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RESUMO

O problema ambiental relacionado a contaminacao de solos e efluentes por metais pesados
oriundos de diversas atividades leva ao desenvolvimento de pesquisas visando formas menos
impactantes de remog¢do desses metais. A aplicagdo de ramnolipidios produzidos por
linhagens de Pseudomonas aeruginosa se mostra vantajosa neste aspecto, visto que diversas
pesquisas indicam que este biossurfactante pode obter melhores resultados que os surfactantes
comerciais. Como os custos de producao deste bioproduto sdo elevados, suas aplicagdes sao
por vezes limitadas a fins mais nobres. Por isso, visando reduzir os custos, o presente trabalho
realizou a produgdo de ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa utilizando-se 6leo de
fritura usado do Restaurante Universitdrio da UNESP — Rio Claro como fonte de carbono. O
biossurfactante produzido foi aplicado a remog¢ao dos metais pesados chumbo, cobre, niquel e
zinco de solos residuais da atividade ceramica advindos da Regido dos Lagos, em Santa
Gertrudes - SP. Foram realizados experimentos de lavagem de solo em mesa agitadora, nas
concentragdes iniciais de 0,5 g/L e 1,0 g/l de ramnolipidios, além do caldo livre de células
resultante da fermentacao, nos valores de pH 8,0 ¢ 9,0. Os resultados foram comparados a
aplicag¢do do surfactante comercial Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). As maiores porcentagens
de remogdo ocorreram com o caldo livre de células em pH 8,0, sendo iguais a 5,505%,
1,268%, 1,245% e 0,843%, respectivamente para chumbo, cobre, zinco e niquel. O uso do
caldo apresenta vantagens econdmicas, pois ndo € necessario realizar a extracdo do
ramnolipidio, etapa que onera o processo. As porcentagens de remocdo com o SDS foram
mais baixas do que as com o caldo e com a solugdo de ramnolipidios em alguns casos,
chegando a seu valor maximo de 0,115% para o chumbo, o que salienta a vantagem
competitiva do biossurfactante sobre o surfactante comercial, além das vantagens ambientais.
Embora os resultados sejam favoraveis, sdo necessarias mais pesquisas que visem aperfeigoar
o protocolo utilizado, a fim de serem alcangadas maiores porcentagens de remoc¢ao de metais

pesados.

Palavras-chave: Ramnolipidios, Pseudomonas aeruginosa, metais pesados, solo

contaminado, residuos da atividade ceramica.



ABSTRACT

The environmental problem related to the contamination of soils and effluents by heavy
metals from various activities leads to the development of researches aiming at less impactful
ways to remove these metals. Rhamnolipids application produced by Pseudomonas
aeruginosa strains shows advantages in this respect, since several researches indicate that this
biosurfactant can get better results than commercial surfactants. As the production costs of
this bioproduct are high, its applications are often limited to the noblest purposes. Therefore,
in order to reduce costs, the present study tested the production of rhamnolipids by
Pseudomonas aeruginosa utilizing used waste cooking oil from UNESP Rio Claro’s
University Restaurant as a carbon source. The biosurfactant produced was applied to remove
heavy metals as lead, copper, nickel and zinc from residual soils of ceramic activity arising
from Regido dos Lagos (the Lakes Region), in Santa Gertrudes, state of Sao Paulo. Soil
washing experiments were carried out on rotary shakers using rhamnolipids at initial
concentrations of 0.5 g/L and 1.0 g/L, as well as cell-free resulting from fermentation, on pH
values 8,0 and 9,0. Results were compared to the application of commercial surfactant sodium
dodecyl sulfate (SDS). Higher percentages of removal occurred with cell-free broth at pH 8,0,
corresponding to 5.505%, 1.268%, 1.245% and 0.843%, respectively for lead, copper, zinc
and nickel. The use of cell-free broth has economic advantages, as it is not necessary to
perform the rhamnolipid extraction, step encumbering the process. In some cases, removal
percentages using SDS were lower than with cell-free broth and rhamnolipids solution,
reaching the maximum value of 0.115% for lead, which draws attention to the competitive
advantage of biosurfactant instead of SDS, besides environmental advantages. Although the
results are favorable, further researches are needed to improve this methodology in order to

achieve higher percentages of heavy metals removal.

Keywords: Rhamnolipids, Pseudomonas aeruginosa, heavy metals, contaminated soil,

ceramic waste.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a contaminagdo do meio ambiente por metais pesados ¢ um problema
recorrente. Diversas atividades antropicas contribuem para o agravo deste problema, como a
ceramica, a mineragdo, a galvanoplastia, o despejo de efluentes domésticos, a industria de ago
e de fundicdo, entre outros exemplos. Os metais pesados podem trazer prejuizos a satde
humana e aos demais seres vivos, pois sao toxicos e geralmente possuem um alto periodo de
deten¢dao no meio ambiente (BRIDGES, 1991). Exemplos de incidentes com metais pesados
devido a contaminagdo do meio fisico s3o muitos, podendo citar o famoso caso da Baia de
Minamata — Japao, onde houve efeitos de biotransformacdo de mercurio inorganico em
organico e a bioacumulacdo deste no ambiente, levando a contaminagdo da cadeia trofica
local e consequentemente a morte de mais de 100 pessoas (KUDO et al., 1998).

O aumento da conscientizagdo em relagdo a preservagdo do meio ambiente leva a
utilizagdo de bioprodutos, que auxiliam na recuperacdo de ambientes impactados sem
acarretar consequéncias negativas. Um exemplo desses produtos sdo os biossurfactantes,
metabolitos que apresentam atividade de superficie e sdo sintetizados por uma grande
variedade de micro-organismos (BANAT, MAKKAR, CAMEOTRA, 2000; DESAI,
BANAT, 1997). As vantagens destes compostos quando comparados aos surfactantes
sintéticos residem na sua diversidade estrutural (glicolipidios, lipopeptidios, acidos graxos
etc.), baixa toxicidade, alta biodegradabilidade e producdo a partir de substratos renovéveis e
de baixo custo, como residuos agroindustriais, contribuindo para a redugdo da poluigdo
ambiental e permitindo agregar valor comercial a esses produtos (BANAT, MAKKAR,
CAMEOTRA, 2000; THANOMSUB et al., 2007).

O ramnolipidio ¢ um biossurfactante produzido por diferentes linhagens de bactérias,
mas a principal espécie produtora ¢ Pseudomonas aeruginosa (ABDEL-MAWGOUD;
LEPINE; DEZIEL, 2010). Possui atividade superficial e é classificado como um glicolipidio
anionico; contém moléculas de ramnose na porcao hidrofilica e dcidos 3-hidroxialcanodicos na
porcdao hidrofobica; e pode ser produzido utilizando-se grande diversidade de substratos
(MULLIGAN, 2009). Este biossurfactante ¢ altamente biodegradéavel, tem baixa toxicidade e
excelente atividade antimicrobiana (XIE; YE; LIU, 2006). Os ramnolipidios podem ser
utilizados em diversas areas industriais, desde a biorremediacao de ambientes contaminados
por hidrocarbonetos e metais pesados até fins farmacéuticos através da formacao de vesiculas
de prata (KUMAR, MAMIDYALA, 2011; MULLIGAN, 2009; WANG, MULLIGAN,
2009b; ZEFTAWY, MULLIGAN, 2011).
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O Polo Ceramico de Santa Gertrudes, composto pelas cidades de Santa Gertrudes,
Limeira, Cordeiropolis, Rio Claro, Ipetina, Piracicaba e Araras, é responsavel por 65% da
producao nacional de ceramica de revestimentos, com uma produg¢do prevista de
aproximadamente 420 milhdes de m? em 2010 (COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO
DE SAO PAULO - CETESB, [2009?]; ASSOCIACAO PAULISTA DAS CERAMICAS DE
REVESTIMENTO - ASPACER, 2009). Tal atividade gera residuos solidos, advindos
principalmente das linhas de esmaltacdo, com grandes concentragdes de chumbo, zinco e
boro, bem como cromo, niquel, bario, cobre e zirconio, entre outros elementos, residuos os
quais durante grande periodo de tempo foram dispostos em cavas de mineracdo de argila
(CETESB, 2005b).

A chamada Regido dos Lagos, localizada no municipio de Santa Gertrudes e inserida
na bacia hidrografica do Rio Corumbatai, ¢ formada por cavas abandonadas que foram
preenchidas pela dgua do aquifero freatico e pelos residuos da atividade ceramica, resultando
nos lagos hoje existentes (MOURA, 2006).

Como os lagos sdo cortados pelo corrego da Fazenda Itaqui, o qual ¢ subafluente do
Rio Corumbatai, cuja bacia hidrografica serve sete municipios da regido (OLIVEIRA, 2006),
esta area foi alvo de diversas pesquisas € um projeto de recuperacdo (CETESB, 2005b;
MOURA, 2006; OLIVEIRA, 2006), pois altas concentragdes de metais e outros elementos
podem acarretar em riscos a0 meio ambiente e a salide humana. Porém, segundo dados sobre
areas contaminadas e reabilitadas no Estado de Sao Paulo, disponibilizados pela CETESB
(2011), essa regido ainda contém residuos com metais, inviabilizando o uso da agua
superficial e subterranea, sendo necessarias medidas de remediagdo como a remogado de solos
e residuos e/ou a atenuagao natural monitorada.

Pelas caracteristicas levantadas, e devido a importancia de se desenvolver métodos
mais eficazes e menos onerosos para a remedia¢ao de dreas contaminadas com metais pesados
e outras substancias, a Regido dos Lagos foi escolhida como area de coleta para o
desenvolvimento deste trabalho. Os pontos de coleta foram definidos tendo como base o
trabalho realizado por Schoenlein (2006). Assim, este trabalho objetiva a produgdo de
ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1, com o intuito de utilizar o
biossurfactante produzido na remoc¢do de metais pesados de solos residuais da atividade

ceramica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Producao de ramnolipidios por Pseudomonas aeruginosa LBI 2A1 utilizando 6leo de
fritura como fonte de carbono, visando a aplica¢do deste biossurfactante em solos residuais da
atividade ceramica para a remog¢do dos principais metais pesados presentes na amostra de

solo.

2.2 Objetivos especificos

e Definir a concentragdo da fonte de carbono, 6leo de fritura proveniente do Restaurante
Universitario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) -
Rio Claro, que resulte na maior producdo de ramnolipidios por Pseudomonas
aeruginosa LBI 2A1;

e C(Caracterizar a amostra de solo para definir parametros para os experimentos de
lavagem;

e Verificar o potencial do ramnolipidio na remog¢do de metais pesados de amostra de
solo contaminado;

e Avaliar qual valor de potencial Hidrogenionico (pH) inicial associado a qual
concentracao de solugdo de ramnolipidios ou caldo livre de cé€lulas resulta em maiores
remocdes dos metais cobre, chumbo, niquel e zinco do solo;

e (Comparar os resultados da aplicacio do biossurfactante com a utilizagdo de

surfactante comercial.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sdo metabolitos que apresentam atividade superficial, podendo ser
sintetizados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos cultivados em diferentes fontes de
carbono. Estes compostos sdo constituidos por uma porc¢ao hidrofobica, usualmente uma
cadeia hidrocarbdonica de um ou mais acidos graxos, que podem ser saturados, insaturados,
hidroxilados ou ramificados, ligados a uma porc¢ao hidrofilica que pode ser um éster, um
grupo hidroxi, fosfato, carboxilato ou carboidrato (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

As porg¢des hidrofilicas e hidrofobicas presentes na molécula de surfactante tendem a
se distribuirem na interface de fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e
agua/dleo). Esta distribuicdo das moléculas € responsavel pela principal propriedade desses
compostos, que ¢ a capacidade de reducdo das tensdes superficial e interfacial. Estas
propriedades os tornam adequados para serem utilizados em diferentes aplicagdes industriais
envolvendo: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade

molhante, solubilizagdo e dispersdo de fases (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA, 2000).

3.1.1 Classes dos biossurfactantes

Os surfactantes sintéticos sdo usualmente classificados de acordo com o grupo polar,
entretanto os biossurfactantes sdo diferenciados com base em sua natureza bioquimica. As
principais classes de biossurfactantes incluem os glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas,
acidos graxos e fosfolipidios e biossurfactantes poliméricos (MAKKAR; CAMEOTRA,
2002).

Pseudomonas aeruginosa sintetizam glicolipidios denominados ramnolipidios, no qual
a porcao hidrofilica é composta por moléculas de ramnose, enquanto acidos 3-
hidroxialcandicos constituem a parte hidrofobica (JARVIS; JOHNSON, 1949). A mistura de
homologos de ramnolipidios produzidos por linhagens de P. aeruginosa podem reduzir a
tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 30 mN/m (ABALOS et al.,, 2001) e sua
concentracdo micelar critica (CMC) estd entre 5 mg/L e 200 mg/L (LANG; WULLBRANDT,
1999).
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Os ramnolipidios produzidos por P. aeruginosa tém sido bem estudados e sdo
reportados como uma mistura de espécies homoélogas de RL1 (Rha,C,0C;9), RL2 (RhaC;,Cyy),
RL3 (Rha,Cjo) € RL4 (RhaC)o) (Figura 1) (LANG; WAGNER, 1987).
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Figura 1 — Estrutura dos quatro principais homologos dos ramnolipidios. RL1 e RL2: duas e
uma moléculas de ramnose, respectivamente, ligadas a duas moléculas de acido graxo; RL3 e
RL4: duas e uma moléculas de ramnose, respectivamente, ligadas a uma molécula de 4cido

graxo (LOVAGLIO, 2011).
3.2 Producao de biossurfactantes

Os biossurfactantes produzidos por micro-organismos vém recebendo consideravel
interesse nos ultimos anos devido a sua natureza biodegradédvel, baixa toxicidade e
diversidade de aplicacdes. Apesar das vantagens apresentadas, os biotensoativos nao sao
amplamente utilizados comercialmente devido aos altos custos de produgdo, o que estd
associado a baixa produtividade e ao uso de substratos caros.

De acordo com Mukherjee, Das e Sen (2000), trés estratégias devem ser adotadas para
tornar os custos do processo de producao mais baixo: (1) substrato - utiliza¢dao de residuos ou
matéria-prima de baixo custo; (2) desenvolvimento de bioprocessos eficientes para producao

e recuperacdo do produto, incluindo otimizagdo das condigdes de cultivo e (3)
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desenvolvimento de mutantes ou linhagens recombinantes para aumentar o rendimento do
biossurfactante.

A produgdo de biossurfactantes se depara com varias dificuldades de processo. Entre
os parametros que influenciam o tipo e a quantidade de produto formado estdo: a natureza da
fonte de carbono, possiveis limitagcdes nutricionais e parametros fisicos e quimicos, como
aeragdo, agitacdo, geracao de espuma, temperatura ¢ pH (FIECHTER, 1992; CHANG et al.,
2005).

Elevadas propor¢des C/N (GUERRA-SANTOS, KAPPELI, FIECHTER, 1984; RAZA
et al., 2007, WU et al., 2007) e C/P (MULLIGAN; MAHMOURIDES; GIBBS, 1989)
estimulam a sintese de ramnolipidios, enquanto altas concentragdes de cations bivalentes,
especialmente ferro, sdo inibitorias (GUERRA-SANTOS, KAPPELI, FIECHTER, 1986;
RAMANA, KARANTH, 1989). Benincasa e Accorsini (2008) avaliaram a produgdo de
ramnolipidios por P. aeruginosa LBI sob diferentes propor¢des C/N e alcangaram a mais alta
concentragdo, 7,3 g/L, com a propor¢do C/N de 8/1. A utilizagio de aménio (NH'),
glutamina, asparagina e arginina, como fonte de nitrogénio, inibem a producdo de
ramnolipidios, enquanto nitrato (NO7) glutamato e aspartato promovem a sintese
(MULLIGAN, GIBBS, 1989; RAMANA, KARANTH, 1989; KOHLER et al., 2000). De
acordo com alguns autores o nitrato ¢ a melhor fonte de nitrogénio a ser utilizada, pois
estimula uma alta expressdo de rhlAB, operon responsavel pela sintese de mono-
ramnolipidios (RAMANA, KARANTH, 1989; MANRESA et al, 1991; ARINO,
MARCHAL, VANDECASTEELE, 1996; HENNING et al., 2008). De acordo com Manresa
et al. (1991) a preferéncia por esta fonte de nitrogénio pode ser devido ao fato de P.
aeruginosa ser apta a fazer desnitrificacdo e, portanto pode utilizar nitrato como aceptor de
elétrons, mesmo na presenca de oxigénio.

Segundo o trabalho de Guerra-Santos, Képpeli e Fiechter (1984), a producgdo de
ramnolipidios por Pseudomonas sp. foi maxima quando o pH foi mantido entre 6,0 ¢ 6,5; ja
acima de 7,0, a produgdo caiu bruscamente.

A temperatura 6tima de producdo de ramnolipidios por P. aeruginosa 44T1 foi 37 °C,
de acordo com Robert et al., (1989). A temperatura pode afetar também a composi¢cdo do
biossurfactante produzido por linhagens de Pseudomonas sp. DSM-2874 (SYLDATK;
LANG; WAGNER, 1985).
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3.2.1 Substratos alternativos/residuos

A utiliza¢do de fontes alternativas de nutrientes, facilmente disponiveis e de baixo
custo tais como subproduto agricola ou de processamento industrial pode reduzir o problema
econdmico da producdo de biossurfactantes. Estima-se que a matéria-prima seja responsavel
por cerca de 10% a 30% dos custos totais de produ¢do em muitos processos biotecnologicos
(MUKHERIJEE; DAS; SEN, 2006). Além disto, o aproveitamento de residuos pode contribuir
para a reducdo da poluicdo ambiental, bem como permitir a valorizagdo econdmica dos
residuos que seriam descartados.

Grandes quantidades de residuos sdo geradas pela industria de 6leos e gorduras, estes
sdo provenientes tanto da extragdo como da utilizacdo de oOleos vegetais. Estudos
demonstraram que residuos de 6leos vegetais podem ser utilizados como substratos para a
produgdo de ramnolipidios por alguns isolados de Pseudomonas aeruginosa (BENINCASA et
al., 2002; NITSCHKE et al., 2005; COSTA et al., 2005; RAZA et al., 2007).

Alguns autores relatam ainda a utilizagdo de melago de cana, residuos da produgdo de
queijo, batata e mandioca como fontes para a produgdo de biotensoativos (MUKHERJEE;
DAS; SEN, 2006). Outra fonte alternativa € o glicerol, o principal subproduto obtido durante
a producao de biodiesel. A 4gua de maceragdo de milho, um subproduto do processamento
dos graos de milho, ¢ um material acido, rico em aminoacidos e polipeptidios, minerais e
vitaminas. Devido a sua composi¢do pode ser utilizado como suplemento de nutrientes em
meio de cultivo para fermentagdes industriais (LIGGETT; KOFFLER, 1948).

Pode-se destacar a grande vantagem da utilizagdo do caldo de fermentagdo de
ramnolipidio em aplicagdes, pois segundo Mukherjee, Das e Sen (2006), os processos de
extracdo dos biossurfactantes podem corresponder a até 60% do total dos custos de producao.
Esta pratica aliada ao uso de fontes de carbono renovaveis, sejam elas os rejeitos da industria
ou produtos reutilizados, podem tornar viavel o uso dos biossurfactantes para inimeros fins,

além da vantagem ambiental apresentada por tais bioprodutos.

3.3 Aplicacoes dos biossurfactantes

Os campos de utilizacdo dos biossurfactantes incluem a agricultura e as industrias

farmacéutica, petrolifera, de alimentos e bebidas, de papel, de metal, de produtos de limpeza,

de couro e téxtil (FIECHTER, 1992). Sao imensamente aplicados pela industria petrolifera, na
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qual sdo utilizados na producdo de petrdleo ou incorporados em formulagdes de Oleos
lubrificantes, assim como em biorremediacao e dispersao no derramamento de 6leo.

O biossurfactante pode ser adicionado ao local onde ha contaminagao por petroleo e
derivados ou ainda o micro-organismo produtor pode ser inoculado na area impactada. A
linhagem Pseudomonas aeruginosa LBI foi capaz de metabolizar querosene, 6leo Diesel e
petrdleo bruto como Unica fonte de carbono. A mais alta concentragdo de ramnolipidio, 9,9
g/L, foi alcangada com 30% de 6leo Diesel (PIROLLO et al., 2008). De acordo com Wei,
Mather e Fotheringham (2005) os biossurfactantes podem atuar na recuperacdo de
adsorventes de 6leos usados, dessa maneira este material pode ser reutilizado na recuperacao
de 6leo ou em outras aplicagdes, como a engenharia civil.

De acordo com Wang e Mulligan, (2009a), biossurfactantes podem ser uteis na
remocao de arsénico de rejeitos da mineragdo. Outra aplicacdo ¢ a remog¢ao de cromo (VI) da
agua e do solo. Ara e Mulligan (2008) relataram que houve retirada de 100% deste metal da
agua quando se estabeleceu condigdes fisico-quimicas 6timas, como pH 6,0, solugdo com 2%
de ramnolipidios e temperatura de 25 °C.

Um estudo realizado por Qiuzhuo, Weimin e Juan, (2008) comprovou a eficiéncia dos
ramnolipidios na decomposi¢do de palha de arroz, aumentando em 22,3% a producao de
acucares redutores quando se adicionou biossurfactante purificado ao meio de sacarificagdao
hidrolitica. Foi avaliado também o efeito da inoculagdo de P. aeruginosa para producao in
situ do tensoativo, e a quantidade de acucares redutores produzida foi 12,2% maior quando
comparado ao controle (sem adi¢do da bactéria), lembrando que este segundo método omite a
etapa de purificagdo, reduzindo os custos do processo.

Os biotensoativos possuem propriedade antiadesiva, o que impede a formacao de
biofilmes patogénicos em materiais hospitalares, diminuindo o risco de infec¢des hospitalares
sem a utiliza¢do de drogas sintéticas (SINGH; CAMEOTRA, 2004). Os ramnolipidios podem
atuar ainda como antimicrobianos, incluindo atividade antifingica, antibacteriana e antiviral
(ABALOS et al., 2001). Thanomsub et al. (2007) relataram a inibicdo do crescimento de
células cancerosas humanas pelos homologos de ramnolipidios, Rha,C;oCi9 € Rhay,C;oCio,
produzidos por P. aeruginosa B189. Ainda dentro das aplicagdes na industria farmacéutica hé
relatos de que a incorporacao de 0,1% de di-ramnolipidios em pomadas aumentou a eficiéncia
do tratamento de tlceras de pacientes decubitos (PILJAC et al., 2008).

Wang et al., (2005) verificaram que a mistura de ramnolipidios produzidos por
Pseudomonas aeruginosa tem efeito potencial algicida, inibindo o crescimento de

Heterosigma akashiwo, e quando em altas concentragdes apresentam forte atividade litica.
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Na agroindustria, os ramnolipidios atuam na prote¢do de videiras contra o ataque de
Botrytis cinerea, através da inibi¢do da germinacdo de esporos e crescimento do micélio
fingico (VARNIER et al., 2009). Soluc¢des contendo 0,01% de ramnolipidios estimularam o
sistema imune de plantas contra fungos patogénicos (NITSCHKE; COSTA; CONTIERO,
2011).

Nitschke, Costa e Contiero (2011), em sua revisdo, descrevem aplicacdes de
ramnolipidios em diferentes areas da industria alimenticia, nas quais podem atuar como
controladores de consisténcia, solubilizadores de sabor, na conservagcdo de produtos da
panificagdo, e ainda em conjunto com nisina € natamicina inibem o crescimento microbiano
em leite de soja, molhos de salada e queijo cottage. Além disso, os autores descrevem o
retardo na formacao de biofilme em superficies tratadas com ramnolipidios.

O interesse na sintese bioldgica de nanoparticulas tem aumentado devido a sua
excelente biocompatibilidade e baixa toxicidade. Os ramnolipidios estdo sendo empregados
na formagdo e estabilizacdo de nanoparticulas de oOxido de niquel e zircOnia e prata
(MULLIGAN, 2009; PALANISAMY, RAICHUR, 2009; GANESH et al., 2010). As
nanoparticulas de ramnolipidios e prata exibiram atividade antibidtica contra diversos
patogenos Gram positivos/negativos e leveduras da espécie Candida, evidenciando o amplo
espectro de acdo da sua atividade antimicrobiana (KUMAR; MAMIDYALA, 2011).

Foi descrito por Zhang e Ju (2011) a utilizacdo de ramnolipidios para separacao de B-
glicosidase de uma mistura de enzimas através do fracionamento de espuma. Os
ramnolipidios foram utilizados devido a sua propriedade espumante e pela presenca de di-

ramnose em alguns homoélogos, a qual atua como um substrato andlogo para a -glicosidase.

3.3.1 Remogdo de metais de solos e efluentes contaminados

O interesse na aplicacdo dos ramnolipidios para a remo¢do de metais de solos e
efluentes contaminados vem crescendo ao longo dos ultimos anos, e diversos autores tém
conseguido bons resultados em pesquisas neste tema.

Dahrazma e Mulligan (2007) realizaram a remoc¢ao de cobre, zinco e niquel de solo
contaminado originario de um local proximo a industrias de metal e aco, no Canada. Foram
testadas diversas concentragdes de ramnolipidios com e sem aditivos, em sistema de lavagem
de solo em coluna. As maiores remocoes alcancadas foram de 37% de cobre, 7,5% de zinco ¢
aproximadamente 33,2% de niquel, utilizando-se uma solu¢do de 5% de ramnolipidio

(massa/volume - m/v) e fluxo a 0,5 mL/min.
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Juwarkar et al. (2007) testaram a aplicagdo de um di-ramnolipidio para a remoc¢ao de
cadmio e chumbo de solo contaminado em laboratdrio. Realizando lavagem de solo em
coluna, os autores concluiram que o di-ramnolipidio removeu tanto a fracdo de metais
disponiveis no solo como a fra¢ao ligada as particulas de solo, fracdo esta que o controle,
realizado com agua de torneira, ndo foi capaz de remover. Utilizando uma solucdo de 0,1% de
biossurfactante, as remog¢des de cadmio e chumbo chegaram a 92% e 88%, respectivamente,
ao final de 36 horas de tratamento. Tais autores destacaram que o pH do lixiviado resultante
do tratamento do solo contaminado por metais passou de 6,78 para 6,6 apds 36 horas,
indicando grande dissociacao dos metais em relacdo ao solo. Para finalizar, ressaltaram ainda
que a Unica forma de aplicar os biossurfactantes in situ ¢ conseguir uma boa relagdo custo-
beneficio seria criando um sistema no qual ocorresse a precipitacdo dos metais da solugdo
apos a lavagem do solo, a fim de recircular a mesma pela coluna.

Kim e Vipulanandan (2006) testaram um biossurfactante produzido por
Flavobacterium sp., isolada de solos contaminados, na remog¢ao de chumbo presente em agua
e solo argiloso (caulinita), ambos contaminados artificialmente. Os autores também
compararam os resultados obtidos utilizando o biossurfactante com dois surfactantes
comerciais, Triton X-100 e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS). Neste trabalho, a
descontaminagdo do solo foi realizada pela mistura de solo e solugdo de
surfactante/biossurfactante na razdo 1:20 em tubos de ensaio, colocados em agitador
mecanico por 24 horas a 200 rpm. Os resultados mostram baixa porcentagem de remogao de
chumbo por este método, mesmo assim € possivel verificar que o biossurfactante alcangou
maiores taxas de remog¢do que os surfactantes comerciais. No caso da 4gua contaminada por
chumbo, porém, os autores conseguiram bons resultados, chegando a 76% de remoc¢ao de
chumbo da 4gua contaminada com 100 mg/L deste metal, utilizando concentracdo do
biossurfactante 10 vezes superior 8 CMC. Os surfactantes SDS e Triton X-100 chegaram a
26% e 6% de remogao, respectivamente, nas mesmas condigoes.

Mulligan e Wang (2006) compararam as remocoes de niquel e cddmio de solo
contaminado artificialmente, utilizando espuma e solucdo liquida de ramnolipidio. Em
experimentos, realizados em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C), o solo
predominantemente arenoso foi tratado em coluna com espuma produzida por solugdo de
0,5% de ramnolipidios. Os melhores resultados foram obtidos com solucao cujo pH inicial foi
ajustando para 10,0, sendo as porcentagens de remocao iguais a 68,1% para niquel e 73,2%
para cadmio. Solu¢des com alto valor de pH funcionaram melhor provavelmente porque

maiores valores de pH permitiram que os metais ligados a matéria organica do solo, neste
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caso um pouco elevada, fossem liberados, ficando livres para se ligarem ao biossurfactante.
Utilizando-se solugdo liquida de biossurfactante na mesma concentracdo que a espuma 0s
autores obtiveram remogao de 61,7% de cadmio e 51% de niquel. Esta diferenca de valores
pode ser devido ao fato de que a transferéncia de metais do solo para a espuma se da de forma
mais uniforme e promovendo um contato mais eficiente com o biossurfactante, além de que a
inje¢do de solu¢dao de ramnolipidio e ar ao mesmo tempo conteve de forma efetiva a formagao
de canais na coluna, os quais permitiriam a livre passagem da solugdo em vez da passagem
pelo solo.

Torres, Lopez e Beltran (2012) testaram onze diferentes surfactantes comerciais em
concentragdes de 0,5% no tratamento de solo contaminado por cobre, arsénio, cadmio, niquel,
chumbo e zinco, originario do subsolo de industria metalirgica localizada na Cidade do
México. As remogoes variaram de 2,7 a 86,6%, sendo que as remogdes médias de todos os
metais realizadas pelos surfactantes variaram de 45 a 67,1%. Apesar dos bons resultados
apresentados, a aplicagdo de surfactantes comerciais em solo in situ nem sempre ¢ viavel,
visto que alguns produtos podem interferir negativamente na microflora presente neste meio
por serem toxicos ou mesmo por ndo apresentarem facil biodegradacdo (FRANZETTI et al.,
2006; YING, 20006).

O efeito de biossurfactantes/surfactantes anionicos pode ser reduzido em solos
contendo altas concentragdes de fons positivos, como sédio (Na"), potassio (K, calcio (Ca*")
e magnésio (Mg®"), pois parte de tais produtos podem se ligar aos cations do solo em vez de
se ligarem aos ions metalicos (TORRES; LOPEZ; BELTRAN, 2012).

Ochoa-Loza et al. (2007) estudaram os efeitos das argilas, 6xidos metalicos e matéria
organica na sor¢cdo de mono-ramnolipidio por solo, concluindo que tal efeito depende das
concentragdes do produto. Em baixas concentragcdes de mono-ramnolipidio, interessantes para
melhorar a biodegradacdo de contaminantes organicos, a sor¢do segue a ordem: hematita >
caulinita > MnQO, ~ ilita ~ Ca-montmorillonita > gibbsita > silica revestida por acidos
hiimicos. Ja em altas concentragdes, relevantes para a complexagdo/remocao de metais ou
substancias organicas, a sor¢do deste biossurfactante segue a ordem: ilita >> silica revestida
por acidos hiimicos > Ca-montmorillonita > hematita > MnO, > gibbsita ~ caulinita. Os
autores concluem que, em geral, hematita, ilita, caulinita e Ca-montmorillonita sdo os
constituintes dos solos que tém maior efeito na sor¢do de mono-ramnolipidio. No caso da
remog¢ao de metais, ¢ de interesse do processo que a sor¢do do biossurfactante pelo solo seja
minima, isto €, o biotensoativo deve permanecer na fase aquosa. Neste sentido, os autores

afirmam que uma mistura de di-ramnolipidio € mono-ramnolipidio deve sofrer menor sor¢ao
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do que o mono-ramnolipidio sozinho, provavelmente devido ao fato do di-ramnolipidio
possuir maior natureza hidrofilica.

Wang e Mulligan (2009b) realizaram experimentos em coluna com o objetivo de
avaliar a possibilidade de uso de solu¢des de ramnolipidio para melhorar a remocao de
arsénio e metais pesados de solo residual de mineragdo. Os autores concluem que o uso de
uma solu¢do 0,1% de ramnolipidio com pH inicial ajustado a 11,0 pode melhorar
significativamente a remog¢do de arsénio e metais pesados simultaneamente. Os resultados
obtidos apos lavagem foram: remocao de 148 mg/kg de arsénio, 74 mg/kg de cobre, 2.379
mg/kg de chumbo e 259 mg/kg de zinco.

Asci, Nurbas e Agikel (2007; 2008a; 2008b) realizaram experimentos sobre a sor¢ao e
dessor¢do de caddmio (Cd(II)) em diversos componentes do solo: caulim; feldspato potassico e
sepiolita; e diferentes contetidos de argilas, respectivamente. A recuperacdo deste metal, em
todos os experimentos, foi analisada em fun¢do da concentracdo inicial de Cd(II), a
concentragdo de ramnolipidio e o pH, sendo realizados testes em mesa agitadora por 72 horas
a 150 rpm e 25°C. Os melhores resultados foram: 71,9% de remocdo em caulim (pH 6,8,
concentragdo inicial de Cd(II) 0,87 mM e 80 mM de ramnolipidios); 96% em feldspato
potassico (pH 6,8, concentracdo de ramnolipidios entre 50 mM e 80 mM) e 10,1% em
sepiolita (pH 6,8, concentragdo de ramnolipidios 50 mM). Em baixas concentragdes de Cd(I),
a recuperagdao deste metal seguiu a ordem inversa de sor¢do aos solos contendo diferentes
porcentagens de argila, sendo que o solo com maior porcentagem (70%) foi o que obteve
menor remog¢do; j4 em altas concentracdes, esta ordem se inverteu, € o solo com menor
porcentagem de argila (30%) foi o que obteve menor remocgao de Cd(II).

Esses autores ainda testaram a remocao de zinco do componente feldspato sodico do
solo utilizando ramnolipidios (2008c) em experimentos em mesa agitadora, nas mesmas
condi¢des dos artigos anteriormente citados. A concentragdo de ramnolipidios, o pH e a
concentracao de zinco foram variados. A maxima remocao de 98,83% ocorreu em 25 mM de
ramnolipidios, 2,19 mmol Zn/kg de feldspato e pH 6,8.

No que diz respeito ao meio ambiente, Juwarkar et al. (2007) testaram os efeitos do
ramnolipidio na populacdo de micro-organismos presentes no solo. Concluiram que a
aplicacdo do biossurfactante contribuiu para o aumento dos micro-organismos, ja que 0s

metais pesados removidos sdo toxicos e possuem efeito inibitorio sobre a microflora.
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3.4 Metais pesados e 0 meio ambiente

Segundo Alloway (2013), o termo “metal pesado” ¢ geralmente utilizado para se
referir aos metais ¢ metaloides de massa especifica maior que 5,0 g/cm?® como chumbo,
cadmio e mercurio, e que podem causar toxicidade, embora este termo nem sempre englobe
todos os metais toxicos, a exemplo de berilio e bario, que possuem massa especifica menor
que o valor citado.

A concentragao dos metais no solo dependem de diversos fatores, como a interacao
dos ions metalicos com as particulas de solo, os cations e a por¢ao himica presentes nele,
bem como com o pH, a quantidade de 4gua presente, mecanismos de oxidagdo, sorgdo,
precipitacdo, entre outros (BONACIN SILVA, 2001).

Dentre tais metais, o chumbo € o elemento que mais tem sido utilizado pelo homem ao
longo dos anos e ¢ encontrado na crosta continental numa razao de 14,8 mg/kg de solo
(ALLOWAY, 2013). As fontes mais comuns de chumbo em solo, em decorréncia da
intervencdo humana, sdo devido a: minerac¢ao e fundicao de metais; emissdes de chumbo na
atmosfera advindo da queima de combustiveis fosseis e que posteriormente sao depositados
no solo; lodos de esgoto doméstico, se estes ndo sdo dispostos adequadamente no meio
ambiente (BONACIN SILVA, 2001; ALLOWAY, 2013); baterias e pigmentos utilizados em
tintas.

Quanto ao cobre, sua abundancia na crosta terrestre estd na média de 60 mg/kg de
solo. Este elemento ¢ utilizado em diversas areas, como a elétrica, construcido civil,
transportes, artes € em moedas, sendo o terceiro metal mais usado pelo homem (ALLOWAY,
2013). Seus residuos no meio ambiente advém dessas areas, e também de fertilizantes e
pesticidas, residuos domésticos e emissdes industriais. A mobilidade do cobre no meio
ambiente estd ligada a concentracdo do mesmo (MULLIGAN; YONG; GIBBS, 2001), e seus
efeitos toxicos dependem das propriedades do solo onde este metal se encontra; porém, em
altas concentragdes, pode ser toxico a todos os organismos (ALLOWAY, 2013).

O niquel ¢ muito utilizado atualmente em areas desde moedas até automdveis e joias;
possui diversas aplicacdes industriais € em pesquisas, sozinho ou em ligas com outros metais.
Recentemente, a ampla liberacdo de niquel pelas atividades industriais, em especial pela
fabricagdo do aco inoxidavel, bem como pelo uso de lodo proveniente do tratamento de
esgoto como condicionador de solos agricolas, pela queima de 6leo e carvdo em usinas de
geracdo de energia elétrica e na incineragdo de residuos so6lidos urbanos, causaram um

aumento nos niveis deste metal na pedosfera e em outras matrizes ambientais. Embora seja
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essencial as plantas e outros organismos em baixas quantidades, em altas concentragdes o
niquel pode ser toxico (ALLOWAY, 2013; OLIVEIRA, 2006).

O zinco ¢ utilizado em revestimentos anticorrosivos, misturas para fundi¢cdes e em
latdes, chapas e laminas de revestimento de baterias elétricas, entre outras areas (OLIVEIRA,
2006). As atividades humanas tém aumentado as concentragdes de zinco nos solos através das
deposicdes atmosféricas, fertilizagdo e aplicagdo do lodo de estagdes de tratamento de esgoto.
Areas localmente contaminadas sdo geralmente encontradas proximas as atividades de
fundi¢do, mineracdo e galvanizagdo. Elevadas concentragdes de zinco podem causar efeitos
toxicos em plantas e micro-organismos presentes no solo antes de causar efeitos ao homem
(ALLOWAY, 2013).

A CETESB possui, para diversos elementos, valores orientadores para a concentragao
desses em solo e agua subterrdnea no Estado de Sao Paulo. Assim, define-se (CETESB,

2005a):

e Valor de Referéncia de Qualidade (VRQ): “¢é a concentragdo de determinada
substancia no solo ou na agua subterranea, que define um solo como limpo ou a
qualidade natural da Agua subterrinea”. E utilizado como referéncia para agdes de
prevencao da polui¢do e de controle de areas contaminadas;

e Valor de Prevencdo (VP): “é a concentracao de determinada substincia, acima da qual
podem ocorrer alteragdes prejudiciais a qualidade do solo e da agua subterrdnea”.
Indica a qualidade de um solo capaz de sustentar as suas fungdes primarias;

e Valor de Intervencao (VI): “é a concentracdo de determinada substancia no solo ou na
agua subterranea acima da qual existem riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude
humana, considerado um cenério de exposicao genérico” para diferentes usos do solo.
Uma area ¢ classificada como Area Contaminada sob Investigagio quando se constatar
a presenca de um contaminante acima do VI, o que indica a necessidade de a¢des para

proteger areas de risco.

Assim, para os metais citados anteriormente, a Tabela 1 traz seus valores orientadores

para o solo:



Tabela 1 — Valores orientadores para o solo (mg/kg de peso seco)

VI
Metal | VRQ VP Area Area Area
agricola residencial industrial
Chumbo 17 72 180 300 900
Cobre 35 60 200 400 600
Niquel 13 30 70 100 130
Zinco 60 300 450 1000 2000
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VRQ: Valor de Referéncia de Qualidade; VP: Valor de Prevencdo; VI: Valor de Intervencao.
(Adaptado de CETESB, 2005a)

3.4.1 Metais pesados no meio ambiente: a Regido dos Lagos

Alguns metais pesados, como o chumbo, ndo sdo benéficos aos organismos, nem
mesmo em baixissimas concentracdes. Outros metais podem tornar-se toxicos quando em
grandes quantidades, ou possuem efeito acumulativo, o que ¢ um agravante quando presentes
no meio ambiente (BONACIN SILVA, 2001).

Nas industrias ceramicas, os residuos potencialmente mais toxicos sdo: os lodos e
efluentes liquidos do tratamento fisico-quimico aplicado aos residuos da linha de esmaltagdo e
corantes, os cacos de pisos descartados antes e apOs a queima (passo pos esmaltagdo/corantes)
e os efluentes gasosos liberados na queima em forno (BONACIN SILVA, 2001).

Em estudos realizados por Bonacin Silva (2001) na Regido dos Lagos, em Santa
Gertrudes, foram encontradas amostras de solo (em pontos proximos ao da coleta realizada no
presente trabalho) com teores de chumbo entre 270 mg/kg e 702 mg/kg, e zinco entre 83
mg/kg e 213 mg/kg, o que, segundo o autor, evidencia a influéncia dos residuos gerados pela
indtstria ceramica Poliglass no meio ambiente da regido, industria esta que ja estava
desativada na época da pesquisa. Em outros pontos, tais teores chegaram a mais de 34.000
mg/kg de chumbo e 17.000 mg/kg de zinco. Foram encontrados também altos teores de
diversos metais nos sedimentos de fundo dos lagos da area de coleta (até 1.570 mg/kg de
chumbo e até 365 mg/kg de zinco), principalmente nas camadas superficiais de até 15 cm de
profundidade. No ponto mais atingido de outra area, os teores de chumbo e zinco chegaram a
4.178 mg/kg e 4.195 mg/kg, respectivamente.

Tal autor também analisou os materiais e residuos de algumas industrias ceramicas
localizadas em Santa Gertrudes, e concluiu que havia uma expressiva quantidade de chumbo,
zinco, boro e outros metais (como cromo e niquel) e semi-metais empregados na confec¢ao de

esmaltes e corantes cerdmicos. Experimentos também indicaram que parte desses metais
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poderia ficar disponivel no meio ambiente, o que torna relevante o problema dos descartes de
cacos de pisos realizados até hoje na regido. Além disso, andlises de amostras de dgua de
chuva indicaram grandes quantidades de material particulado contendo chumbo, este
provavelmente proveniente das emissdes industriais.

O estudo do comportamento de chumbo e zinco em solos, sedimentos, aguas
subterraneas e superficiais permitiu concluir que a recupera¢do ou remediacdo das areas
contaminadas, em Santa Gertrudes, pode ser feito através de: isolamento para a atenuagdo
natural do problema, no caso de contaminacao por chumbo e zinco; e tratamento in situ e/ou
remocao dos metais contaminados, para contamina¢do por chumbo. Principalmente devido a
sua baixa mobilidade, o chumbo ¢ o maior contaminante da area estudada (BONACIN

SILVA, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado para producdo de ramnolipidios foi P. aeruginosa LBI
2A1, proveniente de um banco de mutantes randémicos do Laboratério de Microbiologia
Industrial, UNESP — Rio Claro (LOVAGLIO, 2011). O micro-organismo encontrava-se em

tubos criogénicos armazenados em ultra freezer a -80 °C.

4.2 Meios de cultura

4.2.1 Meio Mineral Livre de Calcio com Tampdo Fosfato (MLCTF)

Este meio foi utilizado para produg¢do de ramnolipidios em frascos Erlenmeyer. Sua
composicdo consiste em (g/L): MgSO4 7H,O - 0,05; KCI — 0,1; NaNO; - 1,5; fonte de
carbono — 50, 125 e 250; tampao fosfato 0,1 M pH 6,5 ¢ 1 mL/L da solugdo de elementos
tracos. Esta solug¢do é composta por (g/L): citrato de sédio dihidratado — 2,0; FeCl; 6H,0 —
0,28; ZnSO4 7H,0 — 1,4; CoCl, 6H,0 — 1,2; CuSO4 5H,0 — 1,2; MnSO4 H,O — 0,8. Como
fonte de carbono foi utilizado O6leo residual de fritura, proveniente do Restaurante

Universitario da UNESP — Rio Claro.

4.2.2 Caldo Nutriente (CN)

Composi¢do do meio utilizado para o pré-cultivo do micro-organismo em (g/L):

peptona - 5,0; extrato de carne - 3,0.
4.3 Condicoes de cultivo
4.3.1 Preparo do inoculo
Primeiramente os micro-organismos foram pré-cultivados em frascos Erlenmeyer (125
mL) contendo 25 mL de meio CN e 100 pL da cultura estoque de P. aeruginosa LBI 2A1,

com incubagdo em mesa agitadora durante 24 horas a 37 °C e 200 rpm. Em seguida

transferiu-se 2,5 mL do pré-cultivo para frascos de 500 mL com 200 mL de MLCTF e 6%
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(m/v) de 6leo residual de fritura; os frascos foram incubados por 24 horas a 30 °C e 200 rpm.
Esta cultura foi utilizada para inoculacdo do meio de producao, resultando em uma Densidade

Optica em comprimento de onda de 580 nandmetros (D.Osgonm) inicial da fermentagao de 0,1.

4.3.2 Produgdo de ramnolipidios

Foram avaliadas trés concentragdes de oleo residual, 50 g/L, 125 g/L e 250 g/L. A
producao do biossurfactante foi feita em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com 200 mL de meio
MLCTF e o in6culo foi adicionado de acordo com o que foi descrito no item 4.3.1. Os frascos
foram incubados por 120 horas, a 200 rpm e 37 °C. As amostras foram retiradas a cada 24
horas para analise do crescimento, produ¢ao de ramnolipidios e consumo da fonte de carbono.

Os experimentos foram conduzidos em triplicata.

4.3.3 Extra¢do de ramnolipidios

O caldo livre de células foi misturado com cloroférmio e metanol (3:2:1
volume/volume - v/v) e agitado vigorosamente por 10 minutos. Posteriormente, a mistura foi
mantida em repouso até ocorrer a separacdo das fases. Coletou-se a fase inferior contendo
ramnolipidios e solvente, e o processo foi repetido. Apos a repeticao, o solvente foi evaporado

em rotavapor para a obtencdo do tensoativo. A fase com 6leo foi descartada.

4.4 Aplicacao de ramnolipidios em solo

4.4.1 Coleta de amostra de solo

Foram coletadas trés amostras superficiais de solo (profundidade de até cinco
centimetros) na Regido dos Lagos, Santa Gertrudes. O local de coleta fica as margens de um
pesqueiro que ainda contém muitos residuos de ceramica (cacos e pedagos de pisos e azulejos
esmaltados). Antes de ser composta a amostra, todo o material coletado foi peneirado para a

remocao dos cacos de ceramica de menor tamanho.
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4.4.2 Caracterizacdo da amostra de solo

A caracterizacdo do tipo de solo foi feita segundo as seguintes andlises fisicas e
quimicas: analise granulométrica no laboratério didatico de Geotécnica, Departamento de
Geologia Aplicada, UNESP — Rio Claro, segundo Norma Brasileira (NBR) 7181/1984 da
Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 1994); capacidade de troca de cations
(CTC) e porcentagem de matéria organica da amostra de solo, ambos realizadas pelo
Laboratorio de Fertilidade do Solo do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), segundo
metodologia propria.

As concentragdes dos metais presentes na amostra de solo foram determinadas pelo
Laboratério de Fertilizantes e Residuos do IAC, segundo metodologia 3051a do United States
Environmental Protection Agency (US EPA).

4.4.3 Lavagem de solo em coluna

A lavagem de amostras de solo residual da cerdmica foi realizada em dois tipos de
coluna de vidro. A primeira com 20 cm de altura por 2,2 cm de diametro, saida lateral e
camada de silica na extremidade anterior, antes da saida (Figura 2A). O segundo tipo de
coluna era reta, sem saida lateral, com 23 cm de altura, 1,1 cm de diametro e foi colocado um
tampao de gaze antes da saida inferior, para evitar a perda de solo (Figura 2B). Empregou-se
os métodos utilizados por Juwarkar et al. (2007) e Wang e Mulligan (2009b) para a lavagem
de solos contaminados artificialmente e rejeitos de mineragdo, respectivamente, ambos com
modificagdes. Foram testadas varias configuracdes em sistema aberto e fechado, com fluxo
descendente e ascendente de 0,75 mL/min, o qual foi determinado devido as caracteristicas da
amostra de solo. Diversos problemas na realizacdo deste tipo de lavagem foram encontrados,

o que levou a mudanga do método.
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Figura 2 — Colunas de vidro utilizadas nos experimentos. A: coluna com saida lateral; B:

coluna reta.

4.4.4 Lavagem de solo em mesa agitadora

Para a remocdo de metais pesados das amostras, foram testadas solu¢des com
concentragdes de 0,5 g/L e 1,0 g/L do biossurfactante e também o caldo livre de células, em
dois valores de pH inicial, 8,0+0,1 ¢ 9,0+0,1, resultando em seis experimentos. O caldo livre
de células utilizado ¢ resultado de uma fermentacdo em reator, a qual seguiu o mesmo
protocolo anteriormente citado, contendo uma concentracao de ramnolipidios igual a 36 g/L.

Foram utilizados 80 g de solo e 240 mL de solu¢do em Erlenmeyer de 500 mL, numa
razao de massa de solo por volume de solucdo de 1:3 m/v. A lavagem foi realizada em mesa
agitadora a 150 rpm por 48 horas na temperatura de 28 °C, a qual corresponde
aproximadamente a média anual das temperaturas maximas no municipio de Santa Gertrudes,
segundo o Centro de Pesquisas Meteoroldgicas e Climaticas Aplicadas a Agricultura
(CEPAGRI) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A baixa agita¢ao foi
escolhida pelas caracteristicas do solo. O controle foi feito com dgua de torneira, seguindo
analise de Juwarkat et al. (2007). A fim de comparar os resultados obtidos, foram também
realizados testes utilizando-se o surfactante comercial SDS na concentracdo de 1,0 g/L e pH

9,0+0,1. Foram retiradas amostras somente ao final dos experimentos, apés um periodo de
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descanso sem agitagdo para a sedimentacdo das particulas finas de solo, seguida pela
centrifugacdo da fase liquida por 20 minutos a 5.000 rpm e 23 °C (temperatura ambiente do

laboratorio).

4.5 Métodos analiticos

4.5.1 Processamento das amostras

O processamento das amostras seguiu-se da seguinte maneira (LOVAGLIO, 2011): a
10 mL do caldo fermentado foi adicionado n-hexano (1:1). As amostras foram agitadas
vigorosamente por 1 minuto e centrifugadas a 5.000 rpm, 4 °C durante 30 minutos, para que
ocorresse a separacao das trés fases: células/fase aquosa/n-hexano. A fase aquosa foi utilizada
para quantificagdo de ramnose, o pellet para quantificagdo da biomassa, ¢ o n-hexano para

quantificagdo do consumo da fonte de carbono, ambos descritos abaixo.

4.5.2 Avaliagdo da producado de ramnolipidios

Uma aliquota de 2 ml da fase aquosa foi utilizada para quantificacao de ramnolipidios.
Primeiramente adicionou-se H3PO4 85% 1:100 (v/v) para ajustar o pH para 2,0 ou 3,0,
levando a precipitagdo dos ramnolipidios presentes. Em seguida utilizou-se acetato de etila
1:1,25 (v/v) para extracdo do tensoativo; centrifugou-se a 10.000 rpm, 4 °C e 10 minutos,

retirou-se a fase superior e repetiu-se o procedimento com acetato de etila.

4.5.3 Determinacgdo da concentragdo de ramnolipidios

Antes de realizar as andlises em High Performance Liquid Cromatography (HPLC) ou
cromatografia liquida de alta eficiéncia em portugués, foi feita a cromatografia em camada
delgada para verificar se houve produ¢do de ramnolipidios. Em placas de silica-gel foram
colocadas 4 pL de cada triplicata de amostras das fermentagdes, formando um ponto para
cada tempo de fermentagdo. Como fase modvel foi utilizada a mistura de
cloroféormio/metanol/acido acético (65:15:2 v/v) e como agente revelador a mistura de 2 mL
de anisaldeido em 100 mL de 4cido acético acrescido de 2 mL de 4cido sulfurico.

Para que os ramnolipidios fossem analisados via detector ultravioleta (UV), os padrdes

e as amostras de ramnolipidios foram derivatizados de acordo com o que foi descrito por
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Schenk, Schuphan e Schmidt (1995), com pequenas modificagdes. As amostras, contendo
ramnolipidios e acetato de etila, foram primeiramente evaporadas; em seguida adicionou-se
360 pL de acetonitrila e 40 uL da mistura 1:1 (v/v) de brometo de 4-bromofenacil 40 mM e
Trietilamina 20 mM, ambos em acetonitrila. A derivatizagao foi feita por 1,5 horas a 60 °C e
1.400 rpm, em um banho seco (Thermomixer comfort, Eppendorf AG).

As andlises foram feitas com um equipamento HPLC (Shimadzu) acoplado a um
detector UV. Para a calibragdo do HPLC utilizou-se solu¢dao padrao de mono- e di-
ramnolipidio nas concentragdes de 0,25 g/L; 0,50 g/L; 0,75 g/L e 1,0 g/L. Para as analises
utilizou-se uma coluna de fase reversa (C18, Shimadzu - 150 mm x 4,6 mm, 5 um silica gel) a
30 °C. As fases movel foram Solugdo A com 5% de metanol e Solu¢do B com 95%, ambas
em agua ultra pura. Para que ocorresse a separacdo dos homologos presentes, foi estabelecido
um gradiente de 80 a 100% da Solugdo B, de acordo com o seguinte protocolo: de 0 a 17
minutos, aumento da Solugdo B de 80 para 100%, conservando-se em 100% até 25 minutos.
Em seguida ocorre um decréscimo para 80% até 30 minutos, mantendo-se por mais 5 minutos
para que ocorra equilibrio. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL/min e os ramnolipidios foram
monitorados a 254 nm. Os tempos de retengdo foram 21,5 min + 0,1 min para Rha-Rha-

C10C10 (§ 22,2 + 0,1 min para Rha-CloClo.
4.5.3 Determinacdo da biomassa microbiana

ApoOs a separagao das trés fases (item 4.5.1) o pellet de células foi ressuspenso em
cloreto de sodio (NaCl) 0,85% (mesmo volume que a amostra inicial) e centrifugado a 4.600g,
a 4 °C por 30 minutos. Em seguida o pellet foi dissolvido em menor volume de solucdo salina
e mantido em estufa a 100 °C até atingir peso constante.

4.5.4 Determinacdo do oleo residual

A fase de n-hexano foi usada para determinagdo gravimétrica das concentragdes de

oleo, depois da evaporacao do solvente.

4.5.5 Andlise das lavagens do solo

As concentragdes de metais nas solugdes liquidas antes e apos a aplicagao no solo

foram analisadas pelo Laboratorio de Fertilidade do Solo do IAC, através de determinagao
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direta por espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado indutivamente (Inductively

Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry - ICP-OES).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliaciao da producido de ramnolipidios, crescimento celular e éleo residual

A analise da cromatografia em camada delgada (Figura 3) indicou que houve a

produgdo de ramnolipidios durante as fermentacdes realizadas. Os spots mostram a presenga

de mono (RL2) e di-ramnolipidios (RL1) nas amostras coletadas.

Acidos graxos

no-ramnolipidios

ramnolipidios

Ed125gL
K4 125 g/l
24125 g/l

=
v
o
T
24

h h 72h h 120 h

Figura 3 — Cromatografia em camada delgada indicando a presenga de mono e di-
ramnolipidios nas amostras das fermentagdes realizadas utilizando-se Pseudomonas

aeruginosa LBI 2A1 com diferentes concentragdes da fonte de carbono.

A cromatografia em camada delgada serviu de base para a determinagdo do volume
das amostras de ramnolipidios e acetato de etila a serem evaporadas antes da fase de
derivatizacdo. Quanto mais forte a tonalidade do spot, menor o volume a ser evaporado.

Apos a passagem das amostras de ramnolipidios derivatizadas pelo HPLC, as areas
correspondentes aos homologos dos ramnolipidios RL1 e RL2 foram convertidas em
concentragdes de ramnolipidios produzidos, como consta na Figura 4.

Como ¢ possivel observar nesta figura, todas as fermentagdes obtiveram maior

producao final de RL2 do que de RLI1. Verificou-se que as maiores producgdes de
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ramnolipidios ocorreram para as concentracdes de fonte de carbono de 125 g/L e 250 g/L. A
produgdo total dessas fermentagdes (produ¢do somada de RL1 e RL2) foram préximas,

atingindo respectivamente 0,415 g/L ¢ 0,441 g/L.
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Figura 4 — Producao de ramnolipidios (homoélogos RL1, RL2 e producao total) (g/L) para as
concentragdes de fonte de carbono de (a) 50 g/L, (b) 125 g/L e (c) 250 g/L. As barras

correspondem aos desvios padrao.
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O resultado do crescimento microbiano, consumo da fonte de carbono e produgdo de
ramnolipidios totais para as amostras retiradas das fermentagdes utilizando as trés
concentragoes de dleo de fritura do Restaurante Universitario estdo na Figura 5.

O crescimento microbiano foi variavel e baixo em todos os experimentos, nao
ultrapassando 1,43 g/l (Figura 5 (c)). Porém, a producdo de ramnolipidios ndo foi
comprometida, indicando que o metabolismo celular foi direcionado para a producdo do
tensoativo e ndo para o crescimento da bactéria.

Tal variagdo do crescimento microbiano, principalmente proxima aos tempos de 72
horas e 96 horas, deve-se a dificuldade do método adotado para o processamento das amostras
quantificar este parametro, pois a grande producdo de polimeros pela Pseudomonas
aeruginosa atrapalha a centrifugacao das células, afetando o resultado final.

O oleo residual também se apresentou variavel, e os dados indicam que houve baixo
consumo do mesmo, com taxas de 2,27% de consumo na fermentagdo com 50 g/L de 6leo;
17,23% no experimento com 125 g/L de 6leo e 36,2% na fermentagdo com 250 g/L de 6leo. A
eficiéncia na conversao da fonte de carbono em ramnolipidios foi superior na fermentagao
onde se utilizou 125 g/L da fonte de carbono, pois com um consumo 50% menor, produziu
concentracao semelhante a obtida com 250 g/L de 6leo de fritura.

A andlise estatistica das produgdes de ramnolipidios através do uso da ferramenta
ANOVA mostrou que os valores alcancados com as trés concentracdes de oleo de fritura ndo
sdo estatisticamente significantes (p = 0,423).

Assim, as maiores producdes de ramnolipidios corresponderam as concentragdes de
oleo de 250 g/L e 125 g/L, nesta ordem. Tanto as produgdes quanto o crescimento microbiano
desses experimentos foram semelhantes. Portanto, escolheu-se utilizar a concentracdao de 125
g/L para a producdo do ramnolipidio, pois esta acarretou em uma producdo semelhante a
concentragdo de 250 g/L, porém utilizando-se de metade da concentragdo da fonte de carbono,

resultando em um melhor producao em relacao ao consumo de 6leo de fritura.
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Figura 5 — Crescimento microbiano (g/L), producdo de ramnolipidios (g/L) e o6leo residual

(g/L) das fermentagdes com concentracdo inicial da fonte de carbono igual a (a) 50 g/L, (b)

125 g/L e (c) 250 g/L.
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5.2 Coleta de amostras de solo

A coleta de solo foi realizada no dia 15 de fevereiro de 2013, no periodo da manha.
Segundo dados da estagdo meteoroldgica localizada no Centro de Andlise e Planejamento
Ambiental (CEAPLA) da UNESP — Rio Claro, a temperatura as 9 h era de 26,3 °C, ¢ a
umidade relativa do ar situava-se entre os valores maximo e minimo de 97% e 50%,
respectivamente.

A estrada de terra que da acesso aos pesqueiros encontra-se coberta por cacos de
ceramica, como mostra a Figura 6. Os pontos de coleta também continham cacos de ceramica,
porém em menor quantidade (Figura 7). Tais pontos encontram-se em uma area de menor
altitude, o que favoreceu a concentracdo de metais pesados ao longo do tempo, visto que os
metais devem ter sido lixiviados das areas de maior altitude para as de menor altitude, como
indicado por Schoenlein (2006) e também pela CETESB (2005b), o que levou a contaminagao
das aguas e dos sedimentos dos pesqueiros.

Foram coletados aproximadamente trés quilogramas de amostra, de trés pontos

proximos, resultando em uma amostra composta de solo, a qual foi caracterizada.

35 b g A e - 7 g ¥ " ow SPRINE P e >
Figura 6 — Estrada de acesso aos pesqueiros coberta por residuos de cerdmica.
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Figura 7 — Coleta das amostras de solo. Notar a presenca de residuos da industria ceramica no

local.
5.3 Caracterizacio da amostra de solo
5.3.1 Andlise granulométrica
A analise granulométrica realizada mostrou a predominancia de particulas finas (silte e
argila) na amostra de solo, como indica a Tabela 2 e a Figura 8. A massa especifica dos

solidos foi determinada como sendo de 2,735 g/cm?.

Tabela 2 — Distribui¢ao granulométrica da amostra de solo

Fracao Diametro (mm)  Distribuicio (%)
Argila <0,002 31,53
Silte 0,002 <d < 0,06 53,34
Areia fina 0,06 <d<0,2 6,89
Areia média 0,2<d<0,6 8,24

Areia grossa 0,6<d<2,0 0
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Figura 8 — Curva granulométrica da amostra de solo. Nota-se que aproximadamente 85% da

amostra € composta por silte e argila, particulas finas.

Em termos geoldgicos, o municipio de Santa Gertrudes localiza-se na Bacia
Sedimentar do Parana, e os solos com grande potencial para a induastria ceramica sao
originados pela Formagdo Corumbatai, a qual possui rochas com caracteristicas argilosas e de
coloragdo arroxeada ou avermelhada (CHRISTOFOLETTI; MORENO, 2004). A é&rea
estudada possui tanto latossolos roxos como terras roxas estruturadas (OLIVEIRA et al.,
1999).

O resultado da analise granulométrica, entretanto, mostra que o principal componente
da amostra de solo ¢ o silte, o que indica que tal amostra ¢ composta pelos residuos
resultantes da exploracdo da fragdo argila do solo encontrado no local da coleta, o que condiz
com a observa¢do de Moura (2006) de que, pedologicamente, o material coletado ndo mais
pode ser chamado de solo, ja que houve a mistura do mesmo com residuos solidos (resultantes

do processo ceramico).
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5.3.2 CTC e matéria organica

A capacidade de troca de cations ¢ definida como a quantidade total de cations retidos

a superficie do solo e seus componentes em condi¢ao permutavel (ligagdes sdo reversiveis), €
¢ calculada pelas concentragdes dos ions de célcio, magnésio, potdssio, hidrogénio e aluminio
presentes no solo (RONQUIM, 2010). Assim, quanto maior a CTC do solo, maior nimero de
cations o mesmo pode reter. Por outro lado, um solo com alta CTC influenciaria
negativamente os experimentos, pois as solucdes utilizadas poderiam remover os cations
trocaveis em vez dos metais pesados.
O valor de CTC encontrado na amostra foi de 102,869 milimol de carga por quilograma
(mmol/kg). Este ¢ um valor baixo se comparado a valores médios de CTC em amostras de
solos argilosos, como o latossolo roxo e a terra roxa estruturada do estado de Sao Paulo, as
quais apontam 289 mmol./kg e 244 mmol./kg, respectivamente (RALJ, 2010).

A matéria organica ¢ composta pelos restos de seres vivos em decomposicdo. A parte
himica, que corresponde a por¢do de matéria organica relativamente estavel no solo, possui
potencialmente mais cargas negativas do que qualquer mineral de argila (LEPSCH, 2011).
Dessa forma, altas porcentagens de matéria organica podem influenciar no tratamento adotado
para a remoc¢do de metais pesados da amostra de solo, devido a sua alta capacidade de
retencdo de metais.

A porcentagem de matéria orginica contida na amostra de solo ¢ de 1%, o que
equivale a 10 g/dm? (pH 7,3). Este teor ¢ correspondente a classe de solos arenosos, o que €
outro indicador da descaracterizagao do solo presente no local em relacdo ao seu contetdo
original. Solos argilosos possuem de 31 g/dm? a 60 g/dm? de matéria organica (INSTITUTO
AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2012), portanto o valor encontrado para a amostra é muito

abaixo deste limite.
5.3.3 Metais pesados
As andlises realizadas pelo Laboratorio de Fertilizantes e Residuos do IAC para os

metais pesados analisados (chumbo, cobre, niquel e zinco) resultaram nos seguintes teores

totais (Tabela 3):
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Tabela 3 — Teores totais dos metais pesados na amostra

Parametro Unidade Resultado

Chumbo mg Pb/kg 2039
Cobre mg Cu/kg 198
Niquel mg Ni/kg 8,9
Zinco mg Zn/kg 366

Observa-se que, desses metais, a tnica concentracao abaixo do Valor de Referéncia de
Qualidade determinado pela CETESB ¢ a do niquel; cobre e zinco estdo acima do Valor de
Prevencao, mas abaixo do Valor de Intervengao (VI) de qualquer uma das trés classes de uso
do solo.

O chumbo, porém, estd muito acima do VI para qualquer uma das classes de uso do

solo, o que configura riscos potenciais, diretos ou indiretos, a satide humana.

5.4 Lavagem de solo em coluna

Apbs a caracterizagdo do solo, foi decidida a utilizagdo de um fluxo baixo de 0,75
mL/min para a lavagem de solo. O fluxo foi determinado com o intuito de permitir o maior
contato entre as solucdes de lavagem e as particulas de solo, além de evitar o carreamento das
particulas finas do solo pelo sistema. Foram testadas diversas configuragdes do sistema

disponivel em laboratorio, descritas abaixo:

e Configuracao 1: sistema aberto composto pela coluna de vidro A, uma bomba e dois
béqueres para armazenar a solucdo (Figura 9 (a)); a coluna foi parcialmente
preenchida com 50 g da amostra composta de solo. A bomba impulsionava a solugdo
liquida para a coluna, resultando em um fluxo descendente de 0,75 mL/min. Apos
alguns minutos de teste, porém, a solugdo parou de descer pela coluna de solo (Figura

9 (b)), pois 0 mesmo ficou muito compactado, o que impedia a passagem da solugao;
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Figura 9 — (a) Configuracdo 1, sistema aberto com coluna A e fluxo descendente. (b)

Compactagdo da coluna de solo ap6s alguns minutos de experimento.

Configuracdo 2 (Figura 10 (a)): sistema fechado composto pela bomba e por duas
colunas do tipo A, uma contendo 50 g de solo e outra para o armazenamento da
solugdo. A bomba impulsionava a solugdo da coluna de armazenamento para a coluna
com solo, em um fluxo descendente de 0,75 mL/min, e retornava a solu¢do que saia
para a coluna de armazenamento. Ocorreu o mesmo problema da configuragdo
anterior (Figura 10 (b)); um fluxo maior somente fez com que o solo ficasse mais
compactado na coluna. Realizou-se um teste com menor quantidade de solo na coluna

(20 g), e os mesmos problemas surgiram,;
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Figura 10 — (a) Configuracdo 2, sistema fechado com coluna A e fluxo descendente; o

detalhe em (b) mostra que ndo ocorre a passagem de solugdo pelo solo (espago sem liquido

abaixo da camada de silica).

Configuragao 3: sistema idéntico a configuragdo anterior, porém com fluxo ascendente
de 0,75 mL/min que, mesmo sendo baixo, fez com que as particulas finas de solo
entrassem em suspensao. Apos alguns minutos, a camada inferior de solo comecou a
se compactar e a subir a coluna (Figura 11 (a)). Particulas de solo passaram para a
coluna de armazenamento e para os tubos de ligacdo do sistema e da bomba, e também
comegaram a se acumular ao longo dos mesmos. Como o tubo que passa pela bomba
possui um didmetro interno muito reduzido, surgiu a preocupagdo de que pudesse
ocorrer o entupimento do mesmo pelas particulas, causando danos ao aparelho. Além

disso, foi possivel verificar que a solu¢do que passava pela pequena parte da amostra
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de solo que ficou retida no fundo da coluna seguia sempre os mesmos caminhos
abertos pelo liquido (Figura 11 (b)), o que minimizava a area de contato solido-liquido
e poderia influenciar em baixas remogdes de metais, uma vez que nem todo o material

estaria sujeito a um contato com a solu¢ao;

Figura 11 — Configuragdo 3, sistema fechado com coluna A e fluxo ascendente; em (a) ¢
possivel observar a distancia percorrida pelo solo em direcdo ao fluxo; em (b) nota-se a

formacao dos canais preferenciais de passagem da solucao.

e Configuragdo 4 (Figura 12 (a)): semelhante a configuracdo 2, porém com a amostra de
solo sendo colocada na coluna do tipo B. Fluxo descendente de 0,75 mL/min.

Observaram-se os mesmos problemas da configuragao 2;
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e Configuragdo 5: sistema igual ao anterior, porém com fluxo ascendente de 0,75

mL/min. Ocorreram as mesmas dificuldades da configuracao 3 (Figura 12 (b)).

(@) (b)

Figura 12 — (a) Configuragdo 4, sistema fechado com coluna B e fluxo descendente.
Apresentou os mesmos problemas que a configuracao 2. (b) Configuragdo 5, sistema fechado
com coluna B e fluxo ascendente. Apresentou os mesmos problemas que a configuragio 3. E

possivel notar o deslocamento vertical da camada de solo.

O wuso de diversas configuragdes e colunas diferentes para a realizagdo dos
experimentos mostra que, neste caso, a dificuldade de realizagdo da lavagem de solo em
coluna consiste no conteudo granulométrico da amostra, que contém grande porcentagem de

particulas finas (aproximadamente 85% de silte e argila), e ndo nos tipos de coluna utilizados.
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Devido aos problemas encontrados e a auséncia de outros aparelhos disponiveis no
laboratério para a realizacdo de novos testes com outras configuragdes, a solugdo encontrada
foi a alteracao do protocolo a ser utilizado. Optou-se, entdo, por testar a remoc¢ao dos metais
pesados da amostra de solo em mesa agitadora, de acordo com o que foi descrito por Asgi,
Nurbas e A¢ikel em estudos sobre a sor¢do e recuperacdo de cadmio (II) em diversos tipos de
solos (2007; 2008a; 2008b) e também sobre a remogao de ions de zinco de um componente do
solo (2008c).

Pretendeu-se que tais modificagdes possibilitassem aumentar tanto a superficie de
contato como o tempo de contato entre solo com metais e solucdo de tratamento, o que

poderia permitir uma remog¢ao mais eficiente dos metais pesados do solo.

5.5 Lavagem de solo em mesa agitadora

A Figura 13 mostra o experimento de lavagem de solo em mesa agitadora, solugdo

adotada apos ser verificada a impossibilidade de realizagdo da lavagem da amostra de solo em

colunas de vidro.

:' 4 "' . ‘
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Figura 13 — Lavagem de solo em mesa agitadora realizada por 48 horas a 150 rpm e 28 °C.

As Figuras 14 a 17 trazem os resultados de remog¢ao de chumbo, cobre, niquel e zinco,
respectivamente, para as seis condigdes testadas utilizando-se ramnolipidios, além da

comparac¢ao com o SDS e do experimento controle.
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Como ¢ possivel observar, para os quatro elementos avaliados, as maiores
porcentagens de remog¢ao corresponderam ao uso do caldo livre de células em pH 8,0. A
concentracdo de ramnolipidios no caldo € superior as concentragdes testadas nas solugdes.
Além disso, ¢ provavel que o conteudo diferenciado do caldo pode ter auxiliado nas maiores
remogodes, visto que o mesmo contém polissacarideos sintetizados pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa ao final da fermentagdo. Tais polimeros podem ter se ligado aos metais presentes
no solo, facilitando a remog¢ao dos mesmos pelo caldo utlizado.

Uma observagdo realizada foi de que, apds o término dos experimentos, apods
centrifugacdo das amostras, foi necessario repetir o processo diversas vezes para 0s
experimentos que utilizaram o caldo. Devido a alta densidade do meio, as particulas finas do
solo continuavam em suspensao, mesmo apods repetidas centrifugacdes. Esta maior retengdo
das particulas do solo, devido a alta vscosidade do caldo, pode ter favorecido a remog¢ao dos
metais pesados.

O melhor resultado obtido pelo uso do caldo livre de células em relagdo as solugdes de
ramnolipidios implica em vantagens econOmicas para a utilizacdo desse biossurfactante na
remog¢ao de metais, uma vez que ndo ¢ necessario realizar a etapa de purificagdo do caldo, a
qual corresponde a maior porcentagem de custo do produto.

A estrutura do ramnolipidio se modifica conforme ocorre a variagdo de pH. Assim, as
maiores remogdes em pH 8,0 podem indicar uma mudanca de estrutura que favoreceu a
retirada dos metais contidos no solo. Ishigami et al. (1987) concluiram que a estrutura desse
biossurfactante passa de vesiculas em pH acido (4,3 a 5,8), para lamelas na faixa de pH de 6,0
a 6,5, a particulas de lipidios em pH 6,2 a 6,6, e finalmente, a micelas em pH alcalino (maior
que 6,8). Champion et al. (1995) analisaram o efeito do pH na morfologia do ramnolipidio
utilizando um laser de espalhamento de luz dindmico, concluindo que em pH de 7,5 a 8,0
ocorre a presenca de estruturas micelares, aumentando sua predomindncia com o aumento do
pH. Lovaglio et al. (2011) testaram a capacidade de emulsificagdo de benzeno, 6leo de soja e
querosene utilizando o ramnolipidio e o surfactante comercial SDS na faixa de pH de 3,0 a
9,0, e os melhores resultados se deram também no pH 8,0. Essas observacdes indicam que a
forma micelar favorece a atividade dos ramnolipidios, tanto na remo¢ao dos metais como na
emulsificagdo de compostos hidrofobicos.

Como tanto a CTC como a porcentagem de matéria organica se encontram em baixas
concentragdes na amostra, ¢ possivel que os resultados de remocao de metais ndo tenham sido

afetados por tais ions contidos no solo.
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O SDS, um dos surfactantes comerciais mais utilizados no mundo, apresentou
resultados pouco expressivos, com menores porcentagens de remogao do que os experimentos
com ramnolipidios/caldo livre de células. Isto assinala uma vantagem de substituicao desses
produtos, uma vez que o biossurfactante se mostrou mais eficiente e possui caracteristicas
biodegradaveis que ndo causam danos ao meio ambiente e aos seres vivos. De acordo com
Juwarkar et al. (2007), a aplicacdio de ramnolipidios em solo contaminado por metais
contribuiu para o aumento da populacio microbiana presente, comprovando sua
compatibilidade com os seres vivos.

Os experimentos controle utilizando agua de torneira também obtiveram baixas
porcentagens de remocao dos elementos. A agua de torneira simula a remog¢ao das fragdes
moveis dos metais, fracdo fracamente ligada as particulas de solo JUWARKAR et al., 2007).
Serve como um comparativo entre o que seria a remocao natural dos metais por lixiviagdo e a
acdo das solu¢des com ramnolipidios ou o caldo livre de células. Assim, o metal mais
facilmente removido por lixiviagdo seria o cobre, enquanto os demais sdo mais fortemente
ligados ao solo, 0 que mostra a atuag@o dos biossurfactantes na sua remogao.

Dos metais analisados, a maior porcentagem de remog¢do foi do chumbo. Este ¢ um
resultado de grande interesse, pois tal elemento apresentou-se em niveis elevadissimos no solo
da Regido dos Lagos (2039 mg/kg). Embora a remocao de 5,505% (caldo livre de células em
pH 8,0) ndo reduza os niveis de chumbo a limites aceitaveis definidos pela CETESB, diversos
métodos podem ser usados em conjunto para reduzir tal passivo ambiental. Outrossim, mais
estudos podem ser realizados visando aumentar a eficiéncia de remog¢do, como testes com a

adicao de polimeros produzidos por outras bactérias ao caldo livre de células.
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6. CONCLUSOES

As principais conclusdes deste trabalho foram:

e Os resultados de producdo mostram a viabilidade de utilizagcdo do 6leo de fritura do
Restaurante Universitario como fonte de carbono para Pseudomonas aeruginosa LBI
2A1 sintetizar ramnolipidios. Como vantagem, existe a possibilidade de reutiliza¢ao
de um residuo para a producdo deste tensoativo, o qual pode ser usado para a
remediacao do meio ambiente;

e Os testes com diferentes concentracdes da fonte de carbono mostraram que 125 g/L de
6leo de fritura € o valor que possui a maior vantagem produtiva, se comparado ao teste
com 250 g/L de 6leo;

e A caracterizagdo granulométrica da amostra de solo coletada na Regido dos Lagos, em
Santa Gertrudes (SP), mostrou a prevaléncia de particulas finas (silte e argila), as quais
correspondem a aproximadamente 85% da amostra. A composi¢do granulométrica
indica que o local de coleta ndo apresenta mais caracteristicas do solo original. Os
baixos valores de CTC e porcentagem de matéria organica também apontam para esta
conclusdao;

e Os experimentos de lavagem de solo em coluna apresentaram diversos problemas
devido aos componentes finos presentes na amostra. A solucdo encontrada foi a
mudanca do protocolo escolhido, adotando a lavagem de solo em mesa agitadora;

e Os experimentos em mesa agitadora mostraram que as maiores porcentagens de
remogdo para chumbo, cobre, niquel e zinco ocorreram com caldo livre de células a
pH 8,0, o que ¢ uma vantagem, pois a ndo realizacdo da etapa de purificacdo do
ramnolipidio leva a menores gastos; e,

e Tanto o experimento controle quanto o com SDS mostraram baixas porcentagens de
remocao. A superioridade de remoc¢do de metais do ramnolipidio contra o SDS indica

uma vantagem de substitui¢ao do surfactante comercial.
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7. RECOMENDACOES

e Testes com adicdo de polimeros produzidos por bactérias ao caldo livre de células ou
solucdo de ramnolipidios a fim de verificar se ocorrem aumentos nas porcentagens de
remogao e se tais polimeros influenciam nessas taxas;

e Testes com diversos protocolos em conjunto ou subsequentes para verificar se ha
variacao nas porcentagens de remog¢ao dos metais pesados;

e Aprimoramento do método de lavagem de solo em coluna, a fim de verificar se com
tal procedimento ha maior retirada dos metais das particulas de solo;

e Teste de remogao de metais pesados em reator;

e Utilizagdo da propria bactéria para a remogao dos metais.
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