempo, levam a
busca de técnicas sistematicas de planejamento de experimentos (IEMMA e RODRIGUES,
2009). Assim, para o estudo inicial da atividade bacteriana, frente ao 6leo diesel (ensaios
montados de acordo com o item 5.2.5), foram investigadas as influéncias de algumas variaveis,
utilizando-se a técnica do planejamento experimental.

Para isso, foi gerado um modelo geral, com 27 ensaios (3%), com base em 3 variaveis
independentes: (A) indculo, (B) temperatura, (C) agitacdo e 3 niveis (-1, 0, +1), conforme a
Tabela 12. Posteriormente, foram reduzidos para 15 experimentos utilizando o Box-Behnken
design, para analise da metodologia de superficie de resposta. Os experimentos de Box-
Behnken possuem trés niveis dos fatores e suportam modelos de segunda ordem. Os ensaios no
ponto central podem fornecer informac@es Uteis sobre o0 comportamento das respostas entre 0s
niveis avaliados, além de evidenciar a qualidade da repetibilidade do processo (RODRIGUES
e IEMMA, 2005).

Para isso, utiliza-se analises de graficos de superficie de resposta, uma técnica estatistica
utilizada para a modelagem e andlise de problemas nos quais a variavel resposta € influenciada
por varios fatores, cujo objetivo ¢é a otimizacdo dos resultados esperados (BARROS NETO et
al., 2002). A andlise estatistica favoravel permite a elaboracdo de modelos matematicos
preditivos (polinbmio quadratico) para definir faixas étimas operacionais das variaveis dentro
dos limites estudados. Deve ser realizada a validagdo experimental das condigdes otimizadas
(IEMMA e RODRIGUES, 2009).

O delineamento dos experimentos foi realizado utilizando-se o software Design Expert
10.06 (Stat — Ease Inc.) e os ensaios foram realizados em triplicata. Todos 0s experimentos
foram realizados em ordem aleatdria para minimizar o efeito de variagGes inexpliciveis das

respostas, devido a erros sistematicos.
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A variavel de resposta empregada no planejamento experimental foi a atividade da
enzima desidrogenase em 6leo diesel, utilizando o indicador redox TTC em 48 h de tratamento.
No Anexo A, a Tabela A.1 apresenta a matriz do planejamento experimental. Os inoculos

utilizados para avaliacdo dos efeitos foram preparados conforme item 5.2.1, em 600 nm.

Tabela 12 — Variaveis independentes e seus respectivos niveis empregados no planejamento

experimental.

o Niveis
Variaveis independentes Simbolo
0 +1
In6culo de P. putida CCMI 852 (DOgoonm) A 0,5 0,8 11
Temperatura (°C) B 25 30 35
Agitacéo (rpm) C 120 150 180

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para se obter a interacdo entre as variaveis
e as respostas. Como intervalo de confianca, foi escolhido o valor de 95%, ou seja, um “p-
valor” inferior a 0,05, inferindo que a varidvel ¢ estatisticamente significativa. Apos a
eliminacdo dos fatores ndo significativos, verificou-se a significancia da regressao e da falta de
ajuste a um nivel de confianca de 95%, utilizando teste F para o planejamento estudado. O
ajuste foi repetido varias vezes, mapeando a superficie em dire¢do do ponto étimo desejado
(BARROS NETO et al., 2002).

Para a resposta estudada, um modelo quadréatico, denominado modelo de segunda ordem
de superficie de resposta, foi utilizado para estabelecer um modelo matematico preditivo da

resposta. Apos o ajuste do modelo de segunda ordem, foram obtidas as condicdes 6timas.

5.2.3.2 Montagem dos ensaios

Foi utilizado meio mineral minimo salino acrescido de TTC (MMM-TTC), preparado
conforme Tabela 13, em baldo volumétrico, pela dissolucédo de 1.000 mL dos macronutrientes
e 1 mL da solucéo de micronutrientes, de acordo com Richard e Vogel (1999). Apds, foi pesado
0,025 g de TTC (Sigma-Aldrich), segundo Braddock e Catterall (1999), que foi diluido em 100
mL de agua destilada. Em seguida, misturou-se a 400 mL do meio mineral. Posteriormente, o
pH foi ajustado para 7,2 e 0 MMM-TTC foi esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm, durante

15 min.
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Tabela 13 — Composicéo de sais no preparo de meio mineral salino acrescido de 2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazélio (TTC).

Composto

MacronUtrientes Férmula Quantidade
Cloreto de potéssio (Cinética quimica) KCI 0,700 g
Fosfato de potassio monobasico (Synth) KH,PO4 2,000 ¢
Fosfato de sodio dibasico (Synth) Na;HPO4 3,000 g
Nitrato de amdnio (Vetec) NH4NO; 1,000 ¢

Micronutrientes
Sulfato de magnésio (Chenco) MgSQO4 4,000 ¢
Sulfato de magnésio heptahidratado (Reagen) MgSQO4 7H,0 8,200 ¢
Sulfato de ferro (Merck) FeSQO4 2,000 9
Sulfato de ferro heptahidratado (Merck) FeSO. 7H,0 0,360 g
Cloreto de manganés (Merck) MnCl; 0,200 9
Cloreto de manganés tetrahidratado (Merck) MnCl; 4H,0 0,310g
Cloreto de calcio (Synth) CaCl, 0,200 g
Cloreto de célcio dihidratado (Synth) CaCl, 2H,0 0,260 g

Fonte: Elaborado pelo autor.

O potencial biodegradador da P. putida foi determinado pela atividade da enzima
desidrogenase, conforme método proposto por Thalmann (1968), descrito por Alef (1995) e
Alef (1996) e modificado por Braddock e Catterall (1999).

Conforme citado no item 5.2.4, para otimizacao das condicGes de biodegradacéo, foram
realizados ensaios somente com Oleo diesel como fonte de carbono. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata.

Apds a otimizacgdo das variaveis, o0s ensaios foram realizados em tubos de ensaio com
tampa, contendo, conforme apresenta a Tabela 14, 7,5 mL de MMM-TTC previamente
esterilizado, 100 uL de inéculo de P. putida, além do biossurfactante produzido a partir do soro
de ricota (conforme capitulo 1) em concentra¢do 300 mg L (valor da CMC). Como fonte de
carbono foram fornecidos gasolina e 6leo diesel 1% (v/v). A esterilizacdo dos compostos ndo
esterilizados, foi realizada por filtros descartaveis de seringa. Os ensaios foram conduzidos em

triplicata.
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Tabela 14 — Composi¢do dos ensaios acrescidos de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (TTC).

j L)
E £ T =2
~ j = = %
. . o = s B X
Ensaios Composicédo ',: o = 3 3
s 2 2 ° 3
Ne] © @ m
Controle meio C - MMM* 75 - - - -
Controle Gas C - MMM + gasolina 7,5 75 - -
Controle Diesel C - MMM + 6leo diesel 75 - - 75 -
Controle In. C — MMM + in6culo 7,5 100 - - -
Controle Bs C - MMM + Biossurfactante 7,5 - - - 100
In.+ Gas MMM + indculo + gasolina 7,5 100 75 -
In.+ Diesel MMM + inéculo + 6leo diesel 7,5 100 - 75 -
In.+ Bs MMM + inéculo + Biossurfactante 7.5 100 - - 100
In.+ Gas + Bs MMM + indculo + gasolina + Biossurfactante 7,5 100 75 - 100
In.+ Diesel + Bs MMM + in6culo + 6leo diesel + Biossurfactante 75 100 - 75 100

* MMM: Meio Mineral Salino.
**Indculo: indculo de P. putida CCMI 852.

***Bs.: Biossurfactante produzido a partir de soro de ricota.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para evitar a foto-oxidag&o, todos os frascos foram recobertos por papel aluminio. Os

ensaios foram realizados por 48, 144 e 240 h. Apo6s a incubacéo, foram adicionados 16 mL de

acetona (Chemicals) para retardar a velocidade de reacao, deixando o homogeneizado no escuro

por mais 2 horas. A reducdo do TTC a TPF pelo micro-organismo, foi avaliada pela mudanga

na coloracdo do meio de incolor para lilas a vermelho (Figura 22), medindo-se a absorbancia

em comprimento de onda de 484 nm em espectrofotébmetro (Shimadzu UV-2401 PC — UV-Vis

Figura 22 — Ensaio do potencial de biodegradacéo de hidrocarbonetos por P. putida CCMI 852

utilizando TTC, antes da leitura em espectrofotometro.

P -

— .

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.3.3 Reta padréo do TPF

Previamente a andlise quantitativa da biodegradacdo por leituras de absorbéancia, foi
determinada a reta padrdo para concentracdo de TPF. O comprimento de maxima absorbancia,
em 484 nm foi obtido por espectrofotometria no visivel e apds, confeccionou-se a reta padréo
(Figura 23) das seguintes concentragdes: 5, 10, 20, 30 e 40 pg de TPF mL* (Sigma-Aldrich) e

calculou-se a equacéo da reta (equacéo 7).

[TPF] = (20,35 x abssganm) - 0,3248 ©)
Onde:
[TPF] = Concentragdo do indicador redox TPF, em pug mL™;

Abssganm = Absorbancia no comprimento de onda 484 nm.

Figura 23 — Reta padrdo do 1,3,5-trifenilformazan e seu espectro de absor¢do em diferentes

concentragoes.

40 -

R*=0,9970
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o
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.4 Determinacéo da concentragéo de hidrocarbonetos

Mesmo apds aclimatacdo, alguns estudos mostraram que o crescimento do micro-
organismo é inibido pela alta toxicidade do substrato (PADHI e GOKHALE, 2017). Assim, a
determinacdo da concentracdo ideal do substrato para o crescimento do micro-organismo é
extremamente importante.

Dessa forma, apds a definicdo das condi¢cdes otimizadas, realizada pelo delineamento
experimental, foram preparados cultivos, em duplicata, em tubos de ensaio com tampa,
contendo 10 mL de meio BH, previamente esterilizado e 100 pL de indculo de P. putida CCMI

852 padronizado (DOsoonm = 1,0) e aclimatado para avaliar a melhor concentragdo para o
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crescimento bacteriano. Dessa forma, como fonte de carbono, foram fornecidos isoladamente,
benzeno 99,96% e tolueno 99,90% (Sigma-Aldrich). A esterilizacdo dos compostos foi
realizada por filtros descartaveis de seringa.

As concentracdes dos compostos benzeno e tolueno foram varidveis, sendo
individualmente, 12,5, 25, 50, 100 e 150 mg L. Controles negativos sem o in6culo, contendo
0s compostos isoladamente, foram igualmente preparados. Os tubos foram mantidos em
incubadora com agitacdo constante a 180 rpm e 32+2 °C. Os ensaios foram removidos em
intervalos de tempo de até 12 h, durante um periodo de 48 h, para analise do crescimento
bacteriano por medidas de absorbancia em 600 nm, em espectrofotdmetro Nanocolor® UV/Vis-
Macherey-Nagel.

5.2.5 Potencial de biodegradacao utilizando o indicador redox DCPIP

5.2.5.1 Montagem dos ensaios

O método colorimétrico foi realizado segundo Hanson et al. (1993) e Bidoia et al.
(2010), em tubos de ensaio com tampa, proprios para leitura no espectrofotdmetro Nanocolor®
UV/Vis-Macherey-Nagel. Foram utilizados o meio BH (meio isento de fontes de carbono),
conforme descrito no item 4.2.3.2, previamente esterilizado, o indicador DCPIP (Vetec) 1,000
g L, concentragdo de acordo com estudos de Bidoia et al. (2010), Montagnolli et al. (2014),
Montagnolli et al. (2017a) e a solucdo de biossurfactante (300 mg L™?).

Para o preparo da solucdo de DCPIP, dissolveram-se 0,100 g de DCPIP em balanca
analitica (Adam ADA 210/L) em um bal&o volumétrico de 100 mL de &gua destilada, sendo
homogeneizada, armazenada em frasco ambar protegida de luz e mantida em geladeira a 4 °C.

O indculo de P. putida CCMI 852 foi obtido de acordo com o item 5.2.1, ressuspenso
em solucéo salina, DOgoonm = 1,0. Como fonte de carbono, foi fornecido 6leo diesel e gasolina
a 1% (v/v) e mistura de compostos BTE(0-)X (25 mg L de cada) e individualmente, na
concentracéo de 100 mg L. A esterilizagdo dos compostos n&o esterilizados em autoclave foi
realizada por filtros descartaveis de seringa. Os ensaios foram conduzidos em triplicata. As
guantidades e substancias utilizadas nos ensaios colorimétricos sdo apresentadas pela Tabela
15.

Depois de montados, cada um dos tubos foi agitado em vértex (Phoenix AP56) por 10
segundos e armazenados em incubadora com agitagdo a 180 rpm e 32+2 °C. Os resultados
consideraram a alteracdo da coloragdo do meio e as leituras de absorbancia ao longo do tempo

de incubacao.
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Tabela 15 — Composicdo dos ensaios colorimétricos utilizando indicador redox 2,6-

diclorofenol indofenol (DCPIP).

T o~ o~ ~
E 2 2 = = _
~ — ~ ~ T .|
Ensaios Composicéo I a o s % =
m = S = R =
o o [S] o © m
T Q 8 3 8
e = K
= O ¥e)
Branco BH (Bushnell-Haas) 7,5 - - - - -
Controle meio BH + DCPIP 75 400 - -
Controle Gas BH + DCPIP + Gasolina 75 400 - 75 -
Controle Diesel BH + DCPIP + Diesel 75 400 - - 75 -
Controle BTEX** BH + DCPIP + BTEX** 75 400 - - - -
Controle In.*** BH + DCPIP + Indculo 75 400 100 - - -
Controle In. + Bs* BH + DCPIP + In + Bs 75 400 100 - - 100
In.+ Gas BH + DCPIP + In + Gasolina 75 400 100 75 - -
In.+ Diesel BH + DCPIP + In + Diesel 75 400 100 - 75 -
In. + BTEX** BH + DCPIP + In + BTEX** 75 400 100 - - -
In.+ Gas + Bs BH + DCPIP + In + Gasolina + Bs 75 400 100 75 - 100
In.+ Diesel + Bs BH + DCPIP + In + diesel + Bs 75 400 100 - 75 100
In.+ BTEX + Bs** BH + DCPIP + In + BTEX + Bs** 75 400 100 - 75 100

*Bs.: Biossurfactante produzido a partir de soro de ricota.

**BTEX: (BTE(0-)X ) mistura (25 mg L™ de cada) e individualmente, na concentragdo de 100 mg L.

***|n.: In6culo de P. putida CCMI 852.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A descoloracdo do DCPIP, foi monitorada duas vezes ao dia, as 8:00 h e as 20:00 h. As
medidas quantitativas foram realizadas em espectrofotdmetro Nanocolor® UV/Vis-Macherey-
Nagel (Figura 24) pela leitura de absorbancia no comprimento de 600 nm e convertidos em mg
L de DCPIP.

Dessa forma, a descoloracéo foi avaliada em termos de porcentagem (%), expressa pela
equacéo 8.

PD(%) = Z—‘; x 100% (8)

Onde:
Co = Concentragéo inicial do DCPIP no ensaio (mg L™);

C = Concentracéo do DCPIP apds t minutos (mg L™).
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Figura 24 — Leitura dos ensaios colorimétricos em espectrofotometro Nanocolor® UV/Vis-
Macherey-Nagel a 600 nm.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.5.2 Reta padrdo do DCPIP

Previamente a andlise quantitativa da biodegradacdo, foi necessario estabelecer o
comprimento de onda de maior absorbancia, utilizando espectrofotdmetro. Logo, visando
confeccionar a reta padrao, foram realizadas leituras de absorbancia a 600 nm de cinco solucdes
de concentracBes conhecidas, sendo elas 10, 20, 30, 40 e 50 mg L. A partir dos valores da
concentragdo do DCPIP e das absorbancias obtidas, confeccionou-se a reta padréo (Figura 25)
e calculou-se a equacdo da reta (Equacdo 9). Dessa forma, determinou-se a quantidade de

DCPIP em sua conformacéo azul presente em solucéo ao longo do processo de biodegradacéo.

[DCPIP] = (15,92 X AbSsoonm) + 2,21 (9)
Onde:
[DCPIP] = Concentragdo do indicador redox DCPIP, em mg L*;

Abssoonm = Absorbancia no comprimento de onda 600 nm.
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Figura 25 — Reta padréo do indicador redox DCPIP e seu espectro de absor¢do UV-Vis em

diferentes concentragdes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2.5.3 Avaliacdo cinética dos processos de degradacéo

As taxas de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo sdo geralmente dificeis de
prever devido a complexidade do meio (NWANKWEGU e ONWOSI, 2017). No entanto, uma
comparacdo quantitativa entre os processos de biodegradacao pode ser realizada por meio da
avaliacdo das constantes de velocidade, com base na determinacao do coeficiente de correlagédo
R? mais proximo de 1 analisado. Geralmente, os processos de degradacdo de hidrocarbonetos
seguem o modelo cinético de Langmuir-Hinshelwood, obedecendo a uma cinética de pseudo-
primeira ordem, na qual a relagdo entre In (C/Co) e tempo é aproximadamente linear. A cinética
de pseudo-primeira ordem apresenta uma transi¢ao entre um comportamento de primeira ordem
a um de ordem zero (PALACIO et al., 2009).

Para a determinacdo da constante cinética de pseudo-primeira ordem (k) foi utilizada a
Equacdo 10, simplificada (HAMAD et al., 2016). Assim, a constante de velocidade foi

calculada para todos os ensaios realizados com DCPIP.

In< = —kt (10)

Co
Onde:
C e Co - Concentragdes inicial e final do DCPIP, respectivamente (mg L™?);
k = Constante de velocidade de pseudo-primeira ordem (h?);

t = Tempo de tratamento (h).
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Além da constante cinética, foi possivel calcular o tempo de meia vida (t,) para cada
um dos processos, parametro que de acordo com Hamad et al. (2016) expressa 0 tempo
necessario para que a concentracdo da espécie considerada diminua a metade do seu valor
inicial. Considerando o processo como de pseudo-primeira ordem, tem-se, de acordo com a

Equacdo 11 que:

t1/2 = — (11)
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Verificacdo da adaptacdo bacteriana

A degradacdo microbiana de contaminantes é influenciada por muitos aspectos
ambientais de acordo com Yeom et al. (1997), tais como, concentracdo de poluentes,
concentracdo de biomassa viavel, existéncia de Inibidor, temperatura, pH, disponibilidade de
nutrientes, interacdo poluente, competicdo microbiana e adaptacdo microbiana. Quando mais
de dois substratos estdo envolvidos, a adaptacdo microbiana deve ser sempre considerada.

Assim, para estimular o crescimento dos micro-organismos, foram utilizados,
gasolina comercial sem etanol e éleo diesel como fonte de carbono em um meio de cultura
minimo. A exposi¢do prévia dos micro-organismos a hidrocarbonetos, mesmo que tenham sido
isolados de ambientes com hidrocarbonetos, é importante para acelerar a biodegradacéo por
meio da diminuicdo do tempo de adaptacdo e laténcia dos micro-organismos aos Compostos
(LEAHY e COLWELL, 1990).

A adaptacdo foi confirmada por meio do crescimento microbiano por turbidez,

conforme apresenta a Figura 26, indicando o potencial da linhagem P. aeruginosa em degradar
0s compostos derivados de petroleo. Posteriormente, indculos preparados dessas culturas

adaptadas foram utilizados para os ensaios de biodegradacao.

Figura 26 — Ensaio para aclimatagdo da P. putida CCMI 852, onde: a) gasolina e b) 6leo diesel

como fontes de carbono, ap6s 48 h de incubag&o.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Mariano et al. (2009) ao realizarem bioaumento para avaliar a taxa de biodegradacéo
do oleo diesel, observaram que em solos contaminados anteriormente com oOleo diesel, 0

bioaumento néo alterava a taxa de biodegradac¢do, uma vez que 0S micro-organismos presentes
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ja estavam adaptados ao meio, evidenciando entdo, a necessidade da preparacdo do indculo

base.

5.3.2 Otimizacao dos parametros para a biodegradacéo

A pesquisa das condicdes ideiais para regular o processo da biodegradacao é importante
para estabelecer um processo bem sucedido de biorremediacdo (BIDOIA et al., 2010). Assim,
a partir da metodologia de superficie de resposta, foram avaliados os efeitos da quantidade de
indculo, da temperatura e da agitacdo, em relacdo a atividade bacteriana pela enzima
desidrogenase utilizando diesel como fonte de carbono. Os valores da andlise estatistica dos
dados experimentais, estdo apresentados na Tabela 16.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar a significancia da equacéo
do modelo polinomial quadratico no nivel de Prob> F inferior a 0,05, indicando que as variaveis
independentes sdo estatisticamente significativas. Neste caso, A, B, C, AB, AC e B? sio o0s
termos significativos do modelo.

O valor de R? = 0,9790 obtido e o valor de F, mostram que a regressdo explica 97,30%
das variacGes dos resultados, inferindo que o modelo matematico obtido € preditivo, ou seja,
indica que o modelo proposto possui aproximagao ao valor real, validando estatisticamente o
modelo (p<0,05). Para que o modelo matematico seja considerado preditivo, na regressao, o
Fcalculado deve ser maior que 0 Frpelado. Dessa forma, foi possivel estimar a precisdo do modelo

de regressao, conforme apresenta a Figura 27.

Figura 27 - Gréfico dos valores preditos (teéricos) pelos observados, da atividade da enzima
desidrogenase utilizando o indicador redox 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC).
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Fonte: Elaborado pelo autor
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A Equacdo 12 apresenta 0 modelo codificado otimizado para a atividade da enzima
desidrogenase utilizando o indicador redox TTC, apds 48 h, o qual foi validado pela analise de
variancia apresentada na Tabela 16 e que permitiu a construcdo da superficie de resposta

conforme apresenta a Figura 28.

R =1,45+0,55A + 0,34B + 0,25C + 0,32AB + 0,26AC - 0,054BC — 0,041A2 — 0,64B2 - 0,20C?
(12)

Onde:

R = Atividade da enzima desidrogenase utilizando indicador redox TTC (TPF pug mL™);

A = In6culo (DOsoonm);

B = Temperatura (°C);

C = Agitacao (rpm).

Tabela 16 - Andlise de variancia do modelo ajustado para atividade enzimatica utilizando

metodologia de superficie de resposta.

Soma Graus de Média p-valor*
Fatores . ) . Fealculado
quadratica liberdade quadratica Prob> F**

Média 6,31 9 0,70 25,92 0,0011
A 2,41 1 2,41 89,05 0,0002
B 1,18 1 1,18 43,67 0,0012
C 0,67 1 0,67 24,66 0,0042
AB 0,42 1 0,42 15,54 0,0109
AC 0,27 1 0,27 10,16 0,0243
BC 0,000378 1 0,000378 0,14 0,7237
A? 0,025 1 0,025 0,94 0,3763
B2 1,30 1 1,30 48,25 0,0009
c? 0,093 1 0,093 3,42 0,1235
Residuo 0,14 5 0,027

Falta de ajuste 0,039 3 0,013 0,27 0,8457
Erro puro 0,096 2 0,048

Total 6,44 14

“fatores significativos a p < 0,05.
**Prob>F = Fraelado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela Figura 28 observa-se que, na faixa investigada, as trés variaveis independentes

apresentaram efeito significativo sobre a atividade enzimatica da P. putida CCMI 852, frente
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ao diesel. A varidvel resposta atingiu resultados mais expressivos na regido de ponto 6timo,
localizada em torno do ponto central (temperatura 32+2 °C), concentracao do indculo, DOgsoonm
= 1,0 e agitacdo de 180 rpm.

De acordo com Madigan et al. (2016), as condicdes 6timas de crescimento refletem a
condigdo na qual todos os componentes das células, ou a maioria deles, encontram-se atuando
em sua taxa maxima ou geralmente encontram-se mais proximos da taxa maxima do que da
taxa minima.

A agitacdo pode ser considerada um fator importante para a biodegradacdo por
promover a aeracd0 e 0 contato Oleo-4gua, ja que tanto o oxigénio, como a relativa
insolubilidade do 6leo na &gua, sdo fatores limitantes na biodegradacdo (TOLOSA et al., 2005).
Segundo Chen et al. (2007), a agitacdo afeta a eficiéncia de transferéncia de oxigénio e a
transferéncia de massa, sendo um parametro operacional importante para a atividade bacteriana.

Os resultados corroboram com os j& descritos na literatura. Este comportamento esta
coerente com os encontrados na literatura por Otenio et al. (2005) para biodegradacédo de
hidrocarbonetos utilizando Pseudomonas.

Apds as variaveis otimizadas para a biodegradacao, os pontos 6timos foram utilizados

para todos os testes de biodegradacdo apresentados.
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Figura 28 - Superficie de resposta sobre o efeito do indculo (A), temperatura (B) e agitacéo

(C) na atividade da enzima desidrogenase, utilizando o indicador redox TTC.
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5.3.3 Biodegradacéo utilizando indicador redox TTC

O método colorimétrico utilizando o indicador redox TTC possibilitou estimar
inicialmente, de forma simples, o potencial de biodegradacao de hidrocarbonetos por meio da
atividade da bactéria P. putida CCMI 852, pela leitura de absorbancia em 484 nm, em funcéo
do tempo.

A mudanca de coloracdo do meio de incolor para a cor lilds avermelhado do TPF, dos
sistemas contendo gasolina e diesel em relacdo aos controles e o branco, esta registrada na

Figura 29, assim como as concentracdes obtidas estdo apresentadas na Figura 30.

Figura 29 - Medida qualitativa da atividade da enzima desidrogenase pelo indicador redox TTC
em diferentes tempos de tratamento, onde: 1. Controle: Indculo; 2. Controle:
Inoculo+Biossurfactante; 3. Controle: gasolina; 4. Controle: dleo diesel; 5. Indculo+gasolina;

6. Indculo+diesel; 7. Indculo+gasolina+Biossurfactante; 8. Indculo+diesel+Biossurfactante.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os resultados expressos na Figura 30, foi possivel observar os diferentes
comportamentos da atividade microbiana nos ensaios realizados. Os ensaios controle foram
feitos para investigar uma possivel interacdo entre P. putida CCMI 852 e 0 meio, assim como
a atividade metabdlica do P. putida CCMI 852 sobre o biossurfactante.
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Figura 30 - Atividade da enzima desidrogenase pelo indicador redox 2,3,5-cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) em diferentes tempos de biodegradacéo e diferentes compostos. Onde:
In: In6culo; Bs: Biossurfactante; Gas: Gasolina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as maiores taxas encontram-se 0s ensaios de controle do biossurfactante,
evidenciando a aceitacdo imediata do metabolismo microbiano. Porém, houve uma
estabilizacdo em 144 h na atividade microbiana, o que pode ser devido ao término da fonte de
carbono disponivel. Somente apds o possivel término do biossurfactante disponivel no meio
contendo gasolina, que se observou, em 240 h, um aumento na degradagdo de 20,80% em
relacdo ao controle com biossurfactante, ndo apresentando diferenca significativa, quando
comparado com o meio contendo inéculo e gasolina.

Em contrapartida, 0 meio contendo dleo diesel e o in6culo apresentou uma atividade
enzimatica mais lenta em relacdo a gasolina, evidenciando a capacidade destes micro-
organismos em assimilar a gasolina em seu metabolismo mais facil e/ou mais rapidamente que
outros grupos.

Na investigacdo da biodegradabilidade do 6leo diesel e da gasolina pelos varios micro-
organismos do meio ambiente, Marchal et al. (2003) observaram consideravel degradacéo
intrinseca da gasolina (96%) e menor do 6leo diesel (60 a 73%), o que € esperado, uma vez que
0 6leo diesel é constituido por hidrocarbonetos mais pesados e recalcitrantes do que a gasolina.

Dessa forma, foi demonstrado pelo método colorimétrico utilizando TTC como
indicador de atividade bioldgica, que o metabolismo das bactérias sdo importantes ferramentas
na avaliacdo do potencial biodegradador de hidrocarbonetos, sendo um método simples,

relativamente rapido e de baixo custo, além de possuir uma elevada aptiddo para competir com
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outros transportadores de elétrons da cadeia respiratéria. O TTC torna-se aceptor artificial de
elétrons, substituindo o oxigénio, que é necessario para a metabolizacdo aerdbica dos
compostos (BRADDOCK e CATTERALL, 1999; RICHARD e VOGEL, 1999;
NWANKWEGUA e ONWOSI, 2017). Este indicador ainda atua como um relevante sinalizador
de enzimas intracelulares, como as desidrogenases, que tem a capacidade de catalisar reacGes
de oxirreducdo de compostos organicos e apresentam elevada afinidade por transportadores de
elétrons (OLGA et al., 2008).

Diversos autores vém utilizando este teste rapido para predizer micro-organismos
degradadores de hidrocarbonetos, dentre eles, Bento et al. (2005); Wyszkowska et al. (2006);
Kumar et al. (2013); Alrumman et al. (2015) e Nwankwegua e Onwosi (2017).

5.3.4 Crescimento bacteriano em diferentes concentracdes de hidrocarbonetos

Foram testados volumes variaveis de benzeno e tolueno, fornecidos na forma liquida
para determinar a concentracdo 6tima de BTE(0-)X para que maior crescimento da linhagem
P. putida CCMI 852 fosse visualizado,. Os dois hidrocarbonetos foram escolhidos como
parametros, pois € conhecido que o benzeno nédo é degradado por bactérias que contém a via
metabdlica TOL, ao contrario do tolueno. As intensidades de crescimento, determinadas por
densidade dtica a 600 nm, demonstram que um maior crescimento ocorreu na presenga de 100

mg L de tolueno, conforme apresenta a Figura 31.

Figura 31 — Efeito de diferentes concentracdes de tolueno no crescimento da linhagem P.
putida CCMI 852.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como descrito na literatura, a bactéria P. putida CCMI 852, portadora do plasmideo
TOL pWWoO0, ndo foi capaz de degradar benzeno como Unica fonte de carbono, fato observado
pela auséncia de turbidez e a baixa atividade metabolica e/ou auséncia de crescimento das
celulas.

Segundo Lee et al. (1994) e Martino et al. (2012), o benzeno pode ser metabolizado via
TOD unicamente. Otenio et al. (2005), ao realizar uma pesquisa para biodegradagéo de BTX
utilizando P. putida CCMI 852, mesma linhagem bacteriana desse trabalho, comprovou que o
benzeno nédo é metabolizado, devido a falta da via especifica para isso.

Os micro-organismos utilizados sdo ditos como concentracdo-dependentes, pois o efeito
sobre a morte bacteriana foi maior quando ocorreu aumento da concentracdo do hidrocarboneto
até 100 mg L. A concentracdo de 150 mg L de tolueno mostrou-se mais toxica, sendo
observado menor turbidez em relagdo a concentragdo de 100 mg L. Sabe-se que maior
quantidade de substrato leva a um maior crescimento bacteriano, porém, quantidades muito
elevadas de hidrocarbonetos, conferem a estes compostos maior toxicidade (PADHI e
GOKHALE, 2017). Os solventes sdo conhecidos por acumularem-se e promoverem o
rompimento da membrana celular, afetando a integridade estrutural e funcional da célula
(SIKKEMA et al., 1995; DORR, 2008).

As concentragfes de 12,5 e 25 mg L de tolueno foram insuficientes para o crescimento
dos micro-organismos. A baixa absorbancia verificada nas menores concentragcfes, pode ter
sido consequéncia de uma quantidade pequena de substrato (PADHI e GOKHALE, 2017).
Lapertot et al. (2007) descreveram que quantidades limitantes de substrato provocam danos as
células e levam a diminuigdo de crescimento.

Como os limites de solubilidade em &gua dos compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno
e o-xileno sdo respectivamente, 1750 mg L, 520 mg L%, 150 mg LY e 175 mg L, e todas as
concentracdes testadas estdo abaixo do limite de solubilidade, optou-se por utilizar os

hidrocarbonetos na concentragdo de 100 mg L™

5.3.5 Biodegradagéo utilizando indicador redox DCPIP

O método colorimétrico utilizando o indicador redox DCPIP possibilitou observar 0s
diferentes comportamentos de atividade microbiana pela leitura de absorbancia em 600 nm, em
funcdo do tempo. Dessa forma, a eficiéncia da degradacdo, em termos de atividade microbiana,

pelo estado oxidado do DCPIP (DCPIPox) esta representada na Figura 32.



Capitulo 2

83

Figura 32 — Porcentagem de descoloracdo do indicador DCPIPox em funcdo do tempo. Onde: a) amostras controle e indculos com gasolina; b)

In6culos com 6leo diesel; ¢) Indculos com BTE(0-)X em mistura; d) Indculos com TE(0-)X individuais. In.: Indculo de P. putida CCMI 852; Bs.:

Biossurfactante; Gas.: Gasolina.
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Os ensaios controle foram feitos para investigar a estabilidade do corante, uma possivel
interacdo entre P. putida e DCPIP, uma possivel interacdo entre o biossurfactante e o DCPIP e
a atividade metabdlica da P. putida sobre o biossurfactante.

Dentre as menores taxas de eficiéncia de degradacdo, conforme a Figura 32, encontram-
se 0s ensaios de controle, exceto o controle contendo indculo e biossurfactante (In+Bs), que
conforme visto anteriormente, é de facil assimilagcdo pelos micro-organismos. A extenséo da
degradacéo nao biolégica do DCPIP foi insignificante.

Pela colorimetria, no ensaio contendo gasolina com inoculo e biossurfactante, foi
observada uma rapida mudanca de cor do indicador DCPIP ap6s 48 h. A alta biodegradabilidade
da gasolina nos ensaios colorimétricos pode estar associada a baixa toxicidade da substancia
para P. putida. Outra possibilidade também é a ndo formacdo de metabolitos secundarios e
subprodutos potencialmente tdxicos em longo prazo nos ensaios colorimétricos.

Na literatura, sdo relatados varios estudos envolvendo biodegradacdo de
hidrocarbonetos, variando a concentracdo de 0,5 a 1,5% (PRATHYUSHA et al., 2016). Porém,
Shukor et al. (2009) relataram degradacdo de Oleo diesel por micro-organismos a 3,5% e
Kwapisz et al. (2008) a 6% de 6leo diesel. Nesse estudo, foi utilizada a concentracédo de 1,0%
(v/v) de 6leo diesel, porém a bactéria apresentou mais dificuldades na sua degradacdo, em
relacdo a gasolina, conforme descrito anteriormente.

A partir dos resultados, foi possivel calcular a constante de velocidade aparente (k) de
pseudo-primeira ordem. Na Tabela 17 sdo apresentados os valores de k obtidos para a atividade
microbiana utilizando o indicador DCPIP. Logo, foram construidos graficos de In (C/Co) em
funcgéo do tempo, sendo obtida uma linha reta onde o declive da regresséo linear foi considerado
igual a k.

O estudo da cinética de biodegradacdo de compostos organicos, possibilita estimar a
persisténcia dos contaminantes no ambiente e predizer a variacdo de suas concentracdes no
tempo, conforme apresenta a Tabela 17. As reagdes de biodegradagdo dos compostos organicos
dissolvidos ocorrem em velocidade especifica para cada composto. O modelo cinético de
pseudo-primeira ordem, assume que o coeficiente de biodegradacao do substrato é proporcional

a sua concentracdo. Um aumento na concentracao origina aumento na cinética de degradac&o.
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Tabela 17 — Porcentagem de descoloragdo (D%) em relacdo aos controles, constantes de

velocidade (k) e tempo de meia vida (T).

D (%) D (%) Constante Tempo de Coeficiente
Ensaio Tempo (Controle (Controle d.e meia vida e .
DCPIP) In+Bs) velocidade T () correlacéo
k (h) (R%)
In+Bs 180 h 26,76 - -0,0026 266,59 0,9168
Gasolina + In 108 h 26,79 - -0,0036 192,54 0,9653
Gasolina + In + Bs 48 h 39,79 13,02 -0,0170 40,77 0,9767
Diesel + In 180 h 17,19 - -0,0028 247,55 0,9534
Diesel + In + Bs 96 h 26,87 0,10 -0,0047 147,47 0,8359
BTE(0-)X + In 180 h 6,31 - -0,0017 396,08 0,9905
BTE(0-)X + In + Bs 180 h 45,77 18,97 -0,0055 125,57 0,9713
T+ 1In 180 h 8,74 - -0,0017 402,99 0,9551
T+In+Bs 180 h 54,28 27,51 -0,0067 102,23 0,9698
E+In 180 h 4,61 - -0,0014 474,75 0,9835
E+In+Bs 180 h 48,54 21,77 -0,0071 96,53 0,9741
X+1n 180 h 6,20 - -0,0015 450,09 0,9808
X+ 1In+Bs 180 h 46,99 20,22 -0,0072 95,60 0,9846

Onde: In.: Indculo de P. putida CCMI 852
Bs.: Biossurfactante produzido a partir de soro de ricota.
BTE(0-)X: (BTE(0-)X) mistura (25 mg L* de cada) e individualmente, na concentracdo de 100 mg L.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da Tabela 17 é possivel observar que os valores do coeficiente de relagio R?
para todos os tratamentos, se aproximam de 1. A Figura 33, apresenta o comportamento obtido
pela cinética, na qual se pode verificar que hd um comportamento de pseudo-primeira ordem,
pois a concentracdo do corante DCPIP decresce exponencialmente com o tempo, esperando-se
assim obter um grafico linear decrescente.

Para fins de comparacéo, as constantes de velocidades foram transformadas em tempo
de meia vida (t12), pardmetro que indica o tempo necessario para que a concentracdo do
substrato caia a metade do valor inicial (CHAPRA, 2008).

Na presenca dos biossurfactantes, os hidrocarbonetos aromaticos tolueno, etilbenzeno
e xileno (individualmente), mostraram um decaimento mais acentuado, quando comparados
com as curvas de cinética dos BTE(0-)X em conjunto, que demonstrou ser mais lentamente
biodegradados pela bactéria. Somente na presenca do inoculo, a constante de velocidade k

indicou que o t12 dos compostos BTE(0-)X testados em conjunto, foram de 396,08 h (16,5 dias)
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ao passo que a adicdo do biossurfactante, aumentou a velocidade de degradacéo para ti» de
125,57 h (5,2 dias).

Figura 33 - Curva de decaimento de pseudo-primeira ordem nas condicdes estabelecidas, ao
longo do tempo de degradacgdo. Onde: In.: Inéculo de P. putida CCMI 852; Bs.: Biossurfactante
produzido a partir de soro de ricota; BTEX: (BTE(0-)X) mistura (25 mg L™ de cada) e

individualmente, na concentracéo de 100 mg L.
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A Figura 34 por meio da cinética, ajuda a demonstrar o efeito positivo do biossurfactante
na biodegradacéo de todos os compostos, evidenciando que a gasolina, dentre todos, apresentou
a maior velocidade de biodegradagdo, e 0 ti2, indicando o tempo necessario para que a
concentracdo do substrato caia a metade do valor inicial, apresentou a seguinte ordem de

biodegradacgdo: gasolina, (0-)xileno, etilbenzeno, tolueno, BTE(0-)X e dleo diesel.

Figura 34 — Constantes de velocidade obtidas pela cinética de pseudo-primeira ordem para
biodegradacéo de diferentes hidrocarbonetos. Onde: In.: In6culo de P. putida CCMI 852; Bs.:
Biossurfactante produzido a partir de soro de ricota; Gas.: Gasolina; BTE(0-)X): mistura (25
mg L de cada) e individualmente, na concentragdo de 100 mg L.
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Em situacbes onde ha substratos e receptores de elétrons em quantidades suficientes e
micro-organismos para biodegradacdo, pode ndo haver a inducdo enzimatica devido a
dificuldade de acesso ao substrato pela biomassa. Dessa maneira, 0 uso de biossurfactantes nos
processos de biodegradacdo, aumenta a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos de petréleo,
devido a melhor interacdo o6leo-surfactante-micro-organismo, que facilita e estimula as
bactérias a degradarem o composto poluente (WHANG et al., 2008). A capacidade dos
biossurfactantes em emulsificar e dispersar hidrocarbonetos em agua, aumenta a degradacdo
destes compostos no ambiente, sendo utilizados para aumentar a solubilidade de contaminantes
hidrofébicos (NITSCHKE e PASTORE, 2002).

FracOes de petréleo podem ser obtidas pela destilacdo e refino. Em geral, existe uma

composi¢do média para todos os derivados, sendo estes formados por uma variedade de alcanos,
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cadeias insaturadas, aneis aromaticos e estruturas policiclicas. Foi atribuido que a variagdo na
susceptibilidade a biodegradacdo dos compostos relaciona-se com diferentes tamanhos das
cadeias carbonicas, e também aos componentes presentes nas substancias a serem
biodegradadas (PETERS et al., 2005).

As cadeias de C7 até C11 estdo presentes na gasolina, na qual hd uma alta concentracéo
de alcenos comparada a outros derivados do petréleo. Ensign (2001) descreveu que compostos
como propileno e eteno ativam enzimas especificas (mono-oxigenases) que sao carboxiladas e
passam para 0 metabolismo do micro-organismo, permitindo com que a gasolina seja mais
facilmente biodegradada.

Segundo Sasaki et al. (1998), pequenas moléculas de hidrocarbonetos sdo mais
facilmente biodegradadas e os compostos aromaticos sdo degradados em taxa mais lenta que
alcanos.

A sequéncia de biodegradacdo observada entre o 6leo diesel e a gasolina foi semelhante
a encontrada na colorimetria utilizando o indicador TTC, podendo ser utilizada como uma
confirmacdo dos resultados obtidos pela outra técnica. Souza et al. (2016) investigaram o
potencial de biodegradacdo da bactéria Serratia marcescens em mistura de diesel e biodiesel
também utilizando os indicadores TTC e DCPIP.

Para Kubota et al. (2008), no entanto, apesar do bom desempenho, a técnica com
DCPIP apresenta uma limitacdo em relacdo a taxa de crescimento e o tamanho da célula, que
influenciam a densidade 6tica medida em 600 nm. Essa limitagdo também foi observada nesse
estudo. Entretando, o método colorimétrico com o indicador redox DCPIP vem sendo
empregado em diversos trabalhos pela analise do tempo de descoloracdo do meio contendo
hidrocarbonetos, evidenciando o potencial de diversos micro-organismos para biodegradacao
desses compostos, entre eles os géneros Bacillus, Pseudomonas, Rhodococcus e Acinetobacter
(MARIANO et al., 2008; KUBOTA et al., 2008; LUZ et al., 2011; MONTAGNOLLI et al.,
2015; MONTAGNOLLI et al., 2017a).
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6 Capitulo 3

Acompanhamento da biodegradacdo por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas

6.1 Introducéo

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficiéncia da biodegradacdo é o o emprego
de medidas quantitativas para 0 monitoramento da taxa de consumo dos poluentes. A
caracterizacdo dos componentes individuais de uma classe especifica de hidrocarbonetos exige
0 uso de técnicas de analise como a cromatografia. A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (Gas Chromatography—Mass Spectrometry - GC/MS) é uma
ferramenta muito utilizada na identificacdo, elucidacdo estrutural e quantificacdo de
componentes em misturas organicas (HARRIS, 2012).

A cromatografia gasosa € um método fisico-quimico de separacdo, que se baseia pela
distribuicdo da amostra entre a fase estacionaria e a fase movel gasosa, sendo uma excelente
técnica quantitativa, com um bom poder de resolucdo e baixos limites de deteccdo,
apresentando resultados que variam de picogramas a miligramas. As substancias a serem
analisadas por essa técnica sdo gases ou substancias volatilizaveis, termicamente estaveis
(HELENO et al., 2010; COLLINS et al., 2011). A detec¢do dos compostos pode ser realizada
utilizando-se diversos tipos de detectores, que se dividem em detectores universais, sensiveis a
qualquer substancia, detectores seletivos, sensiveis apenas a alguma classe de substancias e
detectores especificos, sensiveis a um ou alguns elementos (HELENO et al., 2010; COLLINS
etal., 2011).


https://en.wikipedia.org/wiki/Gas_chromatography%E2%80%93mass_spectrometry
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Segundo Blackburn et al. (1993), a combinacdo de técnicas GC/MS na avaliacdo da
biodegradacdo, € o método mais eficaz para a quantificacdo de um residuo oleoso, pois,
combina a resolucdo do ponto de ebulicdo com informacgdes sobre o tipo de molécula dos
compostos.

O GC/MS consta de um cromatografo, usualmente com uma coluna capilar, uma
interface para ligacdo dos dois sistemas, uma camara de ionizag¢&o onde os ions séo formados,
uma camara mantida sob vacuo onde ocorre a separacdo destes e um sistema de detec¢do dos
ions, acoplado a um sistema de registro com um programa para a interpretacdo dos dados
obtidos (COLLINS et al., 2006).

A fonte de ionizacdo mais comum em espectrometria de massas € a ionizagdao por
elétrons (EI - electrons impact), a qual emprega um filamento aquecido para gerar elétrons com
energia suficiente para provocar ionizacdo nos analitos de interesse. Os ions formados sdo
direcionados para o analisador, cuja funcéo é separa-los de acordo com sua relacdo massa/carga
(m/z). Os analisadores de massas mais utilizados no presente sdo o quadrupolo e o ion trap
(LANGCAS, 2004).

Depois de separados, os ions sdo detectados e um sistema sofisticado processa 0s
dados obtidos, fornecendo informagdes qualitativas e quantitativas. As informacdes qualitativas
sdo obtidas por meio de interpretacdo dos espectros de massas. Esse espectro de massas é
caracteristico da substancia e pode ser comparado a espectros de massas de padrbes analisados
simultaneamente, ou provenientes de bibliotecas armazenadas no computador (COLLINS et
al., 2006). Quando os compostos presentes na amostra ja foram identificados e se deseja
proceder a quantificacdo de um ou mais desses compostos, a analise normalmente é feita no
modo de monitoramento de ions selecionados (SIM — selected ion monitoring), no qual apenas
alguns ions especificos de determinados compostos sdo monitorados, aumentando a deteccdo
do equipamento (HARRIS, 2012).

O preparo das amostras € uma etapa importante em analises cromatogréaficas,
principalmente na determinacdo de analitos em niveis tracos, em matrizes ambientais
complexas (REZAEE et al., 2010). O preparo de amostras, especialmente a extracao, sdo etapas
criticas da andlise de hidrocarbonetos aromaticos, devido a alta volatilidade desses compostos
(BONILLA et al., 2009). Um dos objetivos é promover a transferéncia dos analitos de interesse
da matriz para um meio adequado, de modo que se possa introduzi-los no instrumento analitico
sem causar danos ao mesmo. Algumas das caracteristicas desejaveis para uma técnica de

extracdo ideal é que ela seja de baixo custo, eficiente, simples e répida.
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Assim, para a escolha do modo mais adequado a extracdo, deve-se levar em conta o tipo
de amostra a ser trabalhada e os analitos que ela contém. O headspace é uma técnica excelente
e sensivel, utilizada para analisar compostos em baixas concentragdes. Nesta técnica, na qual o
analito é, necessariamente, mais volatil que a matriz, este volatiliza preferencialmente, podendo
ser determinado sem os interferentes dos outros componentes da amostra, por meio da anélise
do vapor desprendido do analito (GOBATO e LANCAS, 2001).

A extracdo por headspace oferece varias vantagens, entre elas, ser uma técnica pouco
onerosa, nao requerer instrumentacdo complicada, o uso de solvente organico ndo € necessario
e a sensibilidade para BTEX € drasticamente aumentada em relagcdo ao método de inje¢do direta
(GILBERT-LOPEZ et al., 2010). A amostra é normalmente colocada em um frasco selado e
mantido em aquecimento até os compostos alcancarem o equilibrio com a fase gasosa. A
concentracdo relativa de cada analito nas duas fases, gasosa e liquida, € determinada pelo
coeficiente de particdo, definido como a razdo da concentracdo de analito na fase liquida por
aquele na fase gasosa (BOSSE et al., 2017).

A microextracdo em fase solida (solid-phase microextraction, SPME) é outra opcéo,
relativamente simples, que tem sido bastante empregada para a extracdo e determinacdo de
hidrocarbonetos em amostras de agua (GONZALEZ et al., 2017).
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6.2 Material e métodos

6.2.1 Montagem dos ensaios

Para o desenvolvimento dos ensaios foram testados gasolina comercial sem etanol e
oOleo diesel S10 (1% v/v), BTE(0-)X (benzeno, tolueno e o-xileno 99%, etilbenzeno 99,80%,
todos Sigma-Aldrich) em mistura (BTE(0-)X, 25 mg L de cada e TE(0-)X, 33,3 mg L de
cada), e individualmente, na concentracdo de 100 mg L. As misturas dos compostos
monoaromaticos foram utilizadas para compreender a influéncia de um contaminante sobre 0s
demais presentes na biodegradacdo de uma mistura.

Assim, todos os ensaios foram conduzidos em frascos de vidro estéreis (do tipo
penicilina) de 100 mL, e a composi¢do foi conforme descrito na Tabela 18. O inoculo
pradonizado de P. putida CCMI 852 foi de DOsoonm=1,0 (conforme capitulo 2) e o
biossurfactante utilizado foi o produzido conforme capitulo 1, solugdo 300 mg L. Também
foram realizados ensaios controle preparados da mesma forma dos demais ensaios, porém sem
a adicdo do inoculo microbiano e biossurfactante, permitindo diferenciar perdas por
volatilizacdo, da degradacdo bacteriana. A esterilizacdo dos combustiveis, compostos
BTE(0-)X e biossurfactante, foram realizadas por filtros descartaveis de seringa (Millex FG
estéril, membrana PTFE 0,22 um, 25 mm).

Para os BTE(0-)X, por se tratar de compostos volateis, alguns cuidados foram tomados
no desenvolvimento do trabalho, como por exemplo, a estabilizacdo do potencial de
volatilizacdo da mistura no volume de ar presente no recipiente. Para a promocdo da
estabilizacdo, a concentracéo final levou em consideracao os calculos pela Lei de Henry. Estes
calculos mostram a necessidade de se acrescentar nas solucGes preparadas, quantidades
adicionais de cada um dos componentes da mistura (0,09 uL. de benzeno, 0,007 uL de tolueno,

0,000715 pL de etilbenzeno e 0,005 pL de xileno).
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Tabela 18 - Composicgéo dos ensaios de biodegradagéo utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC/MS).

e 22 2 4
Ensaios Composicéo = :g/ E g g
e € 8 3 &
= - 0O &
Controle Gas BH + Gasolina 50 - 75 - -
Controle Diesel BH + Diesel 50 75 -
Controle BTE(0-)X * BH + BTE(0-)X 50 - - -
Controle TEX** BH + TE(0-)X 50 - - - -
Controle T*** BH + Tolueno 50 - - - -
Controle E*** BH + Etilbenzeno 50 - - - -
Controle (0-)X*** BH + o-Xileno 50 - - - -
In.+ Gas BH + In + Gasolina 50 500 75 - -
In.+ Gas + Bs BH + In + Gasolina + Biossurfactante 50 500 75 - 200
In.+ Diesel BH + In + Diesel 50 500 75 -
In.+ Diesel + Bs BH + In + diesel + Bs 50 500 75 200
In. + BTE(0-)X BH + In + BTE(0-)X 50 500 - - -
In+ BTE(0-)X+Bs  BH +In+BTE(0-)X + Bs 50 500 - - 200
In. + TEX BH + In + TE(0-)X 50 500 - - -
In+ TEX + Bs BH + In + TE(0-)X + Bs 50 500 - - 200
In.+T BH + In + Tolueno 50 500 - - -
In+T+Bs BH + In + Tolueno + Bs 50 500 - - 200
In.+E BH + In + Etilbenzeno 50 500 - - -
In.+ E +Bs BH + In + Etilbenzeno + Bs 50 500 - - 200
In. + X BH + In + (0-)Xileno*** 50 500 - - -
In+ X+ Bs BH + In + (0-)Xileno + Bs*** 50 500 - - 200

*Mistura com BTE(0-)X: 25 mg L™ de cada composto;

**Mistura com TEX: 33,3 mg L™ de cada composto;

***Compostos individuais: 100 mg L;

BH: Meio mineral salino Bushnell-Haas;
In.: Indculo de P. putida CCMI 852

Bs.: Biossurfactante produzido a partir de soro de ricota.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds montagem dos testes, os frascos foram fechados hermeticamente com tampa de

silicone, faceado com fita teflon e lacre de aluminio, conforme a Figura 35, com o objetivo de

evitar a0 maximo a perda dos compostos por volatilizacdo. Os frascos foram mantidos a
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temperatura de 32 °C, sem agitacdo para minimizar perdas dos compostos por volatilizagdo. Os

ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 35 - Frascos de 100 mL utilizados nos experimentos de biodegradacdo de
hidrocarbonetos por P. putida CCMI 852.

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.2 Determinacdo por headspace estatico

As andlises foram realizadas no tempo inicial, 24 h, 48 h, 144 e 240 h de tratamento,
com excessdo do 6leo diesel que foi realizado leitura com 29 dias de tratamento. Os ensaios e
controles foram transferidos para um banho Maria (Nova Etica, modelo 316/3) a 60 °C e
mantidos por 15 min. Os compostos BTEX, bastante volateis, possuem pressdes de vapor
elevadas, e assim, rapidamente atinge-se um equilibrio dindmico entre as fases liquida e gasosa
(BALSEIRO-ROMERQO et al., 2016).

Em seguida, por meio de uma seringa gastight (Hamilton), 100 puL da fase vapor
(headspace) foi recolhido a meia altura entre a tampa do frasco e a superficie do liquido e
injetado no GC/MS, mantida por 10 min, para pré-concentracdo dos compostos presentes no
headspace. As amostras de gas ndo passaram por qualquer tipo de preparacdo e foram injetadas
por meio da seringa gastight da mesma maneira que foram retiradas do frasco, evitando assim

a abertura dos frascos ao longo do processo de biodegradacéo.

6.2.3 Analises cromatograficas

As concentracdes dos compostos antes e apos a degradacdo, foram determinadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa com o equipamento GC/MS
Shimadzu QP2010 ULTRA.

Para a determinacdo dos BTE(0-)X, inicialmente foi necessario a otimizacdo das
condicgdes experimentais cromatograficas para a separacéo, identificacdo e quantificacdo dos
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analitos. Nessa parte foram feitos experimentos afim de aumentar a eficiéncia de separacdo dos
compostos na coluna cromatografica e, principalmente, melhorar a resolucéo dos picos.

Dessa forma, foi utilizada uma coluna Rtx®-5MS (5% fenil, 95% dimetilpolissiloxano)
da Restek (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) e um liner com diametro interno de 0,75 mm, especial
para injecdo da amostra por headspace. As condi¢des cromatograficas de anélise dos compostos
BTE(0-)X, da gasolina e do éleo diesel sdo descritos conforme Tabela 19.

Para a deteccdo por espectrometria de massas utilizou-se um detector contendo uma
fonte de ionizacéo por elétrons (EI-70 eV) e um analisador de massas quadrupolo, operado no
modo varredura (SCAN) para identificagdio ¢ no modo “Total lon Current” (TIC) para
quantificacdo dos compostos. O detector foi mantido a 250 °C e a fonte de ions a 200 °C. O
programa LabSolutions GCMSsolution, da Shimadzu e a biblioteca de espectrometria de massa
disponivel no software NIST11 Mass Spectral Library EPA/NIH fornecida com o GC/MS,

foram utilizados para andlise das respostas do equipamento.

Tabela 19 — Condicdes utilizadas na cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,

para biodegradacédo de hidrocarbonetos.

Condic¢bes GC/MS para

Condigbes GC/MS para

Parémetros .
Gasolina e BTE(0-)X Oleo diesel

Modo de injecéo Split — razdo 1:10 Split —razdo 1:16
Temperatura do injetor 200°C 250°C
Volume injetado 100 pL 100 pL
Fase movel Hélio Hélio
Vazéo da fase mével 1 mL min? 3 mL min?
Programa de temperatura 34 °C (5 min) 34 °C (7 min)

Tempo de corrida

Temperatura do detector

10 °C/min — 80 °C (1 min)
25°C/min — 220 °C

7 °C/min — 280 °C (4 min)
25 min

250°C

8 °C/min — 200 °C (1 min)
10 °C/min — 250 °C (5 min)

38 min
250 °C

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2.4 Construcgdo de curvas analiticas para a quantificacdo dos BTE(0-)X

Para a quantificacdo dos BTE(0-)X nas amostras sob estudo, apéds todas as etapas
experimentais de otimizacdo estarem cumpridas, tais como condi¢des cromatogréaficas e de
extracao, foram preparadas curvas analiticas para cada composto, conforme apresenta a Figura
36.
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Cada padréo foi preparado em uma solugdo aquosa, conforme cada concentracao
requerida, em &gua Milli-Q (Millipore), sob as mesmas condi¢des experimentais utilizadas em
todos os ensaios desse projeto. A faixa de trabalho utilizada para a construcdo das curvas
analiticas foi: 0; 5; 10; 20; 40; 60; 80; e 100 mg L. Para cada ponto obteve-se a leitura da area
correspondente a concentracdo da amostra. Com os valores obtidos, elaborou-se um gréfico da
area versus a concentracdo do composto, obtendo-se a curva de calibragdo para cada um dos
compostos estudados. De posse da curva de calibracdo, a concentracdo do composto de cada

aliquota pode ser facilmente determinada.

Figura 36 - Curva de calibragdo em GC/MS para 0s compostos BTE(0-)X.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.3 Resultados e Discussao

O cromatograma de BTE(0-)X obtido com o método descrito, apresentou resolugédo

suficiente para quantificar o consumo de BTE(0-)X pela P. putida CCMI 852 (Figura 37).

Figura 37 - Cromatograma de BTE(0-)X, obtido por GC/MS. Os sinais de resposta indicam
diferentes substancias com base nos diferentes tempos de retencdo, sendo respectivamente,

benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Muitas pesquisas trabalham com a biodegradacdo de compostos BTEX de forma
individual, com diferentes linhagens de bactérias isoladas (SHINODA et al., 2004; LIOU et
al., 2008; MANCINI et al., 2008; RADNIECKI et al., 2008). No entanto, é importante verificar
a degradacdo simultanea desses compostos para avaliar o potencial dos micro-organismos, uma
vez que 0s compostos BTEX s&o encontrados misturados em locais contaminados (ZHANG et
al., 2013).

Assim, a Figura 38 apresenta a curva de degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos,
em misturas e individuais, enquanto que a Tabela 20 apresenta a eficiéncia (taxa) da degradagéo

e as constantes de velocidade.
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Figura 38 - Curvas de degradacéo do benzeno, tolueno, etilbenzeno e o-xileno, em misturas e

individuais. Onde: In.: In6culo de P. putida CCMI 852; Bs.: Biossurfactante produzido com

soro de ricota.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 20 — Eficiéncia de biodegradacdo por P. putida CCMI 852 dos compostos BTE(0-)X
em diferentes condicdes, em 48 h de tratamento.

Mistura BTE(0-)X Mistura TE(0-)X Compostos individuais
Composto (25 mg L cada) (33,3 mg L cada) (100 mg L)

ED (%) R® k(h)° | ED(%) RZ  k(h) | ED(®%) RZ  k(h)

In+B 0.0 - - - - - - - -

In+B + Bs¢ 0,0 - - - - - - - -

In+T 63,4 0,946  -0,017 85,7 0,992  -0,026 96,9 0,987 -0,034
In+ T+ Bs¢ 70,5 0,949  -0,019 78,2 0,957  -0,013 444 0,998 -0,015
In+E 69,4 0,970 -0,018 73,0 0,940 -0,014 18,8 0,975 -0,004
In+E + Bs¢ 61,4 0,968 -0,012 65,0 0,983 -0,015 25,9 0,979 -0,006
In + 0-X 73,5 0,956 -0,016 80,0 0,924 -0,020 68,3 0,939 -0,026

In + 0-X + Bst 78,0 0,944  -0,028 72,8 0,944  -0,014 58,0 0,995 -0,023

2Eficiéncia de degradacéo;

bCoeficiente de correlagio;

®Constante de velocidade k;

dBiossurfactante produzido conforme descrito no Capitulo 1.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme visualizado no Capitulo 2, pelo teste colorimétrico utilizando o indicador
DCPIP, 0 benzeno néo foi metabolizado pela P. putida CCMI 852 como fonte de carbono,
sendo confirmado pela analise em GC/MS. Os compostos TE(0-)X individualmente, em
concentracido de 100 mg L, foram degradados pela P. putida CCMI, sendo que o tolueno e
(o-)xileno apresentaram um padrdo semelhante, ainda que o tolueno tenha sido degradado mais
rapidamente, seguido do (o-)xileno e etilbenzeno. Embora a degradacdo individual do
etilbenzeno ndo tenha sido expressiva, a bactéria apresentou potencial de degradagdo, porém
com menor velocidade em relagdo ao tolueno e ao (0-)xileno, mas ndo apresentou inibicéo.

Quando os micro-organismos foram expostos a mistura dos quatro compostos
BTE(0-)X, a presenga do benzeno teve consistentemente um efeito negativo na degradagéo do
tolueno que apresentou taxa de degradacdo 33,5% menor do que quando degradado
individualmente. Contudo, a degradacdo do (o-)xileno praticamente ndo se alterou, enquanto
que a do etilbenzeno foi favorecida em presenca dos outros compostos, aumentando em 50,3%
a taxa de degradacdo. Otenio et al. (2005), ao estudar a biodegradacéo da P. putida CCMI 852
em mistura ternaria (BTX), verificou que a taxa de degradacéo caiu 50% em relacdo a mistura
binaria de TX.

Nas misturas ternarias, os compostos TE(0-)X apresentaram maior taxa de degradacao,
em relagdo a mistura BTE(0-)X, apresentando aumento de 14,2% para tolueno, seguido de 4,8%
e 2,5% para (0-)xileno e etilbenzeno, respectivamente.
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A presenca de diversos substratos para degradacdo, possuem um papel de grande
importancia permitindo com que ocorra a expressdo enzimatica, facilitando acesso microbiano
ao substrato (atuando como substrato primario e estimulando o crescimento). Esse processo
pode aumentar o cometabolismo de outro composto (DOMINGUEZ-CUEVAS e MARQUES,
2017). Qualquer composto sofrerd biodegradacdo somente se houver uma enzima ou um
sistema enzimaético capaz de catalisa-lo (DIEZ, 2010).

O uso simultaneo de diferentes substratos pode ser considerado uma estratégia de
sobrevivéncia em gue 0s micro-organismos metabolizam dezenas de compostos organicos ao
mesmo tempo equipando a célula com uma vantagem cinética e flexibilidade metabolica, além
de permitir um rapido crescimento em minimas concentragdes de cada alimento. Essa estratégia
de sobrevivéncia, para Semple et al. (2007), pode indicar uma maneira dos micro-organismos
lidarem com a baixa disponibilidade de substratos.

A Figura 39, apresenta o cromatograma da biodegracdo dos compostos BTE(0-)X em
48 h de tratamento, com a presenca de indculo e com indculo e biossurfactante.

Para verificar os possiveis efeitos do biossurfactante produzido com soro de ricota aos
hidrocarbonetos, conforme o capitulo 1, foi realizado uma andlise estatistica pelo ANOVA e,
comparando a degradacdo somente com inéculo e com a presenca de biossurfactante, foi
canstatado que a degradacdo ndo foi estatisticamente significativa. Conforme discutido nos
capitulos anteriores, a presenca do biossurfactante se tornou uma fonte de carbono mais
facilmente disponivel ao micro-organismo, fazendo com que retardasse o0 processo de
degradacdo dos compostos BTE(0-)X, como pode ser visto claramente no tratamento com o0s
compostos individuais.

De acordo com Schaefer et al. (2010) e El-Naas et al. (2014), além das interacdes do
substrato, a degradacdo também pode ser inibida pela presenca de compostos estruturalmente
diferentes. Quando um substrato contém etanol, a sua presenca inibe a producédo das enzimas
que sdo necessarias para iniciar a degradacdo do BTEX. O etanol pode ser degradado usando
enzimas constitutivas e a exposicao a longo prazo reduz a necessidade das bactérias em produzir
as enzimas necessarias para a degradacdo de BTEX. O mesmo efeito possivelmente ocorreu

nesse estudo, na presenca do biossurfactante.
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Figura 39 — Cromatograma de mistura de compostos BTE(0-)X, extraidas por headspace para
anélise em GC/MS, em 48 h de biodegradacdo utilizando P. putida CCMI 852. Onde: In.:
Inoculo de P. putida CCMI 852; Bs.: Biossurfactante produzido com soro de ricota. 1. Benzeno;

2. Tolueno; 3. Etilbenzeno; 4. (0-)Xileno.

100 1 Controle
2 3 4 48h
80
60
40
20 -
04 L L b Ju -
100 A
1 In + BTE(0)X
48 h
80 - 2
{5}
kS 60 -
S
3
[
= 40 1 4
20 -
0 ) T T T T T T T T T T T T 1
100 1 1 In + BTE(0-)X + Bs
2 48 h
80 - 3
60 -
40
20 -
0 ] T T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para que o processo de degradacdo dos BTEX se inicie, é necessario que haja uma

inducdo de enzimas degradadoras apropriadas, as dioxigenases € monooxigenases, envolvendo
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entdo, a ativacdo de regides especificas do genoma bacteriano, que codificam a sintese dessas
enzimas (ZHANG et al., 2013; EL-NAAS et al., 2014).

As duas principais vias metabdlicas aerdbias de degradacdo que levam a mineralizacéo
dos compostos BTEX séo fornecidas por dois sistemas enzimaticos: via TOD, pelas enzimas
dioxigenases e via TOL pelas enzimas monooxigenases. A via TOD ataca o anel aromatico e a
via TOL aos substituintes metil dos compostos, adicionando &tomo de oxigénio (EL-NAAS et
al., 2014).

O plasmideo TOL pWWO ¢ naturalmente encontrado e auto-transmitido nessa
linhagem P. putida CCMI 852 estudada, conferindo a célula somente a capacidade de codificar
a via de degradagdo para tolueno, etilbenzeno e xileno, via TOL (OTENIO et al., 2005;
D’ALVISE et al., 2010; DOMINGUEZ-CUEVAS e MARQUES, 2017).

Para o benzeno ser degradado, é necessario a via TOD de degradacdo. Segundo Martino
et al. (2012), o benzeno pode ser metabolizado via TOD unicamente, enquanto que o tolueno,
etilbenzeno e xilenos podem estar sujeitos a oxidacdo por ambas as vias. Esses fatos
comprovam a via de degradacdo em presenca do plasmideo TOL por essa linhagem de
Pseudomonas. Esta via, envolve a oxida¢do do grupo metila para formar o acido benzoico. Este
é subsequentemente, transformado em cis-benzoato dihidrodiol que é desidrogenado formando
o catecol e em seguida, clivado na via de meta-clivagem.

Zhang et al. (2013), ao estudarem a biodegradacdo dos compostos BTE(0-)X em
misturas e individualmente por meio da bactéria Mycobacterium cosmeticum byf-4, observaram
gue a mesma foi capaz de metabolizar todos os compostos e comprovaram a presenca do
plasmideo TOD, que permite a sintese de todas as enzimas necessarias para a degradacao desses
compostos.

Ao analisar os dados da biodegradacdo do 6leo diesel, verificou-se degradacdo em 10
dias, porém muito mais lenta para esse derivado de petroleo (fator anteriormente observado no
capitulo 2) em relacdo a gasolina. Dessa forma, a gasolina foi acompanhada por 48 h, enquanto
0 Oleo diesel foi acompanhado ao longo de 29 dias. As Figuras 40 e 41 apresentam 0
comportamento da degradacdo da gasolina e do 6leo diesel, respectivamente.

A P. putida CCMI 852 é caracterizada por conseguir degradar efetivamente compostos
aromaticos pelo plasmideo TOL, porém, na presenca de muitos outros compostos, a degradacéo
ocorre com velocidade menor. Pode-se inferir que devido a presenca de muitos compostos tanto
na gasolina, quanto no 6leo diesel, a metabolizacdo dos compostos aromaticos se tornou mais
lenta, podendo ser tanto pela ativacdo mais lenta das enzimas pelo plasmideo TOL, tanto pela

toxicidade dos compostos ndo degradados.
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Figura 40 - Cromatograma da gasolina, extraida por headspace para analise em GC/MS apds

48 h de biodegradacdo. Onde: In.: Indculo; Bs.: Biossurfactante produzido com soro de ricota.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 41 - Cromatograma do 6leo diesel, extraido por headspace para analise em GC/MS ap06s

29 dias de biodegradacdo. Onde: In.: Indculo; Bs.: Biossurfactante produzido com soro de

ric

Intensidade relativa

Intensidade relativa

ota.
100 100
Controle Controle
80 Tempo 0 801 29 dias
60 60 -
40 A 40
20 20
04 04
T T T T T T T T T T T T T T T
100 100
In + Diesel In+ VDieseI +Bs
80 29 dias 80-  29dias
60 60
40 40
20 20 1
0 \ 04
T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min) UCM Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O comportamento da degradacdo do 6leo diesel foi lentamente alterado ao longo de 29
dias, apresentando diferenca em relagdo ao ensaio controle. Foi possivel identificar uma
elevacdo na linha-base dos cromatogramas, caracterizando a biodegradacéo sofrida. A gasolina
se mostrou com 0 mesmo comportamento, porém com uma inclinacdo pouco acentuada,
apresentando degradacdo dos compostos aromaticos TE(0-)X em 10 dias.

De acordo com Farrington e Quinn (2015), a perda de alcanos lineares acoplada a um
aumento na complexidade da fracdo hidrocarbonetos alifaticos, leva ao aparecimento continuo
da chamada mistura complexa nao resolvida ou UCM (Unresolved Complex Mixture), que
corresponde a uma fragdo mais pesada do 6leo constituida por hidrocarbonetos ramificados e
ciclicos, que nem sempre sdo resolvidos em coluna capilar.

Frysinger et al. (2003) e Booth et al. (2007), descrevem a UCM como uma mistura de
compostos organicos que ndo pode ser caracterizada por cromatografia gasosa, sendo
considerada a fracdo mais biodegradada ou intemperizada dos hidrocarbonetos presentes no
meio ambiente.

Esse comportamento caracteristico de compostos derivados de petrdleo, sdo tidos como
possiveis “impressoes digitais” por Jeon et al. (2017). Os autores afirmam que a UCM se refere
as fragcdes dos hidrocarbonetos ndo separadas pelo cromatografo, consistindo em cerca de
250.000 compostos, incluindo alcanos, alcanos ramificados, cicloalcanos, monoaromaticos,
entre outros, sendo encontrados relatos na literatura observando que mesmo ap6s longo prazo,
a UCM aparece em analises de cromatografia.

Estudos anteriores sugeriram que a presenca da UCM evidencia contaminacdo por
petréleo em solos (ASIA et al., 2009; ROUIDI et al., 2013). Além disso, Jeon et al. (2017)
relataram que os diferentes tempos de retencdo podem variar de acordo com o tipo de composto,
como gasolina, querosene, 6leo diesel, 6leo combustivel pesado e 6leo lubrificante. Assim, a
presenca da UCM é um importante parametro na identificacdo da origem da contaminacéo de
um local (CARREIRA et al., 2009).

Embora a UCM de hidrocarbonetos de petrdleo seja comumente encontrada durante a
andlise cromatografica, pouca atencdo tem sido dada a sua toxicologia. Estudos recentes
mostraram que componentes de UCM em sedimentos podem ser acumulados em organismos
bentbnicos, causando efeitos sub-letais para os organismos. Além de seu proprio potencial de
bioacumulacéo e toxicidade, a UCM tambem pode alterar a biodisponibilidade e toxicidade de
outros contaminantes em sedimentos (PETERSEN et al., 2017).

A partir desses resultados, verifica-se que 0s ensaios descritos no capitulo 2 utilizando

o indicador redox DCPIP indicaram o potencial da biodegradacéo de diferentes hidrocarbonetos
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aromaticos pela P. putida CCMI 852, que foi confirmado pelas analises em GC/MS. Esses
resultados indicam que a colorimetria com DCPIP pode avaliar a atividade dos micro-
organismos frente a degradacdo dos hidrocarbonetos de forma simples e sensivel, porém
apresenta a limitacdo com o crescimento dos micro-organismos influenciando na densidade
Otica. Kubota et al. (2008) também estudaram o potencial de diversas estirpes bacterianas
(qualitativamente) em degradar hidrocarbonetos por meio da colorimetria com o indicador
DCPIP e compararam com os resultados observados em cromatografia gasosa. Assim como
nesse estudo, os autores observaram um alto potencial no indicador DCPIP em avaliar a

atividade bacteriana.
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7 Capitulo 4

Toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade de gasolina e éleo diesel,

antes e apo6s biodegradacao por Pseudomonas putida CCMI 852

7.1 Introducéo

7.1.1 Ensaio de toxicidade utilizando sementes de alface (Lactuca sativa)

A eficéacia da biodegradacdo é frequentemente avaliada em termos da diminuicdo da
concentracdo de contaminantes, mas nem sempre € possivel alcancar a mineralizacdo total de
compostos ou ainda a mineralizacdo pode ocorrer em tempos muito longos, fazendo com que
compostos intermediarios toxicos gerados durante o processo de degradacdo fiquem
disponiveis por longos periodos, podendo acarretar uma maior toxicidade, mesmo que esses
metabolitos estejam em concentracGes mais baixas (TAMADA et al., 2012; OBEROI e PHILIP,
2017).

Os organismos vivos utilizados nos testes de toxicidade funcionam como “biosensores”,
gue respondem a presenca de contaminantes, representando uma ferramenta que se fundamenta
no principio dessas respostas, frente & dose do toxico a que foram submetidos (ESPINOLA et
al., 2003). A aplicacao dos testes de toxicidade na andlise ambiental é bastante abrangente e sua
importancia aumenta na propor¢do que cresce a complexidade das transformacdes quimicas no
meio ambiente (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008).

Tendo em vista que durante o periodo de germinagdo, nos primeiros dias de
desenvolvimento da plantula ocorrem numerosos processos fisioldgicos, a presenca de uma

substancia toxica nesse periodo, pode interferir na sobrevivéncia e no crescimento da planta,
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sendo uma etapa de grande sensibilidade frente a fatores externos adversos (SOBRERO e
RONCO, 2008).

Diferentemente da prova tradicional de germinacdo de sementes, a avaliacéo do efeito
no crescimento da raiz e radicula das plantulas permite ponderar sobre o efeito toxico de
compostos solUveis presentes em niveis de concentragdo t&o baixos que nao sdo suficientes para
inibir a germinagdo, mas que, no entanto, podem retardar ou inibir completamente os processos
de crescimento da raiz ou da radicula, dependendo do modo e sitio de acdo do composto
(SOBRERO e RONCO, 2008).

Testes ecotoxicologicos tém sido utilizados com sucesso como uma ferramenta
complementar para monitorar a eficiéncia na biorremediacdo (WANG et al., 1987), podendo
elucidar os efeitos da biodegradacéo e avaliar o risco associado a contaminacgéo. De tal modo,
0 monitoramento detalhado e uma avaliagéo final, acerca da eficiéncia do processo, sao cruciais
para adequacdo da biorremediacdo, com o intuito de estabelecer os padrOes de seguranca
ambiental (MONTAGNOLLI e BIDOIA, 2012; LOPES, 2014; MONTAGNOLLI et al.,
2017a).

7.1.2 Bioensaios com sementes de cebola (Allium cepa)

Os hidrocarbonetos do petrdleo além de serem compostos envolvidos em contaminagdo
ambiental, sdo agentes toxicos, que podem apresentar riscos a salude humana, pois alguns
metabolitos desses sdo reconhecidamente mutagénicos e cancerigenos (BANKS e SCHULTZ,
2005). Os produtos biodegradados podem ser mais toxicos e mutagénicos que o hidrocarboneto
original e, portanto, existe a preocupacgéo de que ocorra um aumento, ao longo do tempo, na
toxicidade e mutagenicidade decorrente do processo de biodegradacdo (PIROLLO, 2006).

O uso de atividades bioldgicas como bioindicadores da remocao de poluentes organicos
pode ser um complemento as ferramentas tradicionais existentes por possibilitar, pelas
respostas bioldgicas apresentadas, melhores avaliacbes da eficiéncia dos processos
tecnoldgicos aplicados na melhoria das condi¢cBes ambientais (MAILA e CLOETE, 2005).
Testes citogenéticos sdo bastante adequados para a identificacdo de efeitos perigosos de
substancias, em diferentes concentracdes e em diversos tempos de exposicdo (MORAES,
2000).

A espécie Allium cepa tem sido, frequentemente, utilizada na avaliagcdo dos efeitos
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de varias substancias (Y1 e MENG, 2003; LEME e
MARIN-MORALES, 2009; HAQ et al., 2017), devido as caracteristicas que possui na sua

cinética de proliferacao, pelo crescimento rapido de suas raizes, pelo grande nimero de células
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em diviséo, pela sua alta tolerancia a diferentes condi¢6es de cultivo, disponibilidade durante o
ano todo, pelo seu facil manuseio e por possuir cromossomos em nimero reduzido (2n = 16) e
de grande tamanho, além de serem facilmente corados e observados (MATSUMOTO e
MARIN-MORALES, 2004; CARITA e MARIN-MORALES, 2008; LEME e MARIN-
MORALES, 2009; MAZZEO et al., 2011).

As células meristematicas de A. cepa podem quantificar uma série de parametros
morfologicos e citogenéticos, incluindo a morfologia e o crescimento da raiz, a determinacéo
do indice mitético (IM), bem como a inducdo de micronucleos (MN) e de anormalidades nas
diversas fases do ciclo celular, como as aberra¢des cromossémicas (AC) do tipo C-metéfases,
aderéncias cromossdmicas, presenca de pontes, fragmentagdes cromossémicas, dentre outras.
Estas alteracdes podem evidenciar ou até servirem como indicadores de eventuais mutacdes no
conteddo genético dos organismos expostos a agentes genotoxicos (EVSEEVA et al., 2003;
EGITO et al., 2007; MAZZEO et al., 2011, HAQ et al., 2017).

As AC tém sido reconhecidas como importantes indicadores da exposicdo de
organismos a agentes genotoxicos (HAQ et al., 2017), sendo decorrentes de alteracdes na
estrutura normal dos cromossomos, originadas a partir de quebras cromossdmicas, trocas de
material cromossémico ou distdrbios na diviséo celular, ou ainda de alteragdes no numero total
de cromossomos (VENTURA-CAMARGO et al., 2016). O teste de AC € uma das metodologias
mais antigas utilizadas no monitoramento ambiental, como biomarcadora de efeitos
genotoxicos induzidos por quimicos ambientais (HAGMAR et al., 2004).

Agentes quimicos e fisicos podem induzir AC por meio de diferentes mecanismos,
envolvendo tanto acdes clastogénicas, como aneugénicas. A acao clastogénica é caracterizada
pela indugdo de quebras cromossémicas durante a divisdo celular (FENECH, 2000),
ocasionando alteracBes cromossdmicas estruturais (ALBERTINI et al.,, 2000). A acdo
aneugénica é decorrente da inativacdo de estruturas citoplasmaticas da célula (como, por
exemplo, o fuso mitético) (FENECH, 2000), que leva a uma segregacdo anormal dos
cromossomos, tendo como consequéncia desta anormalidade a formac&o de células aneuploides
e ou polipléides (ALBERTINI et al., 2000).

Os testes de AC tém apresentado posicdo de destaque entre a bateria de testes
recomendados por lei, para a avaliacdo de agentes genotdxicos. As vantagens destes testes
incluem a possibilidade de identificacdo dos diferentes tipos de AC, de deteccdo de alteragdes
no indice mitético e de avaliagdo do modo de ac¢do dos quimicos testados (MATEUCA et al.,
2006). Além disso, é considerado um teste simples, facil, rapido, confiavel e de baixo custo
(MAZZEO et al., 2011; HAQ et al., 2017).
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Estes testes sdo usualmente utilizados para monitoramento dos potenciais efeitos
sinergisticos de misturas de poluentes, incluindo metais pesados e quimicos hidrofilicos e
lipofilicos (CARITA e MARIN-MORALES, 2008).

Muitos estudos tém considerado o teste A. cepa, em degradacgdes de hidrocarbonetos
como uma técnica muito eficaz para determinar a toxicidade, citotoxidade e genotoxicidade
desses compostos (EGITO et al., 2007; CARITA e MARIN-MORALES, 2008; LEME e
MARIN-MORALES, 2008; MAZZEO et al., 2011; HAQ et al., 2017; HARA e MARIN-
MORALES, 2017). O teste faz uso do indice mitético como indicador do nivel de proliferacéo
celular (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Em vista da problematica da contaminacdo ambiental por compostos derivados do
petrdleo, o objetivo desse capitulo foi verificar a toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade de
compostos formados apos a biodegradacédo da gasolina e do 6leo diesel por P. putida CCMI
852.
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7.2 Material e métodos

7.2.1 Ensaios de toxicidade ap6s biodegradacéo por P. putida CCMI 852

Para as avaliacdes de toxicidade foram utilizadas sementes de alface (L. sativa),
seguindo metodologias padronizadas e propostas por Morales et al. (2004), Dutka (1989) e
Wang (1987). Foram feitos ensaios de toxicidade aguda para determinar intensidade de efeitos
adversos observados e estabelecer uma comparacéo da toxicidade de uma substancia com outras
substancias de toxicidade conhecida.

As sementes utilizadas no teste foram da marca ISLA PAK, sem defensivos agricolas,
variedade Alface brava, lote 36000-S2, obtidas comercialmente em loja de produtos
agropecuérios de Rio Claro, SP, com identificacdo do fabricante de 89% de potencial de
germinacao.

Os bioensaios de toxicidade foram realizados antes e ap6s 10 dias de biodegradacdo das
amostras contendo gasolina e dleo diesel (conforme descrito no Capitulo 2 e 3). Foi testada
também a toxicidade das substancias biodegradadas com biossurfactante e sem biossurfactante.

Um disco de papel de filtro (Qualy, 90 mm de didmetro) foi colocado em placa de Petri
(100 mm de diametro), previamente marcada com a amostra correspondente. O papel foi
posteriormente saturado com 4 mL da respectiva amostra tratada (uma placa para cada amostra)
evitando a formacéo de bolsas de ar. Com a ajuda de uma pinca, 20 sementes de L. sativa foram
cuidadosamente acondicionadas sobre o papel, com espaco suficiente entre elas para permitir o

crescimento das raizes, como demonstrado na Figura 42.

Figura 42 - Disposicdo das sementes de alface (L. sativa) utilizadas como organismos-teste nos

bioensaios de toxicidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como controle positivo (CP) foram adicionados 4 mL de solucdo de sulfato de zinco
ZnSO4 (Synth PA) 0,05 M, para testar a sensibilidade das sementes utilizadas e ao controle
negativo (CN) foi adicionada 4 mL de agua destilada. As placas foram tampadas e envoltas
com filme PVC, a fim de ndo perder umidade, e na sequéncia incubadas em camara climatica
(incubadora BOD Solab SL224) durante 5 dias (120 h) em temperatura de 22 + 2 °C, em
auséncia total de luz. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Na analise do desenvolvimento da plantula, o método consistiu inicialmente no
congelamento das plantulas, ap6s 120 h de incubacdo. Este procedimento, além de interromper
o crescimento das plantulas de modo uniforme, facilita as medigGes pela diminuigdo da rigidez
dos tecidos vegetais, evitando possiveis quebras das plantulas durante a realizacdo das medicdes
(MORALES, 2004).

Os resultados foram determinados de acordo com a germinacdo das sementes, relativa
ao CN (%G), pelo desenvolvimento relativo da raiz em relacdo ao CN (%R - alongamento da
raiz, > 0,1 mm) e pelo indice de germinacédo (IG - Germination Index), dados pelas Equagdes
13 a 15 (LABOURIAU e AGUDO, 1987):

%G = (22) x 100 (13)
MR

%R = (M—R‘:) x 100 (14)

16 = Gx(%R) (15)

100
Onde:

SGa = numero total de sementes germinadas na amostra analisada;
SGc = nimero total de sementes germinadas no CN;
MRa = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas na amostra analisada;

MRc = média do alongamento da raiz nas sementes germinadas no CN.

7.2.2 Bioensaios com células meristematicas de Allium cepa

O bioensaio de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foi realizado com
amostras de gasolina e 6leo diesel, antes e apos 10 dias de biodegradacéo (conforme os capitulos
anteriores), utilizando sementes de A. cepa da variedade cebola Baia Periforme, da marca
TopSeed Garden - Blue Line, germinacgéo: 90%, lote 32443-S2.

Um disco de papel de filtro foi colocado em placa de Petri e marcada com a amostra
correspondente. O papel foi posteriormente umedecido com 5 mL da respectiva amostra,
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evitando a formacdo de bolsas de ar. Com a ajuda de uma pinga, 100 sementes de A. cepa foram
cuidadosamente acondicionadas sobre o papel.

Os controles foram realizados com agua Mili-Q, para o controle negativo, e solucao
aquosa de metilmetano sulfonato (MMS, Sigma-Aldrich — 10 mg L), para o controle positivo.
As placas foram tampadas e envoltas com filme PVC, a fim de ndo perder umidade e, na
sequéncia, incubadas em camara climatica (incubadora BOD) durante 5 dias (120 h) em
temperatura de 24 + 1 °C, em auséncia total de luz. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Ap0s a germinacdo, as raizes foram coletadas entre 12:00 e 13:00 h, pois neste periodo
a divisdo mitdtica, para essa espécie, apresenta os seus melhores indices, e foram fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol absoluto: acido acético glacial, v/v) por 5 h em temperatura ambiente, sendo,
apos este periodo, transferidas para um novo Carnoy, onde foram conservadas, sob refrigeracéo,
até o momento da confec¢do das laminas. A metodologia foi realizada de acordo com o
protocolo estabelecido por Grant (1982), com modificacfes de Hara e Marin-Morales (2017).

Para a confeccdo das laminas, as raizes fixadas passaram por trés banhos em &gua
destilada. Posteriormente, foram submetidas a hidrélise acida em HC1 1 N a 60 °C por 10
minutos e, novamente, lavadas em agua destilada (3 banhos). Ap0s essa etapa, as raizes foram
transferidas para frascos escuros contendo reativo de Schiff por, aproximadamente, 2 horas.
Realizada a reacdo, as raizes passaram por banhos em agua destilada, até a total retirada do
excesso de corante.

Para o preparo das ldaminas, a regido meristematica da raiz foi coberta com laminula e
suavemente esmagada em uma gota de carmim acético (2%). As laminulas foram extraidas em
nitrogénio liquido e as laminas montadas, permanentemente, com Entelan (resina sintética) para
posterior anélise microscopica.

Um outro ensaio foi realizado nas mesmas condi¢6es com o meio de cultura e a bactéria,
porém sem adicdo da gasolina ou do 6leo diesel, para servir como controle da biodegradacéo
(branco). Este teste foi desenvolvido para uma certificacdo de que os possiveis efeitos
observados nos ensaios fossem decorrentes das concentragdes testadas e ndo da solucdo
nutritiva utilizada.

Dessa forma, foram confeccionadas 12 1aminas, das quais foram analisadas 500 células
por lamina, totalizando uma contagem de 6.000 células por tratamento.

Os efeitos citotoxicos foram avaliados pelas alteracfes observadas nos indices mitoticos
de todas as amostras, em relacdo aos testes controles. O indice mitético foi obtido pela relagéo

entre as células em divisdo celular e o total de células observadas.
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Para efeitos genotdxicos e mutagénicos, as anormalidades celulares observadas nas
células meristeméticas foram divididas em dois grupos, conforme Caritd e Marin Morales
(2008): a) anormalidades cromossémicas (alteracbes genotdxicas), envolvendo alteracdes em
diferentes fases do ciclo celular (profase, metafase, anafase, tel6fase), como por ex. perdas,
aderéncias cromossdmicas, pontes, atrasos, broto nuclear, células multipolares e b)
anormalidades (alteragdes mutagénicas), como quebras cromossdmicas e células com presenca
de micronucleos.

Todos os resultados obtidos foram comparados com o controle negativo, por meio do
teste estatistico paramétrico (ANOVA) para IM e ndo paramétrico (KruskalWallis) para AC e

MN, com nivel de significancia de 0,05.
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7.3 Resultados e discussao

7.3.1 Bioensaios de toxicidade com sementes de alface (L. sativa)

Ap0s 120 h de incubacao no escuro, foi observado que ndo houve germinagdo no ensaio
CP para ambos os tempos. Este bioensaio avalia dois parametros simultaneamente, a taxa de
germinacdo das sementes (%G) em relagdo ao controle e o indice de germinacdo (IG), que
relaciona o nimero total de sementes germinadas, em relacdo ao controle e o crescimento
mediano da raiz. Para o indice de germinacao a interpretacao se relaciona em quanto maior a
porcentagem, mais proximo se esta do controle negativo, ou seja, menor sera sua toxicidade.

Os dois parametros devem ser considerados separadamente, porém serdo ilustrados em
conjunto para melhor comparagdo. Os resultados dos bioensaios de fitotoxicidade estdo
expressos nas Figuras 43.

Verifica-se na Figura 43a que a gasolina apresentou valores de taxas de germinacao
préximos de 100%. Entretanto, o indice de germinacdo para a gasolina e o 6leo diesel foram
baixos. Sugere-se entdo, que a gasolina apresentou toxicidade média em relacdo a estes ensaios,
guando comparado ao controle negativo do ensaio, enquanto que o diesel foi considerado toxico
para semente de alface.

A Figuras 43b expressa os resultados gerados dos bioensaios de fitotoxicidade
utilizando sementes de L. sativa, em ensaios de biodegradacdo de gasolina e 6leo diesel.
Conforme verificado no capitulo 3, a biodegradacéo desses derivados de petréleo foi mais lenta
em relacdo aos compostos BTE(0-)X, que foram degradados com valores proximos a 100%.
Optou-se entdo, seguir com os testes de toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade para o0s
ensaios contendo gasolina e 6leo diesel, em presenca e auséncia de biossurfactante.

Assim, pelo indice de germinacgdo (IG) pode-se observar que no tempo inicial ocorreu
toxicidade mediana para a gasolina e uma toxicidade expressiva para o 6leo diesel. Apos 10

dias de degradacao, a toxicidade aumentou para ambos 0s compostos.
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Figura 43 — (a) Taxa de germinacao das sementes de alface, em relagcdo ao controle negativo,
e (b) indice de germinac&o, antes e apds a biodegradacao da gasolina e 6leo diesel, por P. putida
CCMI 852. Onde: In. Inoculo; Bs.: Biossurfactante; Gas.: Gasolina; CN: Controle negativo;

CP: Controle positivo; Tempo 0: Tempo inicial de tratamento; Tempo 10: 10 dias de tratamento.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a analise dos resultados, também foram realizadas anélises estatisticas, pelo teste
ndo parametrico Kruskal-Wallis, que indicaram diferenca significativa em relacdo ao controle
negativo no tempo de 10 dias, para gasolina e para o 6leo diesel, evidenciando a toxicidade dos
contaminantes durante a biodegradacao.

A eficiéncia da biorremediacdo de ambientes contaminados com hidrocarbonetos esta
diretamente ligada ndo somente a degradacdo destes compostos, como também a diminuicao
da toxicidade inicial na &rea impactada (DORN e SALANITRO, 2000).

A toxicidade do biossurfactante produzido (solugdo 300 mg L1), conforme o capitulo 1
e utilizado para os testes de biodegradacdo, ndo apresentou toxicidade, se desenvolvendo
consideravelmente em relagdo ao controle. Santa Anna et al. (2007) testaram a toxicidade do

ramnolipidio produzido por P. aeruginosa PAl e compararam com a de um surfactante
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quimicamente sintetizado, o Corexit®. Este surfactante quimico, com uma caracteristica
aniodnica idéntica a dos ramnolipidios produzidos, apresentou toxicidade 10 vezes superior a do
biossurfactante. Também, Lima et al. (2011) confirmaram que os diferentes surfactantes de
origem bacteriana possuem uma toxicidade significativamente inferior do que o surfactante
anidnico SDS.

Em ensaios realizados por Millioli et al. (2009), os autores avaliaram a fitotoxicidade
do ramnolipidio sobre a germinacdo de sementes de alface (L. sativa) e observaram que a
atividade fitotoxica do biossurfactante é concentracdo dependente, ou seja, quanto maior a
concentracdo testada maior o indice de inibi¢cdo de germinacdo. Os autores destacam que as
concentracdes de 1 e 1,5% de ramnolipidio contribuiram para que houvesse uma inibicdo de 70
e 80%, respectivamente, no indice de germinacdo, quando comparados a germinacdo do
controle (sem o biossurfactante).

Assim, os resultados permitiram visualizar que o processo de biodegradacdo com 6leo
diesel gerou nos ensaios produtos de biodegradacdo mais tdxicos do que a substancia original.

7.3.2 Ensaios de citotoxicidade e genotoxicidade com A. cepa

A partir desses valores, foram realizados ensaios com sementes de A. cepa, para avaliar
0 possivel efeito genotoxico das amostras. Para isso, foram utilizados parametros celulares
relacionados ao desempenho da atividade cromossémica durante o processo de diviséo celular
mitotica, como a frequéncia de aberragdes cromossdmicas (perdas e pontes cromossémicas, c-

metafases, anafases multipolares e poliploidias) em células das regibes meristematicas da raiz.

Tabela 21 - Frequéncia de alteracdes celulares e cromossdmicas observadas em células
meristematicas de Allium cepa, antes e ap6s a biodegradacédo utilizando Pseudomonas putida

CCMI 852. Onde: IM: Indice mitético; AC: Aberracdes cromossémicas; MN: Micron(cleos

Amostra M AC MN
Negativo 12,53 £ 0,99 0,00 + 0,00 0,00+ 0,00
Positivo 11,57 + 0,31 0,26* + 0,89 2,60* £ 0,32
Gasolina t0 9,28 £ 0,49 0,413+0,21 0,40+ 0,22
Gasolina t10 8,38 £ 0,48 0,06 £ 0,02 0,41*+0,11
Oleo diesel t0 9,29+ 0,48 0,205* + 0,04 0,42* £ 0,07
Oleo diesel t10 11,21 £ 0,55 0,208* £ 0,04 0,25* + 0,06

TO: Tempo O (inicial) de tratamento; T10: tempo apds 10 dias de tratamento
*Estatisticamente diferente do controle negativo (p<0,05), pelo teste estatistico de KruskalWallis.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Tabela 21 apresenta, respectivamente, os resultados obtidos para os ensaios contendo
gasolina e 6leo diesel, antes e apos a biodegradacdo. Em relacdo ao indice mitotico, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados obtidos nos ensaios, porém, foi
observado um grande aumento de células em profase e uma diminuicao de células em tel6fase,
apos 10 dias de tratamento, para ambos 0s compostos.

A andlise dos efeitos genotdxicos nas amostras contendo dleo diesel, realizada pela
quantificacdo de alteracfes cromossémicas e nucleares em células meristematicas de A. cepa,
apontou resultados significativos, sendo encontrados em maior frequéncia broto nuclear e
pontes cromossémicas, assim como efeito mutagénico apds 10 dias.

Para as amostras contendo gasolina, embora no ensaio com sementes de L. sativa tenha
apresentado toxicidade, os resultados para A. cepa indicaram uma resposta negativa para a
gasolina, quanto aos efeitos genotdxicos, pois as frequéncias de aberracbes cromossdémicas, nas
celulas da regido meristematica da raiz ndo foram estatisticamente significativas, quando
comparadas aos resultados do controle.

Considera-se como importante, que o fato das sementes ndo germinarem, significa que
0 agente foi capaz de inibir ou impedir o processo de divisdo celular. A interferéncia na
multiplicacdo de células que dariam origem ao tecido meristematico e, consequentemente, ao
desenvolvimento da raiz primaria, sugere que esse agente é toxico para 0 organismo utilizado
no teste. Esta classificacdo foi assumida conforme descrito por Leme e Marin-Morales (2008),
por ndo se poder atribuir, com seguranca, as derivacdes das anormalidades genotdxicas, uma
vez que as células podem sofrer injarias que as leve a morte em decorréncia da alteracdo, ou
podem, ainda, corrigir o “erro” promovido, ndo derivando assim em uma célula com mutacéo.
A presenca destas alteracbes, contudo, podem indicar que a substancia tem agdo sobre o
material genético de células em divisdo e, portando, sdo de a¢do genotdxicas.

A incidéncia de micronucleos aponta para um efeito significativo para mutagenicidade,
em relacdo aos compostos, ap6s 10 dias de degradacdo. As células portadoras de MN na regido
meristematica sao células que sofreram alteracdes cromossdmicas durante o processo de divisdo
e que podem manter a alteracéo, nas geragdes celulares subsequentes, na forma de uma pequena
estrutura circular semelhante, em composicao, ao nucleo principal.

Assim, observa-se que no inicio do processo de germinagdo, houve acdo mutagénica do
oleo diesel que pode ser atribuida aos metabolitos formados no processo de biotransformacéo,
que induziu a formacdo de hidrocarbonetos de dificil degradacdo, altamente reativos com as

células. Estes resultados corroboram com os dados de Leme e Marin-Morales (2008), que
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encontraram altos indices de MN decorrentes da a¢do de hidrocarbonetos presentes em amostras
de 4gua contaminadas com petrdleo.

Conforme descrito no Capitulo 3, a degradacdo de 6leo diesel gerou a formacdo de
compostos comprovadamente toxicos, que ndo puderam ser caracterizados por cromatografia.
Segundo Petersen et al. (2017), estudos recentes mostraram que componentes de UCM (fragdo
ndo degradada dos compostos derivados de petrdleo) em sedimentos, podem ser acumulados
em organismos benténicos, causando efeitos sub-letais para os organismos. Além de seu
préprio potencial de bioacumulacdo e toxicidade, a UCM também pode alterar a
biodisponibilidade e toxicidade de outros contaminantes em sedimentos.

A partir dos resultados obtidos, confirmou-se que a realizacdo de biosensaios de
toxicidade sdo fatores chave na determinacdo da eficacia do processo de biorremediacéo, ndo
considerando apenas a diminuicdo na concentracdo dos hidrocarbonetos no ambiente e/ou 0s

altos indices de atividade microbiana.
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8 Consideracdes Finais

e O potencial do soro como substrato alternativo para producdo de biossurfactante por
micro-organismos foi evidente, contudo é importante considerar que as diferencas de
produc@o em relacdo a outros autores, bem como as propriedades do biossurfactante
produzido podem ter sido afetadas pelas condic¢des de cultivo utilizadas.

e Pseudomonas aeruginosa LBI também foi capaz de sintetizar ramnolipidios utilizando
soro de ricota como fonte de carbono, embora em pequena quantidade quando a mesma
é comparada a quantidade gerada utilizando substratos hidrofobicos.

e O rendimento da producéo do biossurfactante foi de 0,45 g L™ a partir do soro de ricota,
sugerindo-que esse substrato possa ser utilizado, desde que busque maior adaptacao dos
isolados ou de novos micro-organismos a estes residuos e/ou complementacdo de
nutrientes.

e Aadicédo do biossurfactante preparado nessas condicdes, representou pouco aumento no
metabolismo microbiano para a biodegradacgéo;

e O teste utilizando o indicador redox TTC foi eficiente para verificar a degradacao de
6leo diesel e gasolina, porém, a técnica utilizando o indicador redox DCPIP se mostrou
mais sensivel e demonstrando o potencial da linhagem P. putida CCMI 852 em degradar
os hidrocarbonetos, se mostrando uma boa técnica para identificacdo de micro-
organismos degradadores de compostos organicos.

e Pelas analises de GC/MS comprovou-se a degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos
TE(0-)X pela P. putida CMMI 852 com plamidio TOL pWWO.
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A P. putida ndo foi capaz de metabolizar o benzeno, nem individualmente, nem em
misturas, indicando a via de degradacao da linhagem sendo via TOL.

Em presenca do benzeno, ocorreu um efeito negativo na degradacéo do tolueno que
apresentou taxa de degradacdo 33,5% menor do que quando degradado
individualmente, enquanto que em mistura, o etilbenzeno aumentou em 50,3% a sua
taxa de degradacao.

Em misturas ternérias, os compostos TE(0-)X apresentaram maior taxa de degradacao,
em relacdo a mistura BTE(0-)X, apresentando aumento de 14,2% para tolueno, seguido
de 4,8% e 2,5% para (o-)xileno e etilbenzeno, respectivamente. Assim, a bactéria
apresentou a seguinte sequéncia de degradacao: tolueno, o-xileno e etilbenzeno.

A linhagem P. putida CCMI 852 também se mostrou capaz de metabolizar compostos
presentes na gasolina e no 6leo diesel, ainda que mais lentamente, se mostrando
eficiente em utilizar uma grande variedade de compostos organicos como fonte de
energia.

Esse estudou também evidenciou a toxicidade para gasolina e 6leo diesel frente a
sementes de alface (L. sativa), assim como o 6leo diesel apresentou genotoxicidade e
mutagenicidade. A gasolina ndo apresentou genotoxicidade, que pode ser devido ao
pequeno desenvolvimento das células meristematicas em presenca dos compostos,
todavia, esse fato permite concluir que o composto teve efeito sobre 0 material genético
de células em divisao.

O uso da P. putida CMMI 852 como micro-organismo degradador de ambientes
impactados por hidrocarbonetos, possui um potencial promissor, sendo capazes de

degradar gasolina, éleo diesel e seus compostos aromaticos TE(0-)X.
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ANEXO A

Tabela 1.A Matriz do planejamento experimental utilizando BBD design para a atividade da

enzima desidrogenase.

Variaveis independentes

Valores observados

Valor codificado

Resposta
TPF (ug mL?)

Inéculo Temp. Agitacéo
B C Exp Pred
(DOs00nm) (°C) (rpm)
1 0,8 35 180 0 1 1 1 1,149
2 11 30 120 1 0 -1 1,2 1,252
3 0,5 30 180 -1 0 1 0,7 0,647
4 1,1 25 150 1 -1 0 0,562 0,658
5 0,5 30 120 -1 0 -1 0,54 0,658
6 11 35 150 1 1 0 2 1,990
7 11 30 180 1 0 1 2,408 2,26
8 0,5 35 150 -1 1 0 0,342 0,245
9 0,8 30 150 0 0 0 1,2 1,453
10 0,8 25 180 0 -1 1 0,532 0,574
11 0,8 30 150 0 0 0 1,58 1,453
12 0,5 25 150 -1 -1 0 0,2 0,209
13 0,8 35 120 0 1 -1 0,808 0,765
14 0,8 25 120 0 -1 -1 0,123 -0,02
15 0,8 30 150 0 0 0 1,58 1,453

Fonte: Elaborado pelo autor.



