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RESUMO

A utilizacdo do petrdleo e seus derivados, pode ocasionar acidentes
envolvendo vazamentos que podem atingir ambientes aquaticos e terrestres.
No Brasil, atualmente é utilizada a mistura B5, que corresponde a 95% de
6leo diesel com 5% de biodiesel, apresentando desta forma uma
composi¢ao diversa de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos e, ainda,
ésteres de &cidos graxos de cadeia longa. O objetivo do estudo neste
trabalho foi isolar microrganismos com competéncia para degradar diesel e
biodiesel de um solo contaminado com hidrocarbonetos. Em uma primeira
etapa foram isoladas oito espécies bacterianas e oito fungos filamentosos e,
a sequir, realizou-se curvas de crescimento onde foram avaliado aumento de
biomassa, producdo de enzimas especificas, deteccdo de compostos
biossurfactantes e a degradacao de ésteres. Os isolados bacterianos
selecionados foram identificados como pertencentes aos géneros Bacillus
sp., Pseudomonas sp. e Sphingomonas, que apresentaram crescimento e
producdo de biossurfactantes monitorado pelo indice de emulsificagcdo e
pela reducdo na medida da tenséo superficial apoés 14 dias. Em relacédo aos
isolados fungicos F e H houve producgédo de biomassa significativa ao final de
30 dias, produziram lipases e estereases, porém nao produziram compostos
biossurfactantes. Na avaliacado cromatografica de ésteres totais, Bacillus sp.
e a Pseudomonas sp. apresentaram valores proximos a 100% de
degradacao de alguns ésteres presentes no biodiesel e para o isolado
fungico H, os valores ficaram préximos a 30%.

1Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Microbiologia
Ambiental,

Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre,RS, Brasil. Agosto, 2010.



ABSTRACT

The use of oil and its derivatives, can lead to accidents involving leaks that
may affect aquatic and terrestrial environments. In Brazil, currently is used
B5 blend, which is 95% diesel oil with 5% biodiesel, thus presenting a diverse
composition of aliphatic and aromatic hydrocarbons and also esters of long
chain fatty acids. The aim of this study was to isolate microorganisms from
soil contaminated with hydrocarbons power to degrade diesel and biodiesel.
In a first step we isolated eight bacterial species and eight filamentous fungi,
and then held growth curves which assessed increase in biomass production
of specific enzymes, detection of biosurfactant compounds and the
degradation of esters. The bacterial isolates selected were identified as
belonging to the genus Bacillus sp., Pseudomonas sp. Sphingomonas and
showed growth and production of biosurfactants monitored by emulsification
index and reduction in the extent of surface tension after 14 days. Regarding
fungal isolates F and H, there was significant production of biomass at 30
days, they produced lipases and estereases, but did not produce
biosurfactant compounds. On the chromatographic evaluation of total esters,
Bacillus sp. and Pseudomonas sp. showed values close to 100%
degradation of some esters present in biodiesel, and the fungal isolate H,

values were approximately 30%.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande utilizacdo do petréleo e seus derivados,
frequentemente ocorrem acidentes envolvendo vazamentos de Oleo que
podem atingir tanto ambientes aquaticos como terrestres. Tais acidentes sao
provenientes das inUmeras atividades como a exploracao, producéo, refino,
transporte e principalmente o armazenamento dos combustiveis. O petréleo
€ uma substancia inflamavel, com cheiro caracteristico e composto por uma
mistura de hidrocarbonetos, captado para as mais diversas finalidades, entre
elas a utilizagdo na forma de combustivel, podendo ser téxico para alguns
organismos. Os combustiveis sdo produtos do refino do petrdleo
compreendendo cadeias carbdnicas de Cs a Cay. No Brasil, a partir de
Janeiro de 2010 foi estabelecida a obrigatoriedade do uso de Diesel B5, que
€ uma mistura de 95% de 6leo diesel e 5% de biodiesel. Com esta decisao,
o Brasil da mais um importante passo na busca por combustiveis
alternativos. O biodiesel é considerado um substituto natural do diesel de
petréleo e, por esta razdo, este biocombustivel e suas misturas tem sido
avaliados em pesquisas com relagcdo ao impacto no solo e em diferentes

compartimentos ambientais, no caso de acidentes.



Na composicdo de Oleo diesel, estdo presentes desde
hidrocarbonetos alifaticos de facil degradacdo, até compostos mais
recalcitrantes, como o0s hidrocarbonetos aromaticos. Portanto, os
microrganismos com potencial enzimatico para metabolizar o diesel, podem
optar inicialmente pela degradacao das fracbes menos recalcitrantes, como
os alifaticos até as fracoes aromaticas. O biodiesel apresenta muitas
vantagens sobre os demais combustiveis, porém apresenta algumas
vulnerabilidades, podendo citar-se a baixa estabilidade quimica. Varios
fatores contribuem para a biodegradabilidade do biodiesel, tais como a
presenca de cadeias Cis - Cis (acidos graxos) que sao facilmente
degradadas pelos microrganismos, a auséncia de moléculas aromaticas,
propriedades higroscépicas e a disponibilidade de ligacbes éster de alta

energia.

No Brasil, a utilizacdo do potencial microbiano para a
detoxificagdo de contaminantes ambientais no processo chamado
biorremediacao, é ainda insipiente. Neste sentido € que o efeito combinado
de estratégias para a biorremediacao, utilizando enzimas, biossurfactantes e
uma competente  populacdo  microbiana  poderdo  incrementar
significativamente a degradacdo de combustiveis no caso de acidentes em
solo.

O objetivo deste trabalho foi isolar, selecionar e caracterizar
microrganismos quanto ao crescimento em Meio Mineral com diesel (BO),

20% de biodiesel no diesel (B20) e somente biodiesel (B100) em amostras



de solo proveniente de é&rea impactada com residuos petroquimicos
(landfarming) e de borra biolégica de uma centrifuga de biodiesel. Foram
avaliadas, durante o crescimento dos microrganismos em meio mineral e 1%
de biodiesel, a producdo de biomassa (UFC e peso seco), producdo de
enzimas monoxigenases, catecol 1,2 e 2,3 dioxigenase, protocatecol, lipase,
esterase, biossurfactantes, medidas de pH, condutividade e degradacédo de

ésteres totais por cromatografia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracterizacao do dleo diesel

No Brasil, o 6leo diesel é o principal produto do fracionamento do
petréleo. A composicao basica deste combustivel € de 2000 a 4000 de
hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos e aromaticos, sendo que as cadeias
carbbnicas variam de 6 a 30 atomos. ( Mariano 2009).

Pesquisas nesta area tém demonstrado que algumas populagdes
microbianas podem degradar fracoes alifaticas e aromaticas de
hidrocarbonetos simultaneamente, embora as adigcdes de determinados
compostos assim como a composicao de algumas misturas podem interferir

na degradacado dos componentes (Bento et al., 2005).

2.2 Caracterizacao do biodiesel

Na composicdo do biodiesel encontram-se ésteres alquilicos,
provenientes de um processo denominado transesterificacdo. O biodiesel é
obtido a partir de uma reacao quimica, com a conversao de ésteres de longa
cadeia de 4cidos graxos em mono alquil ésteres. A fonte de acido graxo para
esta reagao pode ser obtida de plantas (palma, soja, girassol, dentre outras)
ou animais (sebo bovino, etc.), ou seja, geralmente envolvendo uma fonte

renovavel (Bucker, 2009). Para que esta reacdo ocorra é necessaria a



presenca de um alcool de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol, além
de um catalisador adequado. Este biocombustivel também pode ser gerado
a partir da esterificacdo direta de acidos graxos livres, mas este processo
raramente é utilizado, uma vez que fontes de triglicerideos sao mais

disponiveis do que de acidos graxos (Gomes, 2008).

O biodiesel apresenta diversas vantagens sobre o diesel, tais
como alto nimero de cetano, alto ponto de fulgor, baixas emissdes de
material particulado, assim como baixas concentragbes de monodxido de
carbono e dioxido de carbono, alta biodegradabilidade, além de néo
apresentar enxofre e compostos aromaticos (Passman, 2005; Lapuerta,
2009). Por outro lado, apresenta algumas vulnerabilidades, por possuir uma
baixa complexidade estrutural e ser composto por diferentes acidos graxos
(C1e-18) metil esterificados, incluindo oleato, palmitato, linoleato, miristico,
laureato e linoleato, podendo facilmente ser atacado por microrganismos
(Gomes, 2008). Outros fatores como a auséncia de moléculas aromaticas,
algumas propriedades higroscépicas e a disponibilidade de ligacoes éster de
alta energia contribuem para a biodegradabilidade do biodiesel (Vieira et al.,
2006).

Estudos mostram que a substituicado do 6leo diesel mineral pelo
biodiesel apresenta como conseqléncia grandes reducdes de emissdes de
monéxido de carbono, hidrocarbonetos e material particulado (Clemente,
2005). No entanto, estudos tém demonstrado um aumento nas emissdes de

oxido do nitrogénio (NOx) nas misturas com biodiesel (Altiparmak et al.,



2007). A formula estrutural dos principais ésteres alquilicos de acidos graxos

que compdem o biodiesel sdo mostrados na Figura 1.

C//IO
PN P\ N
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Figura 1 - Férmula estrutural dos principais ésteres alquilicos de acidos

graxos que compdem o biodiesel. (R = CH; ou CH.-CHj3). Fonte: Gomes,

2008.

2.3 Biodegradacao de combustiveis no ambiente

No ano de 1895, surgem os primeiros relatos de Myoshe em
relacdo aos microrganismos com a capacidade de crescimento em parafina,

ou seja um dos compostos do fracionamento do éleo cru. Este



microrganismo era um fungo da espécie Botrytis cinerea (Bento, 2001).

Em 1941 foi desenvolvido um meio mineral minimo para isolar
microrganismos com capacidade de utilizar hidrocarbonetos provenientes do
petréleo como uUnica fonte de carbono e energia, propiciando assim seu
crescimento. Estes mesmos criadores deste meio, Bushnell & Haas também
concluiram que outros produtos como a querosene, a gasolina, éleos
minerais e a parafina também podiam ser utilizados como fonte de carbono
por uma ampla diversidade de microrganismos (Blcker, 2009).

Em 1946, ZoBell relatou que microrganismos especificos eram
capazes de utilizar hicrocarbonetos como unica fonte de carbono, mas que
essa capacidade estava relacionada com a natureza quimica dos compostos
presentes nas misturas de petréleo de acordo com as condicbes ambientais

adequadas (Bento, 2001).

A biodegradacdo ocorre quando microrganismos utilizam um
determinado composto organico como fonte de energia e carbono. Neste
processo, 0s compostos podem ser quebrados em moléculas com estruturas
mais simples encontradas no ambiente, como por exemplo o diéxido
carbono e agua, ou ainda é possivel que em alguns casos a atividade
metabdlica seja capaz de alterar a forma quimica do composto
(biotransformacédo), mas nédo resultando em uma mineralizagcdo completa
(Atlas & Bartha, 1996).

O processo de biodegradacao do petréleo utilizando populacées



naturais de microrganismos representa uma estratégia primaria pelo qual os
compostos toxicos sdo eliminados do meio ambiente. Algumas destas
substancias podem ser facilmente volatilizadas ou biodegradadas, enquanto

outras permanecem recalcitrantes no ambiente (Ostberg et al., 2007).

A presenga da fracdo de n-alcanos de Ciop-Cz no 6leo diesel
torna-o mais suscetivel a degradacado microbiana. Uma grande diversidade
de estudos relacionados a degradacédo deste tipo de combustivel informa
que isto sé é possivel gracas a presenca de microrganismos providos de um
aparato enzimatico especifico, capaz de converter o 6leo diesel presente no
ambiente, em fonte de carbono e energia (Nwaugu, 2008).

A estocagem de combustiveis em tanques que no passado eram
enterrados diretamente no solo, podem provocar acidentes como derrames
continuos no solo. Os tanques sem revestimentos externos sao suscetiveis a
corrosdo que consequentemente podem, pela liberacdo de combustivel,
comprometer o solo, subsolo e aquiferos naturais. Nestes casos, torna-se
importante 0 uso de medidas de remediacdo da area atingida, a fim de
minimizar os efeitos destes combustiveis na natureza (Uller, 1996). Atualmente
muitos postos de combustivel apresentam vazamentos devido a falta de
manutencédo dos tanques e de medidas de prevencdo. Algumas medidas de
protecdo para impedir o aparecimento de pontos de corrosdo localizadas
podem ser tomadas, como por exemplo: a impermeabilizacdo do solo,

construcdo do tanque com paredes jaquetadas em ago, 0 revestimento a



base de tintas convencionais ou a base de fibras de vidro, ou até mesmo a

construgao do tanque inteiramente de fibras de vidro (Bento, 2005).

2.4 Degradacao microbiana de diesel e biodiesel

Diversas técnicas de remediacdo vém sendo utilizadas na
tentativa de recuperagcdo de areas contaminadas com combustiveis,
incluindo a biorremediacdo, que € considerada uma técnica barata e
aceitavel do ponto de vista ambiental. Atualmente pesquisas relacionadas a
remediacdo de areas atingidas por hidrocarbonetos sao realizadas com o
objetivo de restaurar a qualidade destes solos contaminados. Alguns
métodos podem ser utilizados para remocado de hidrocarbonetos do solo,
como a extragdo de vapor, bombeamento e biorremediacdo. Tratamentos
fisicos isolam os contaminantes do solo sem extinguir ou modifica-los
quimicamente, mas apresentam um fator limitante: o alto custo. Durante o
periodo em que os hidrocarbonetos circulam no solo, a maior parte deles é
absorvida, diminuindo assim sua remocao eficaz. Desta maneira o0s
processos bioldgicos apresentam uma tecnologia promissora para remover
estes contaminantes, com énfase principalmente na simplicidade e eficiéncia

de custos quando comparados a outras alternativas (Mariano et al., 2007).

A biodegradacao durante a biorremediacao esta relacionada a
diversidade metabdlica dos microrganismos e as limitagdes intrinsecas do

local, como deplecao de nutrientes, baixa difusdao de oxigénio, controle do



pH, temperatura, além da quantidade de combustiveis. Para a degradacao
das fracoes de hidrocarbonetos dos combustiveis em geral, &€ necessaria a
bioestimulagdo com nutrientes, onde se destacam o nitrogénio e o fésforo
como os mais exigidos. Uma relagcao C:N:P de 70:5:1 é considerado uma
condicdo oOtima de nutrientes para que ocorra a biodegradacao de
combustiveis (Bento et al., 2005). Na remediacdo de solos contaminados
com petréleo, a adicdo de nutrientes, a aeracdo, o controle de pH e a
temperatura sao praticas comumente utilizadas para estimular os
microrganismos nativos na etapa de degradacao do poluente. Além disso, a
estimulacao da degradacao também pode ser obtida pela adicao de matéria
organica ou produtos quimicos em ambientes naturais, como por exemplo
um surfactante quimico (Ostberg et al., 2006).

Foi demonstrado que a adicdo de uma determinada fonte de
carbono facilmente degradavel pode encurtar o tempo de degradacao dos
n-alcanos em meio aquoso e estimular a biodegradacdo de n-hexadecano
em solo contaminado com diesel. Este efeito estimulatério, poderia estar
relacionado ao aumento da biomassa microbiana com a capacidade de
biodegradar hidrocarbonetos, ou ainda estar relacionado diretamente com a
biodisponibilidade do substrato (solo) (Ostberg et al., 2007).

A degradacao microbioldgica possui uma sequiéncia preferencial
de compostos derivados do petréleo para serem degradados. Os

hidrocarbonetos alifaticos (alcanos e alcenos) parecem ser mais rapidos e



facilmente degradados, seguidos pelos hidrocarbonetos aromaticos e
finalmente os cicloalcanos (Bento, 2005; Vieira et al., 2006).

Desta forma a biodegradacao inicia, na maioria das vezes, com a
oxidacao dos grupos metila das extremidades da cadeia até sua
transformacao em alcoois primarios. Estes sdo, entdo, oxidados a aldeidos,
que sofrem a acdo da enzima NAD desidrogenase e, consequentemente,
oxidam-se em seus respectivos acidos graxos. Os lipidios também podem
ser utilizados como fonte de carbono e energia, pois através de enzimas
como as lipases, algumas bactérias conseguem degradar triglicerideos em
glicerol e acidos graxos. Estes compostos sdo degradados por B-oxidacao,
dando origem a unidades de acetil-CoA que posteriormente sera usada pelo
ciclo de Krebs (Vermelho et al., 2007; Blicker, 2009).

Podem ser citadas trés rotas basicas para a absorcdo de
hidrocarbonetos: a primeira, rota de absorcdo de materiais sollveis,
geralmente nao é utilizada pois a solubilidade de alcanos é baixa; as outras
duas sao a via microgoticulas (goticulas menores que a célula microbiana) e
a via macrogoticula, estas sdo mais comuns e ocasionam a producao de
biossurfactantes (Bento, 2001).

2.4.1 Degradacao abiotica do biodiesel
A estabilidade do biodiesel pode ser afetada por diversos itens,
como luz, temperatura, hidrélise e a oxidacao, que irdo provocar alteracoes
na qualidade final deste combustivel. Pelo fato do biodiesel ser produzido a

partir de 6leos vegetais e outras fontes naturais, este combustivel acaba



sendo mais suscetivel ao processo de oxidacdo, devido a exposi¢cdo maior
ao oxigénio do ar, bem como a uma maior temperatura (Jain & Sharma,
2010). A presenca de numerosas ligacdes duplas nas moléculas de acidos
graxos livres levam a uma desestabilizacdo da molécula, o que permite a
entrada de oxigénio para que ocorra o0 processo de oxidacao, além disso o
biodiesel € composto por cerca de 50% de metil-ésteres insaturados

tornando-o mais suscetivel a oxidacao (Cavalcanti, 2009).

2.4.2 Degradacdo bidtica do biodiesel
Diversos microrganismos sdo capazes de utilizar éleos minerais
como fonte de energia em meio aquoso. Estes microrganismos ocupam
diversos lugares na natureza e sao capazes de metabolizar diferentes tipos
de hidrocarbonetos constituintes dos 6leos minerais. A degradacao destes
hidrocarbonetos depende do metabolismo microbiano e das condi¢des
ambientais. A taxa de degradacao é influenciada pela fonte de nutricdo e

oxigénio disponivel (Schleicher et al., 2008).

Vieira et al. (2006), em estudo realizado com bactérias
degradadoras de 6leo diesel previamente isoladas por Peixoto & Vieira
(2006), constataram que apenas 1 dos 5 isolados bacterianos testados
degradou os constituintes do biodiesel de 6leo de palma. Este resultado
sugere que existe uma especificidade bacteriana para os diferentes ésteres

metilicos constituintes deste combustivel.

Bento (2005) em estudo simulando derrame de 6leo diesel em



solo, llha dos Cavalos — Lagos dos Patos — RS, verificou que aos 30 dias de
experimento boa parte dos hidrocarbonetos alifaticos ja haviam sido
degradados e apdés 180 dias houve quase total degradagcao destes, com
excecdo dos alcanos de cadeia maior que 25 carbonos que tiveram suas

concentragcdes praticamente constantes até o final do experimento.

2.4.3 Degradacao de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos

As moléculas de hidrocarbonetos suscetiveis a oxidagdo microbiana
podem estar sob a forma de cadeias alifaticas, aromaticas, longas, curtas,
lineares ou ramificadas, que sao modificadas para a obtencdo de compostos
usados no metabolismo celular. Dentre os hidrocarbonetos acima citados, os
de cadeia alifatica sdo considerados um grande potencial em termos de
substrato para o crescimento de algumas espécies de microrganismos. A
solubilidade dos componentes alifaticos decresce rapidamente com o aumento

do peso molecular (Bento, 2001).

Uma grande diversidade de compostos aromaticos pode ser
encontrada facilmente no ambiente. No entanto, de algumas décadas até o
presente, vem ocorrendo um expressivo acréscimo de compostos aromaticos
provenientes do aumento de populagdo e o desenvolvimento de tecnologias
novas, causando assim transtornos ecolégicos irreversiveis (Barbosa et al.,

2008).

Nas rotas metabdlicas de oxidacao de hidrocarbonetos inicialmente

ocorre a incorporacao do oxigénio ao substrato. Dentro deste processo estao



envolvidos dois tipos de oxigenases: as monoxigenases e as dioxigenases .

A degradagao de hidrocarbonetos alifaticos pode ocorrer através de

diferentes rotas metabdlicas (Figura 2):

e Oxidagcado Terminal: via sistema monoxigenase inicialmente um dos
grupos metil-terminal sofre oxidacéo, posteriormente recebe um grupo hidroxila
do alcool primario. Ja através do sistema dioxigenase os alcanos sao
convertidos em um hidroperéxido, que sera reduzido ao alcool correspondente.

e Oxidacado Subterminal: este tipo de oxidacdo resulta em um alcool
secundario, apesar de ser raramente encontrada algumas espécies de
Aspergillus, Fusarium e Bacillus spp. optam por esta rota.

e Oxidacao Diterminal: ocorre a formagao de um &cido carboxilico através
da oxidagdo de ambos grupos metil-terminal, que posteriormente sao

degradados via B-oxidacao (Bento, 2001).

Na oxidagao de hidrocarbonetos aromaticos inicialmente ocorre a
fissdo do anel através da oxidagdo a compostos dihidroxilados. Segue uma
sequéncia de reacdes onde ha a formacao de cis-dihidrodiol, que origina acido
cis-muconico ou 2-hidroxi-mucénico semialdeido, que serdo encaminhados
para o ciclo de Krebs. Neste processo, o sistema enzimatico envolvido € a
dioxigenase (Figura 3) (Bento, 2001). A oxidacdo enzimatica dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, compostos formados de dois ou mais
anéis aromaticos, é feita pela acdo das monoxigenases dependentes do

Citocromo P450, levando a formacao de éxidos de arenos que posteriormente



serdo oxidados a quinonas (Silva, 2008).
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Figura 2. Degradacao de alcanos. 1-n-alcanos monoxigenases. 2-alcool
desidrogenase. 3- aldeido desidrogenase (Blcker, 2009).
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Figura 3. Etapas metabdlicas basicas para degradacao de hidrocarbonetos
aromaticos (Bucker, 2009).

Os hidrocarbonetos aromaticos demonstram um menor coeficiente
de particdo do que os hidrocarbonetos alifaticos (C15 a Csp), desta forma sendo
mais toxicos ao meio ambiente pela sua maior mobilidade na agua, atingindo
assim ambientes naturais também centros de abastecimento nas cidades. A
quebra do anel benzénico pode ser considerada como a etapa mais complexa
durante o procedimento de biodegradagdo de um determinado composto

aromatico por apresentar uma alta estabilidade quimica (Tiburtius et al., 2004).

Para que a quebra de um anel benzénico ocorra e resulte em uma
degradacéao total de um determinado contaminante, que na maioria das vezes
€ 0 desejado, seria necessario a conversao total deste produto em CO, e H,O
(mineralizacdo completa), mas por outro lado também podem ocorrer a
degradacao parcial ou apenas a biotransformacao de um composto aromatico
especifico em seus compostos derivados, que muitas vezes podem ser mais

toxicos que o contaminante primario (Kalbitz et al., 2003).

O indice de biodegradacdo dos compostos aromaticos esta
relacionado diretamente com a capacidade de metabolizar as estruturas
quimicas dos componentes dos residuos que estardo disponiveis para o
tratamento. Como fatores de extrema importancia para o desenvolvimento de
microrganismos nativos citamos a aeracdo, a temperatura, o pH, a

disponibilidade de nutrientes e a umidade (Barbosa et al., 2008). A auséncia



das condicbes ideais para o0 desenvolvimento e o0 crescimento de
microrganismos € um agravante presente em processos de biodegradacao de
compostos aromaticos, pois 0 solo acaba adsorvendo diversas substancias
que, consequentemente, apresentardo pouca disponibilidade para os
microrganismos (Thiele & Brimer, 2002). Maki et al. (2003), em estudo
realizado no Japdo, demonstraram que uma quantidade excessiva de
macronutrientes € necessaria para que de uma forma rapida e satisfatéria
aconteca o processo de biodegradacédo de petrdleo, por exemplo apés um

derrame de combustivel.

Conforme Silva (2008), os microrganismos do solo em relacao a
biomassa e diversidade fisioldgica, podem ser considerados potentes
reservatérios cataliticos € no momento em que sdo expostos a moléculas
organicas especificas que apresentam um enriquecimento seletivo,
possibilitando assim a conversdo destes em fonte de carbono e energia,
atingindo assim sua degradacao. Por esse motivo o0 solo pode ser considerado
como um ambiente favoravel a biodegradacao de residuos organicos (Moreira

& Siqueira, 2006).

AplGs a década de 50, novas pesquisas na area de degradacao de
contaminantes ambientais surgiram na tentativa de selecionar microrganismos
com a capacidade para degradar compostos alifdticos e aromaticos,
principalmente pertencente aos géneros Pseudomonas, Nocardia, Gordonia,

Aeromonas, Mpycobacterium, bem como fungos dos géneros Fusarium,



Céndida, Penicilium, Aspergillus entre outros (Zhang et al., 2004; Jacques et
al., 2007). Atualmente os consércios microbianos capazes de degradar certos
poluentes vém recebendo destaque, pois em contraste com as culturas puras,
apresentam maior efetividade na degradacdo destes compostos, por
apresentarem uma maior capacidade de utilizar estas substancias como fonte
de carbono, consequentemente atingindo uma taxa de degradacéo elevada e
principalmente a maior mineralizagdo destes compostos, aumentando assim a
probabilidade de que um processo de biodegradacao eficiente ocorra (Silva,

2008).

O biodiesel € o composto mais facilmente degradado em
relacdo aos derivados de petrdleo, que normalmente possuem em sua
composigdo compostos recalcitrantes. A constituicdo do biodiesel € baseada
em cadeias de hidrocarbonetos na forma de éster com dois atomos de
oxigénio ligados a outros dois radicais organicos que o torna biologicamente
ativo (Lapuerta et al., 2009). Em relacdo ao biodiesel, ele possui uma grande
vantagem quando falamos de biodegradabilidade, pois como sua estrutura
molecular € menos estavel, acaba proporcionando e facilitando o ataque
enzimatico microbiano que podera usufruir do biodiesel como seu substrato
para crescimento (Silva et al., 2005).

A rota para degradacdo do biodiesel inicia com a clivagem do
grupo metil éster por uma esterase, produzindo assim uma molécula de
acido graxo juntamente com um alcool. Logo apds esta etapa ocorre a

quebra desta molécula de &cido graxo pelo Ciclo do Acido Tricarboxilico.



Nesta segunda fase os acidos graxos sdo oxidados via B-oxidacdo e
degradados a &cido acético e a uma molécula de acido graxo com dois
carbonos a menos (Vieira et al.,2006; Blcker, 2009). Nesta reacdo, o
primeiro passo sera a conversao do acido graxo a éster coenzima A (CoA).
Depois, o éster-CoA é oxidado na posicao beta e dois atomos de carbono do
final da molécula sao clivados para produzir a acetil-CoA. Este processo de
diminuicdo da molécula permanece até o acido inicial ser degradado
completamente a acetil-CoA (Gomes, 2008). As etapas deste processo

podem ser visualizadas, respectivamente nas figuras 4 e 5.
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Figura 4. Hidrélise do éster acido linoléico. (Fonte: Blicker, 2009)
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Diversos microrganismos apresentam potencial para biodegradar
o biodiesel como as Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas mendocina,
Pseudomonas aeruginosa, = Marinomonas vaga, Escherichia coli,
Burkholderia gladioli, Burkholderia cepacia, Bacillus subtilis entre outros

(Mancera-Lépez et al.,2007; Nwaogu et al., 2008;).

Estudos de Pasqualino et al. (2006) utilizaram o método de
liberacdo de CO, para verificar a biodegradabilidade do biodiesel puro e
misturas com diesel e gasolina, e como resultado obtiveram uma
biodegradabilidade de 98% para o biodiesel puro, enquanto que para as
misturas com diesel e gasolina obtiveram 50 e 56%, respectivamente.
Importante ressaltar que a biodegradabilidade das misturas aumentou com a
adicdo de biodiesel. Também em pesquisas conduzidas por DeMello et al
(2007) foi realizada a comparacao da degradacéo microbiana de misturas de
biodiesel com diesel e somente diesel em microcosmos montados com agua
do mar tendo concluido que a presenca dos ésteres de acidos graxos
diminuia a biodegradacéao inicial dos n-alcanos do diesel de petréleo, por
apresentarem estruturas quimicas menos complexas, facilitando assim a
biodegradacao.

Estudos comprovam que o biodiesel € biodegradavel com um
tempo de meia-vida de alguns dias ao contrario do diesel que tem um tempo
de meia-vida de meses ou até anos, com isso € esperado que o biodiesel
tenha impactos menores em relagcdo aos prejuizos no ambiente em caso de

acidentes (Ainslie, 2006). Porém, um derramamento em grande escala de



biodiesel pode causar uma desoxigenacao proviséria da agua, mas é menos
prejudicial do que um derramamento de combustivel diesel.

Diversas técnicas vem sendo utilizadas para avaliar as taxas de
degradacao e entre uma delas podemos citar a cromatografia, que é uma
ferramenta analitica utilizada na separacdo de misturas complexas e
identificacdo dos seus componentes. Esta separacdo depende da diferenca
entre 0 comportamento dos analitos entre a fase movel e a fase
estacionaria. Os hidrocarbonetos estao entre as substancias separaveis por
esta técnica, sendo identificadas as principais fracdbes consumidas pelos
microrganismos durante seu crescimento em derivados do petréleo (Bento et

al., 2005; Bento, 2005; Gazim et al., 2008).

3 Biossurfactantes

Os surfactantes sdao moléculas anfipaticas (com porcao polar e
apolar) que possuem a capacidade de reduzir as tensdes superficial e/ou
interfacial entre gases, liquidos e solidos com uma ampla aplicabilidade,
como nas industrias e na limpeza de locais contaminados com
hidrocarbonetos. A reducdo da tensdo superficial ocorre devido a
caracteristica anfipatica (porcéao polar/apolar) da molécula, capaz de reduzir a
energia livre do sistema pela transferéncia de moléculas de alta energia do
interior de uma solugéo para a interface (Maier, 2003; Mulligan, 2005; Bento et

al., 2008).



Os biossurfactantes sao produzidos por bactérias, leveduras e
fungos, e apresentam baixa toxicidade, natureza biodegradavel e eficiéncia
em valores de temperatura, pH e salinidade altos, além de serem eficazes
na recuperacdo de ecossistemas acelerando a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos provenientes de vazamentos (Bento et al, 2008). Além
disso, alguns biossurfactantes apresentam capacidades anti-fungicas, anti-
virais e de sorcdao de metais e sao usados na industria do petréleo para
aumentar a recuperagdao do petréleo (Mariano, 2006). Outras fungdes
primordiais dos biossurfactantes estdo relacionadas com a movimentacao
celular, a comunicagao célula-célula e a atividade antimicrobiana (Morales,
2008).

Diversas pesquisas que estdo sendo desenvolvidas e tentam
esclarecer quais 0os mecanismos envolvidos na interacdo microrganismos e
compostos orgéanicos hidrofébicos. Os biossurfactantes tém sido comumente
citados como meios de agcao de um mecanismo pelo qual os microrganismos
se beneficiam para aumentar seu contato com substratos pouco sollveis,
sendo transportados tanto passivamente como ativamente (Van Hamme et
al., 2006). Uma das principais propriedades de todo surfactante € sua
habilidade em reduzir a tensao superficial de um meio liquido. A medida de
tensao superficial da agua destilada € de 73 mN/m, enquanto um surfactante
efetivo produzido por microrganismos (biossurfactante) pode reduzir este
valor para um valor menor que 30 mN/m. Por esta razdo, a medida da

tensdo superficial das solugdes aquosas tem sido uma técnica muito



utilizada em estudos que envolvem a detec¢édo de biossurfactantes (Bento et
al., 2008).

Segundo Singh et al. (2007) os microrganismos ja conseguiram
desenvolverem varias formas naturais para degradar compostos organicos,
normalmente relacionados a sua capacidade de originar superficies
hidrofobicas nas células ou secretar surfactantes no meio, ao redor das
células. A ligacao hidrofébica é a tendéncia das moléculas apolares se
ligarem com outras moléculas apolares, sendo assim, um microrganismo
pode aderir a substratos devido ao efeito hidrofébico (Nascimento, 2007). A
caracteristica hidrofobica € um dos fatores determinantes na adesao
bacteriana a substratos diversos (Ahimou et al., 2001), como por exemplo,
aos hidrocarbonetos.

A atividade emulsificante pode ser apresentada pelos
biossurfactantes, que pode ser verificada durante o processo de crescimento
microbiano em meio minimo mineral, com a formagdo de macro e
microemulsées na fonte de carbono insollvel, comparando-se com o
controle, sem microrganismos (Bento et al., 2008). De acordo com Bento et
al. (2008) uma das técnicas mais simples de avaliar a atividade emulsificante
foi descoberta por Cooper & Goldenberger em 1987 e baseia-se no indice de
emulsificacao (IEz49,). Para uma emulsdo ser definida como estavel, o IE
apos 24 horas devera apresentar uma emulsdo melhor que 50% do que a

emulsdo apods 2 horas de agitacao. Conforme Bento et al. (2008) um isolado



bacteriano considerado bom produtor de biossurfactante devera apresentar

um IE > 0,5 (equivalente a 50% de emulsificacdo do 6leo diesel).

4 Enzimas envolvidas na biodegradacao de combustiveis

4.1 Monoxigenases e Dioxigenases

As duas classes de oxigenases envolvidas no processo de
degradacao de combustiveis sdo as monoxigenases e as dioxigenases. As
monoxigenases fazem a incorporacao de um atomo de oxigénio ao substrato
e o0 outro se reduz a 4gua, enquanto as dioxigenases fazem a incorporacao

de ambas moléculas ao substrato (Bento, 2001).

A natureza quimica dos compostos contaminantes é muito
diversa, variando de estruturas alifaticas saturadas simples até complexos
compostos policiclicos aromaticos. O primeiro passo para a biodegradacao
de hidrocarbonetos € a hidroxilacdo, que é catalisada pelo complexo de
proteinas citocromo P-450. Dois mecanismos tem sido propostos para
explicar a incorporacao da molécula de oxigénio no produto hidroxilado: um
atomo de oxigénio no caso de monoxigenases e dois atomos no caso de
dioxigenase. O citocromo P-450 é capaz de utilizar uma ampla escala de
substancias xenobiodticas como substrato e, assim transformacdes quimicas

irdo ocorrer, levando a producgéo de alcooéis (Zazueta-Sandoval et al., 2003).



4.2 Lipases e Esterases

As enzimas lipoliticas podem ser encontradas em animais, plantas
e microrganismos. As lipases sdo responsaveis pela hidrolise dos
triglicerideos em &acidos graxos e glicerol e, ainda sob certas condi¢des de
catalisar a reacao reversa, ou seja, a producdo de glicerideos de acidos
graxos e glicerol (Burker et al., 2003). Elas atuam na interface entre uma
fase de substrato e uma fase aquosa, em que a enzima € dissolvida. Lipases
também sdo capazes de catalisar a interesterificacdo e a transesterificacao
em meio ndo aquoso. Estas enzimas constituem o grupo mais importante de
biocatalisadores para aplicagcdes biotecnolégicas e sdo enzimas muito
importantes em relacdo ao ponto de vista fisiolégico e biotecnoldgico.
Enzimas lipoliticas atualmente atraem uma grande ateng¢do devido as suas
caracteristicas Unicas: especificidade de substrato, regido especifica e

seletividade quiral (Bussamara et al., 2010).

Em relacdo as esterases podemos dizer que sao enzimas
capazes de hidrolisar ligacées do tipo éster de uma grande variedade de
substratos sendo classificadas em A-esterases, B-esterases e C-esterases.
Esta classificacdo esta baseada no tipo de grupamento quimico que esta
covalentemente ligado ao carbono da carbonila do grupo éster que sera
hidrolisado. As A-esterases sao um grupo de esterases que preferem grupos
arilas ligados a carbonila dos carboxil-ésteres e que hidrolisam ésteres de

organofosfatos. As B-esterases preferem grupamentos alquilas ligados a



carbonila e sao inibidas por ésteres de organofosfatos. J&4 as C-esterases
preferem ésteres de acetato, isto é, um grupo metil ligado ao carbono da
carbonila do éster, ndo sendo capazes de interagir com organofosfatos
(Casaburi et al., 2006). Na rota de degradacédo do biodiesel pela acédo da
enzima esterase ha a formacao de acido graxo e um alcool associado.
devido a clivagem do metil éster presente neste combustivel (Vieira, 2006).
A enzima lipase é uma classe especial de esterase que atua sobre ligacdes
ésteres; a diferenca desta para as demais esterases esta no fato de que a
lipase catalisa reacdes de substratos que ndo sao sollveis em agua,

diferentemente das demais (Dalla-Vecchia, 2004).

5 Microrganismos degradadores

A capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo é
apresentada por diversos géneros microbianos, principalmente bactérias e
fungos. Eles podem ser encontrados em ambientes marinhos, de agua doce
e no solo. Os organismos podem metabolizar somente um ndmero limitado
de hidrocarbonetos isoladamente, de forma que € requerida uma mistura de
populacbées com capacidade enzimatica ampliada para degradagdo de
complexos de hidrocarbonetos encontrados no petréleo existente no solo,
agua e no mar (Mohanty & Mukherji, 2008). Segundo Bidoia et al. (2005), os
géneros mais importantes de bactérias, tanto em ambientes terrestres como
marinhos, responsaveis por significativos resultados em relacdo a

biodegradacgao sédo: Acromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,



Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus, Nocardia, Flavobacterium e
Pseudomonas spp e os corineformes. As linhagens de Vibrio sao limitadas
ao ambiente marinho. Pseudomonas, Micrococcus e Nocardia spp.,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, actinomicetos e os corineformes
perfazem 95% dos isolados. Nwaogu et al. (2008) em estudo realizado com
duas espécies de Bacillus (B.subtilis e B.cereus), demonstrou que ambas
apresentaram-se como potenciais degradadoras de 6leo diesel, onde em 27
dias de experimento um valor de 1.05 x 10 ° g/h de degradacéo foi obtido

utilizando métodos gravimétricos.

Atualmente pesquisas demonstram que bactérias da espécie
Pseudomonas aeruginosa isoladas de um solo contaminado com 6leo diesel
podem ser utilizadas no tratamento de bioaumentagdo com organismos
autécotones e conseqlientemente serem utilizadas na biorremediagdo de um
local afetado por este contaminante (Ueno et al., 2007). Guo et al. (2010)
realizaram estudo no qual o género Sphingomonas também demonstrou ser
degradador de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, atingindo valores de

até 79% de degradacao em apenas 7 dias de experimento.

Outros estudos apresentam a eficiéncia de fungos como Rhizopus
sp, Penicilium funiculosum, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces,
S porobolomyces, Trichosporium, Cladosporium e Aspergillus sydowii na
degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos quando um

tratamento de bioaumentacéao € utilizado,sendo que 70% destes compostos



foram mineralizados, desta forma sendo uma alternativa altamente
promissora (Miranda et al.,2007; Mancera-Lépez, 2008).

Junior et al, (2009) avaliaram a degradacdo de biodiesel e
misturas de diesel (0, 2, 5, 20 e 100%) por Candida viswanathii em solo
contaminado com combustivel e concluiram que este isolado foi capaz de
aumentar significativamente a producdo de CO, em 50%, a biodegradacao
em solo das misturas de biodiesel e diesel, preferindo biodegradar o

biodiesel puro.






6. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de Biorremediagdo do
Departamento de Solos da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. As analises cromatograficas foram realizadas

na central analitica na Universidade Federal de Pelotas.

6.1 Combustiveis

Para a selecdo de bactérias e fungos com potencial para
biodegradacao de diesel, diesel acrescido de 20% de biodiesel e somente
biodiesel foi realizado o isolamento de bactérias do solo contaminado. Foram
utilizadas amostras de diesel metropolitano e biodiesel de soja, ambas
fornecidas pela Ipiranga Distribuidora de Petréleo S.A. O solo utilizado foi
proveniente de uma area de disposicdo de residuos petroquimicos, o
“landfarming”, que vem recebendo ha 19 anos residuos petroquimicos na
Companhia Petroquimica do Sul — COPESUL, situada na cidade de Triunfo

no Rio Grande do Sul.

6.2 Amostragem de solo

Foram coletados aproximadamente 50g de solo de cinco pontos
equidistantes (20 passos) de duas células selecionadas do “landfarming” na
altura 0-15cm e logo apés misturadas e homogeneizadas manualmente em
um recipiente de vidro estéril totalizando 250g formando, assim, uma

amostra composta. Posteriormente foram acondicionadas em frasco de vidro



estéril e trazidas para o laboratério onde foram armazenadas a 4°C.

6.3 Caracterizacao de solo

O solo foi avaliado quanto as seguintes caracteristicas: avaliacéo
do pH, concentracdes de: argila, fosforo, potassio, matéria organica,
aluminio, calcio, magnésio, enxofre, zinco, cobre, manganés e boro. As
andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Quimica do Solo
na Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(Anexo 8).

6.4 Isolamento de microrganismos

Inicialmente, 1 grama da amostra composta foi adicionado a 99
mL de 4gua destilada estéril em um agitador de tubos da marca Sieger a 300
rpm por uma hora. Apés, 1mL em triplicata foi inoculado em frascos do tipo
erlenmayer, contendo 50mL de meio mineral MM1 (Anexo 1) esterilizado,
1% de diesel e biodiesel metilico de soja sendo incubados sob agitacao
orbital a 150 rpm, & temperatura de 30°C, realizando-se transferéncias de 1
mL do in6culo para novos frascos contendo o mesmo meio mineral e 1%
biodiesel ou diesel puros. Essas transferéncias foram realizadas a cada 7
dias, durante 3 semanas, com o objetivo de assegurar que 0 crescimento
microbiano ocorresse as expensas do diesel ou do biodiesel como Unica
fonte de carbono. A técnica de enriquecimento em meio minimo mineral foi

realizada por 3 semanas, como uma forma de selecionar os microrganismos



onde o crescimento microbiano pudesse ocorrer utilizando diesel e biodiesel
como Uunica fonte de carbono. Ap6s a verificacdo do crescimento dos
microrganismos, foram realizados isolamentos da populagcdo microbiana
estabelecida. Apdés o periodo de 3 transferéncias, foi retirada uma aliquota
de 1 mL de cada frasco e realizadas diluicdes decimais sucessivas de 10" a
10”. Foram inoculadas as diluicdes 10 °, 10 e 10 para bactérias e 107,
102 e 107 para fungos, em triplicata. Foi usado 0,1 mL da suspensdo do
solo para cada placa de Petri contendo Agar nutritivo (Anexo 2), Agar diesel
e Agar biodiesel onde aplicou-se a técnica de espalhamento com o auxilio
da alca de Drigalsky. As placas permaneceram em repouso por uma hora
para que a amostra fosse absorvida pelo meio de -cultura, sendo
posteriormente invertidas e incubadas em estufa a 30 °C por 48h para
bactérias e 25 °C por 5 dias para fungos. As colbnias que apresentaram
diferengas na morfologia colonial foram transferidas para o meio &agar
nutritivo, Agar diesel (AD) e Agar biodiesel (AB) utilizando-se a técnica de
esgotamento para bactérias e fungos até a obtencao das colbnias isoladas,

que foram armazenadas a temperatura de 4 °C.
6.5 Padronizacao do Inéculo bacteriano

Na preparacao do inoculo, os isolados foram retirados do estoque
onde estavam armazenados em glicerol 20% a temperatura de -20°C e
transferidos para um erlenmeyer, contendo 50 mL de caldo nutriente (Anexo

3), com uma alca de platina. Os frascos foram incubados a 180rpm a 28°C



por 48h. As culturas foram centrifugadas a 6000rpm por 10 min e lavadas
trés vezes com MM1. Nos testes de biodegradagdo o indculo inicial foi
padronizado com absorbancia de 0,07 na faixa de leitura de 600 nm em
espectrofotdmetro. Foram realizadas diluicdes seriadas e plaqueadas 10% a

10 e incubadas a 28°C por até 48h .

6.6 Pré-selecio de bactérias e fungos biodegradadores de

hidrocarbonetos utilizando dois Indicadores redox TTC e DCPIP

A pré-selecdo dos microrganismos foi realizada utilizando-se
indicadores redox, Cloreto de Tetrazolium (TTC) e 2,6-diclorofenol indofenol
(DCPIP), com o intuito de avaliar previamente a capacidade de degradacao

do diesel e biodiesel comercial pelos isolados.

A reducdo do TTC a TPF (trifenil formazan) foi avaliada
visualmente pela mudanca na coloragdo do meio de incolor para rosa e roxo.
Os sais de tetrazolium competem com outros aceptores de elétrons pelo
poder de reducdo da cadeia de transporte de elétrons. Desta forma, a
reducdo do TTC para trifenil formazan reflete a atividade da cadeia de
transporte de elétrons, informando sobre a atividade de uma dada populacao
microbiana. O TTC tem sido utilizado para a avaliacdo da atividade de
enzimas desidrogenases do solo (Bento et al.,2005) e no método do Numero
Mais Provavel (NMP) para a estimativa de degradadores de 6leo diesel e
gasolina proposto por Braddock & Catterall, (1999). Pela incorporacado de

aceptores artificiais de elétrons como o DCPIP ao meio mineral (Anexo 4), é



possivel prever a capacidade de um microrganismo em utilizar o substrato.
Foi utilizado o biodiesel puro como Unica fonte de carbono e energia. Para o
DCPIP a mudanca de coloracao do meio mineral é de azul (oxidado) para
incolor (reduzido) e para o TTC de incolor (oxidado) para réseo (reduzido).
Nos controles negativos, foram adicionados 10 mL de meio mineral em
frascos de vidro de penicilina com cada indicador redox, além de 100 pL de
biodiesel. O inéculo foi incubado a 180 rpm a 30° C e foi acompanhada a
mudanca de coloracdo dos indicadores por 24, 48, 72 e 144h. Para
padronizagdo do tamanho do indculo foram utilizadas algas calibradas
descartaveis, onde retirou-se uma col6nia do meio de cultura AB e AD

(Anexos 5 e 6) para bactérias.
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6.6.1 Avaliacao do Crescimento

Para a avaliacdo do crescimento dos isolados bacterianos foi
utilizado o método de proteinas totais. Este método é empregado para
avaliar o crescimento microbiano através da quantificacdo de proteinas. A
metodologia utilizada foi descrita por Bradford (1976), que esta relacionada a
ligacdo do reagente Coomassie Blue com as proteinas. Utilizou-se a
proteina soro albumina bovina (SIGMA) como padrao e realizou-se o teste
em ftriplicata. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotobmetro a 595
nm. Para a avaliagdo da produgdo de biomassa dos fungos foi utilizada a
metodologia de peso seco, onde inicialmente separou-se as fases aquosa e
oleosa com o auxilio de um funil de separacdo, sendo a biomassa formada
retida em discos de papel filtro previamente pesados. Para a remocéao do
excesso de 6leo utilizou-se 4mL de hexano sobre cada disco. Os discos
foram colocados em estufa a 50 °C durante 4 dias para remocao da
umidade, sendo transferidos da estufa diretamente para um dissecador, de

onde foram retirados somente para a pesagem.

6.6.2 Tensao Superficial e Indice de emulsificacdo
A deteccdo da producdo de biossurfactantes foi realizada pela
medida do indice de emulsificacdo e da tensao superficial do meio de
cultura, durante o periodo estipulado para acompanhamento do crescimento.
O indice de emulsificacao foi realizado na presenca e na auséncia de células

bacterianas no meio de cultura. A remocao das células foi feita utilizando-se



0 processo de centrifugacdo a 6.000 rpm por 15 min.. Para a avaliacdo do
indice de emulsificacao foi utilizado a metodologia sugerida por Bento et al.
(2008), onde 2 mL do extrato celular foram misturados a 2 mL de diesel (B0)
em um tubo de ensaio com fundo chato. A mistura foi agitada em vortex por
dois min. e os frascos foram deixados em repouso por 24 horas, sendo
entdo calculada a altura da emulsdo (camada entre a fase aquosa e o
hidrocarboneto) dividida pela altura total e multiplicada por 100. Desta forma,

foi obtido o IE 24(%) (indice de emulsificagcdo) no hidrocarboneto.

A avaliagdo da medida de tensdo superficial foi realizada com
aproximadamente 10 mL de MM1 da fase aquosa proveniente do
crescimento, apds a centrifugacédo, em um medidor de tensado superficial da
marca Gibertini. A medida da tensao superficial expressa a forca exigida
para mover uma laminula que estd sobre um liquido, através do ar. Para
esta afericao foi utilizado o método da Placa de Wilhelmy, sendo realizadas

com as amostras a temperatura ambiente.

6.6.3 Deteccao de ramnolipidios
A técnica para a detecgdo de ramnolipidios, biossurfactantes
produzidos por Pseudomonas aeruginosa, pode ser utilizada para qualquer
biossurfactante aniénico de baixo peso molecular (Bodour et al., 2003).
Também pode ser utilizada para detectar surfactantes aniénicos, como por
exemplo o0s sophorolipideos, produzidos por Candida spp e outros

ramnolipideos produzidos por Pseudomonas spp. bem como avaliar a



capacidade de producao deste tipo de biossurfactante (Gunther et al., 2004).
Os isolados bacterianos foram inoculados em placas com o meio Agar Azul
de Metileno (Anexo 11), incubadas em estufa a 30°C, durante 96 horas. A
deteccao de ramnolipidios foi realizada pela observacdo das colbnias nas
placas. Os ramnolipidios formam um par idnico insoluvel com o surfactante
catibnico brometo de cetilmetilaménio e o corante basico azul de metileno,
dando origem a um halo azul escuro ao redor da col6nia, indicando resultado

positivo para este teste (Morales, 2008; Pinzon, 2009).

6.6.4 Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica pode ser utilizada como indicativo da
producédo de biossurfactantes (Igbal et al,, 1995). Para avaliar a atividade
hemolitica dos isolados foram utilizadas placas de Petri com meio Agar
Sangue (Laborclin), com cinco repeticbes para cada microrganismo. A
inoculacao bacteriana foi realizada com o auxilio de uma alga de platina pela
técnica de esgotamento. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. A
formacao de halos claros ao redor da colbnia, apresentando hemolise, pode
ocorrer devido a producado de biossurfactante ou a presenca de hemolisina.
Segundo Igbal et al., (1995) é importante avaliar se a hemdlise foi causada
por biossurfactantes, que sao resistentes a altas temperaturas ou se foi

devido as hemolisinas, que sao sensiveis ao calor.

6.6.5 Medidas de Hidrofobicidade (BATH)

Este teste foi aplicado com o objetivo de avaliar o perfil



hidrofébico e as caracteristicas acido-basicas dos isolados bacterianos, bem
como suas transformacdées na parede celular devido ao crescimento em

hidrocarbonetos.

Os solventes utilizados no experimento foram Cloroférmio-
solvente &cido (Sinth) e Xilol-solvente apolar (Sinth). Foi utilizada a
metodologia descrita por Rosenberg (1984) com algumas adaptacgdes:
inicialmente centrifugou-se os cultivos a 3500rpm durante 15 min., apés
lavou-se as células duas vezes com tampao fosfato 50mM (pH 7,0) e
posteriormente as mesmas foram ressuspendidas em KNOj (0,1M, pH 6,2).
Em tubos de ensaio adicionou-se 1mL de solvente a 4mL de suspenséao
bacteriana, deixou-se em repouso durante 5 min. e misturou-se em vortex
por 2 min.. Na sequéncia, os tubos foram mantidos em repouso durante 60
min. e a leitura da fase aquosa foi realizada a 600 namémetros (nm) em
espectrofotobmetro. A porcentagem de adesao bacteriana, de acordo com o

solvente utilizado, deu-se de acordo com a seguinte férmula:

%Hidrofobicidade = (DOa - DOg)X100

DOa

Onde:

DOa: Branco — 5mL de solucdao de KNO;

Amostra — 5mL de solucdo de KNO3 + Células




DOg: Branco — 4mL de solucdo de KNO3 + 1mL dos solventes em cada tubo

Amostra — 4mL de suspensao celular em solugédo de KNO3; + 1mL dos

solventes em cada tubo.

6.6.6 Medidas de Condutividade

Esta medida foi realizada com o objetivo de monitorar o consumo
de ions de sais no meio mineral em que os isolados estavam crescendo. A
condutividade da fase aquosa dos cultivos bacterianos, que estavam em
temperatura ambiente, foi medida utilizando-se um Condutivimetro
Waterproof Eometer modelo EC — 1385. Aproximadamente 40mL do
sobrenadante das culturas contendo MM1 foram acondicionadas em copos
plasticos descartaveis e logo apdés o eletrodo do condutivimetro foi
mergulhado na solugcéo. Apéds alguns segundos o valor foi obtido no visor do

aparelho.

6.6.7 Medidas de pH
A deteccao da producdo de metabdlitos acidos ou basicos
oriundos do metabolismo bacteriano nas condicdes estabelecidas, foi
analisada pelo acompanhamento das medidas de pH da fase aquosa com o
auxilio de um eletrodo de pH acoplado a um pHmetro digital DIGIMED DM-

22. As amostras encontravam-se a temperatura ambiente.



6.6.8 Deteccao das enzimas

6.6.8.1 Atividade Lipolitica

Para esta andlise foi utilizado um método titulométrico descrito por
Burkert et al., (2004). Inicialmente foi retirado 1mL do extrato bacteriano e
fungico, previamente centrifugado a 6000rpm por 15 min. a 10 °C, do frasco
de cultivo (50mL de MM1 + 1% do combustivel). Logo apds foram
adicionados 5mL de emulsdo de azeite de oliva (Anexo 10) e 2mL de
tampao fosfato 10mM pH 7,0. Esta mistura foi acondicionada em agitador a
180rpm a 37°C por 30 min.. Logo apds foram adicionados 15mL de éalcool-
acetona 1:1 com o intuito de retardar a velocidade da reacédo, e 5 gotas do
indicador fenolftaleina 1%. Posteriormente foi realizada a titulacdo com
hidréxido de sodio (NaOH) 0,05M. Para os frascos controle o alcool-acetona
foi adicionado no mesmo tempo dos isolados. As andlises foram realizadas
para B20 ( 20% de biodiesel no diesel) e B100 (100% biodiesel) em relacédo
as bactérias e em B100 para os fungos. Uma unidade da atividade da lipase
foi definida como a quantidade de enzima que libera um mol de &acido graxo
por hora (Macédo et al., 1997). No tratamento controle a adicdo da acetona
ocorreu no mesmo instante dos outros reagentes. Os resultados obtidos
para os controles foram utilizados na férmula para calcular o valor da

atividade lipolitica conforme Macédo et al.(1997).



6.6.8.2 Monoxigenases e dioxigenases

Para avaliacdo destas enzimas foi utilizada metodologia de
espectrofotometria, para a catecol 1,2 dioxigenase tendo sido o protocolo
descrito por Hegman (1996), ja para o catecol 2,3 dioxigenase a descricao
foi feita por Baggi et al. (1987), enquanto que para protocatecol 3,4
dioxigenase a descricao por Fujisawa e Hayaishi (1968) e a metodologia da

deteccado de monoxigenase foi descrita por Nieboer et al. (1999).

O “pellet” do extrato centrifugado a 6000rpm por 15 min. a 10°C
foi lavado duas vezes com tampéao fosfato 50mM pH 7,0 e centrifugado
novamente nas condicées acima. O “pellet” foi ressuspendido em 10mL do
mesmo tampao e sonicado na freqiéncia de por 2 vezes de 40 segundos
com intervalo de 1 minuto entre cada sonicacao. Foi novamente centrifugado
e apdbs retirado 1 mL e 0,1mL respectivamente, para analise das enzimas
Catecol 1,2, Protocatecol, Catecol 2,3 e Monoxigenase. A atividade
enzimatica especifica dos isolados testados foi obtida através da divisédo dos
valores da atividade enzimatica relativa em relacdo aos valores de proteinas

totais.

6.7 Analise dos microrganismos pré-selecionados

Ap6s a etapa de pré-selegcdo dos isolados, os microrganismos
foram avaliados quanto ao crescimento em meio mineral com 1% de

biodiesel e caracterizados bioquimicamente quanto ao género. Durante o



crescimento foi monitorado a producdo de biomassa, a presenca de
metabdlitos pelas medidas de pH, tensdo superficial e indice de
emulsificacao, deteccao de lipases e esterases e avaliacdo da degradacao

de ésteres por cromatografia.

6.7.1 Curvas de crescimento

Fungos: A padronizagdo do inéculo foi realizada a partir de
culturas com 7 dias, cultivadas em agar malte (Anexo 7) em tubo inclinado,
mediante a adi¢cdo de agua destilada estéril e 2mL de surfactante, o Tween
80, preparado na concentracao de 0,01%. A finalidade para o seu uso teve
como objetivo facilitar a dispersdo dos esporos, uma vez que apresentam
propriedades adstringentes. O indculo padronizado foi adicionado a cada
frasco de cultivo, de modo a se obter uma concentragdo inicial de 10*
esporos mL™, em frascos com meio mineral e 1% de biodiesel previamente
esterilizado. Os frascos controle ndo receberam inéculo. O experimento foi
incubado em estufa a 28°C. Foram feitos frascos com 3 repeticdes para
cada tempo estipulado da curva de crescimento. Desta forma, as amostras
destrutivas foram retiradas nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias.
Utilizou-se 1mL da suspenséo em cada frasco do cultivo do experimento, em
que, por contagem em camara de Neubauer, obteve-se uma concentracao
final com 10* esporos mL™.

A biomassa fangica foi quantificada através da técnica do peso
seco em triplicata. Apés cada tempo amostral foi realizada a separacao das

fases aquosa e oleosa de cada frasco, sendo que a biomassa formada foi



filtrada em discos de papel filtro, previamente pesados. Para a remocao do
excesso de Oleo, utilizou-se 4mL de hexano sobre cada disco. Os discos
foram colocados em estufa a 70°C, durante 4 dias, para remocao da
umidade e transferidos da estufa diretamente para um dessecador com silica
gel, de onde foram retirados, somente para a pesagem.

A técnica de quantificacdo por peso seco exige alguns cuidados
que sdo brevemente apresentados. E importante a observagao dos passos
utilizados na obtencédo do valor final da biomassa quantificada, pois alguns
fatores podem interferir, tais como:

* incorporagao de fragdes de biodiesel a “biomassa quantificada” decorrente
da composicao do combustivel, podendo ficar retida e causar desvios na
determinacdo, uma vez que nao sao volatilizadas a 70°C (temperatura de
secagem que foram colocados os filtros com a biomassa). Por esta razao,
apos a filtragem, a biomassa foi lavada com 15 mL de hexano.

* dificuldade de homogeneizacdo decorrente da existéncia, nas diversas
etapas de cultivo de fracdo de hidrocarbonetos nao degradada, degradada
parcialmente (formacdo de emulsdo na interface) e da presenca de longas
hifas na fase oleosa e de conidiosporos na fase aquosa.

O calculo utilizado para estimar o crescimento fungico pelo peso

seco em funcao do tempo é apresentado a seguir:

Peso final do papel filtro - Peso inicial do papel filtro = Variacdo de massa (Q)




Os valores de biomassa foram utilizados para a confecgao de um
grafico em funcao do tempo.

Bactérias:

Em meio mineral M1 com 1% de biodiesel previamente preparado
(Anexo 1) adicionou-se o inéculo, que estava crescendo em Caldo Nutriente
a 37°C durante 24h, ajustando-se a Densidade Otica de 595nm, ao valor de
0,07. Incubou-se a 30°C e 180rpm. O crescimento das bactérias
selecionadas no meio mineral com 1% de biodiesel (B100) foi expresso em
UFC/mL. A andlise foi realizada através da contagem em placas com meio
de cultura Agar Nutriente , conforme os tempos estabelecidos (0, 1, 3, 5, 7,

10 e 14 dias).

6.7.2 Analise de pH, Tensao supetrficial, indice de emulsificacao
(IE24), lipase e esterase
A fase aquosa proveniente do ensaio de crescimento dos fungos
e das bactérias foi analisada em cada tempo amostral. Foram realizadas
medidas de pH, tensdo superficial, indice de emulsificacdo e de lipase
conforme descrito no item 6.6. A atividade da enzima esterase foi realizada
segundo metodologia descrita por Casaburi et al., 2006. A fase aquosa dos
frascos de cultivo, foram centrifugados a 6000rpm por 15 min. a 10°C e
retirado o “pellet” do tubo falcon. Este foi ressuspendido em 50mL de tampéao
fosfato 50mM e centrifugado novamente nas mesmas condi¢cées descritas

acima. Logo ap6s as células foram sonicadas, no equipamento Sonics &



Materials INc Vibra cell, USA, para rompimento celular em dois ciclos de 40
segundos com o intervalo de 1 minuto entre cada sonicagdo e novamente
centrifugadas. Apds este processo utilizou-se 0,4mL deste extrato e 2,6mL
de uma solucdo, conforme anexo 12. A leitura foi realizada em
espectofotdbmetro (Spectrumlab, 22PC, Brasil) em comprimento de onda de
415nm nos tempos 0 e 15 min. (acondicionada em estufa a 25°C). Como
branco (para zerar o equipamento) foram utilizados 2,6mL de solugcédo e
0,4mL de tampao fosfato 0,1mM. A atividade enzimatica da esterase foi
definida como a quantidade de enzima liberada por 1umol/min de p-
nitrofenol (U). Os valores obtidos foram calculados com base na férmula

descrita abaixo:

Onde:

E = coeficiente de extingdo molar
A = absorbéancia a 415nm

(tempo Omin)
C = concentracao do substrato (mM)
L = caminho percorrido pela luz (cm)
AA = variagao da absorbancia
V = volume total da reacao (mL)

6.7.3 Avaliacao Cromatografica

A fase oleosa de cada frasco de cultivo proveniente dos




experimentos das curvas de crescimento de fungos (apds 25 dias) e de
bactérias (apdés 14 dias) foi transferida para um funil de separacao,
previamente desinfetado, separando a fase aquosa da fase oleosa. A fase
oleosa foi transferida com o auxilio de uma pipeta Pasteur e colocada em
eppendorfs de TmL e encaminhadas para a analise cromatogréafica. Para a
avaliagdo da degradacdo do biodiesel foi realizada a quantificacdo de
ésteres totais nas amostras utilizando uma comparagdo com o
cromatograma do método EN14103 para ésteres totais, identificando cada
pico em seu tempo de retencdo. Utilizou-se um Cromatografo de fase
gasosa GC-2010AF com a coluna DB Waxer e o padrao interno utilizado foi
miristato de etila 10mg/ml. Os resultados foram obtidos pela média aritmética
de trés injecoes efetuadas para cada amostra, com seu respectivo desvio
padrao calculado. O método de normalizacdo interno foi empregado para
quantificacdo e consiste na andlise preliminar de uma amostra padrao

contendo todos os compostos de interesse.

6.7.4 Identificacao dos isolados
Para a identificacao dos trés isolados bacterianos, quanto ao
género, foram realizados os testes bioquimicos a partir de culturas de 12h de
crescimento em agar nutriente. Para esta caracterizagcdo baseou-se nas
referéncias bibliograficas descritas por Mc-Fadin (1993) e Vermelho (2007).
Os testes realizados foram: catalase, motilidade, indol, citrato, producao de
gas sulfidrico, TSI (triple sugar iron), glicose, uréia, oxidase, nitrito/nitrato,

formacao de esporos, crescimento em Agar Mac-Conkey e Agar fenilalanina,



VM (Vermelho de metila) e VP (Voges Proskauer).

6.7.5 Analise estatistica
Foi realizada a andlise estatistica com os seguintes dados:
degradacdo em area nas cromatografias, capacidade de emulsificagédo e
valores das medidas de tensdo superficial resultantes do crescimento de
isolados no meio de cultura testad0. O teste utilizado foi a comparacéao entre
as médias pelo teste t de Tukey, com nivel de confianca de 95%, utilizando-

se o0 programa Statistica 7.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Isolamento de microrganismos

Apds o processo de trés transferéncias em meio mineral MM1
com adigéo de 1% de diesel e biodiesel, utilizando os indicadores redox TTC
e DCPIP, foram selecionados oito isolados bacterianos. Apéds a
caracterizacao celular das bactérias, com base nas diferencas morfolégicas,
as colénias foram purificadas e identificadas como bastonetes Gram -
negativos. A manutencdo destas col6nias ocorreu com a inoculagdo por

esgotamento em Agar Diesel e Agar Biodiesel a cada 30 dias.

7.2 Pré-selecao de bactérias e fungos biodegradadores de

hidrocarbonetos utilizando dois Indicadores redox TTC e DCPIP

Na tabela 1 podemos verificar os resultados obtidos para os oito
isolados bacterianos e na tabela 2 para os isolados fungicos. Esta
representado a freqliéncia de cada um dos isolados quando comparado os
dois indicadores bem como a interpretacdo dos resultados (reducdo) dos

indicadores redox.
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Tabela 1 - Pré-selecdo de bactérias biodegradadoras de hidrocarbonetos

utilizando os indicadores redox TTC e DCPIP.

Indicador TTC DCPIP

Isolados T24 T 144 T24 T 144
A - ++++ - ++

B ++ +++ - +++
C + o - -

D + ++ - -

E + ++ - +++

F + +++ ++ +++
G ++ ++ - -

H + ++ - -
Controle - - - -
Controle: isolado com indicador (sem biodiesel); T = Tempo de avaliagdo em horas.

Escala de avaliacdo: - sem mudanca de cor; +, ++ € +++ com mudanca de cor (conforme

intensidade).

Tabela 2 - Pré-selecdo de fungos biodegradadores de hidrocarbonetos

utilizando os indicadores redox TTC e DCPIP.

Indicador TTC DCPIP

Isolados T4 T7 T11 T15 T4 T7 T11 T15
A + + + + - + + +
B + + + + - - + +
C + + + + - + + +
D - - + + - - - +
F + + + + + + + +
H + + + + + + + +

Controle - - - - - - - -

Controle: isolado com indicador (sem biodiesel); T = Tempo de avaliagdo em horas. Escala de

avaliacdo: - sem mudanca de cor; +, ++ € +++ com mudanca de cor (conforme intensidade).
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De acordo com os resultados obtidos podemos verificar que
ambos indicadores apontaram alguns isolados com capacidade para utilizar
o biodiesel como fonte de carbono. Para o TTC, destacamos que todos os
isolados foram capazes de causar a reducdo do indicador redox com
destaque para o isolado B, que apresentou resultados positivos em apenas
18 horas. No DCPIP, apenas os isolados A, B, D e F apresentaram
resultados positivos, com destaque para os isolados E e F, que foram
capazes de reduzir o indicador a partir de 48 e 24 horas, respectivamente.
Deste modo, ambos indicadores demonstraram resultados distintos na
selecdo. Em um estudo semelhante realizado por Miranda et al. (2005) foi
constatado que apenas 5% das bactérias analisadas retiradas de condi¢des
semelhantes as do presente estudo, foram capazes de reduzir o indicador
DCPIP em até 48 horas quando utilizou-se 6leo diesel e gasolina como
unica fonte de carbono. Vieira et al. (2006) em estudo realizado com 15
bactérias degradadoras de Oleo diesel verificou que 93,33% (14)
apresentaram resultado positivo para a degradacao de biodiesel, observado
através da descoloracdo do DCPIP. Segundo o autor, estd técnica se
mostrou facil e rapida na verificacdo do potencial degradativo das espécies

testadas, frente ao biodiesel (Vieira et al., 2006).

7.2.1 Avaliacao do crescimento
Na figura 7 podemos observar o crescimento bacteriano, em
meio mineral M1 com 1% de biodiesel, dos oito isolados. Nos fracos que

continham meio mineral M1 com 1% de 6leo diesel puro (BO), observou-se
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que os isolados E e F, no 7° dia de cultivo, demonstraram crescimento
aproximado de 100mg/ml, ja a partir do 14°dia do experimento estes valores
decairam para ambos isolados (10mg/ml). Os isolados D e G no primeiro dia
do experimento apresentaram apenas 10mg/ml de producédo de proteinas
totais, mas este valor aumentou no 7° dia de cultivo atingindo um valor de
170mg/ml e 300mg/ml, respectivamente. Em relagédo as andlises do 14°dia,
verificamos que estes mesmos isolados diminuiram sua producdo de
proteinas, sendo que a amostra D apresentou o valor de 60mg/ml e o
isolado G apresentou valores de 10mg/ml. Os isolados A, B e C
permaneceram com a concentracdo estavel de 10mg/ml de proteinas totais
durante os 14 dias do experimento.

Com relacao as analises realizadas em B20 (20% de biodiesel no
diesel) podemos observar que os isolados A, B e C comportaram-se de
forma semelhante, ou seja, durante o periodo do experimento os valores se
mantiveram-se em 10mg/ml. Os isolados D e G no primeiro dia de cultivo
apresentaram 10mg/ml de proteinas totais, no sétimo dia de cultivo este
valor elevou-se para 190 e 370mg/ml, respectivamente. No décimo quarto
dia os valores reduziram para 10 e 30mg/ml respectivamente para estes
isolados. Os isolados E e F apresentaram crescimento no sétimo dia de
cultivo com valores de 60 e 160mg/ml, respectivamente. No tempo 14 dias, o
valor se manteve estavel, porém para o isolado F reduziu para 10mg/ml.

Os resultados obtidos para as analises em biodiesel (B100),

demonstraram que os isolados A e B mantiveram seus valores estaveis em
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10mg/ml durante todo o periodo de analise. O isolado C nos tempos 7 e 14
apresentou seu valor constante de 60mg/ml, nos demais tempos do
experimento seu valor se manteve abaixo de 10mg/ml. Os isolados E e F
apresentaram valores crescentes até o término do experimento, onde no
tempo 1 apresentaram valores inferiores a 10mg/ml e, no final do
experimento, aos 14 dias os valores foram de 100 e 420mg/ml,
respectivamente. Para os isolados D,G e H houve um crescimento até o
sétimo dia de cultivo (260, 820 e 710mg/ml, respectivamente) e no 14°dia ,

os valores reduziram acentuadamente.
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Figura 7 — Avaliagdo do crescimento dos oito isolados bacterianos pelo método de Bradford,

crescendo a 180rpm e 30°C em meio mineral M1 com 1% de combustivel, avaliado pelo periodo de 14

dias. (A) Valores encontrados para B0 (diesel puro). (B) Valores encontrados para B20 (20% de

biodiesel em diesel). (C) Valores encontrados para B100 (biodiesel puro).
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7.2.2 Biossurfactante
Os dados de indice de emulsificagdo, medida de tensao
superficial, pH e conteudo de proteinas totais para os oito isolados sao
apresentados na Tabela 3. Das amostras analisadas, 4 isolados
apresentaram emulsificacdo entre 27,5 e 47,5% em B20 e em B100 entre

25 e 35% (tanto na presenca quanto na auséncia de células).

Os fungos Candida silvicola e Rhodotorula sp. foram avaliados
por Blcker (2009) com crescimento em meio mineral nos tratamentos BO,
B5, B10, B20 e B100 e nao foi observado a formagdo de emulsdo. Em
contraposicao aos resultados do presente estudo,, Silva (2004) observou
que a taxa no indice de emulsificacdo em gasolina no 15° dia do
experimento demonstrou valores proximos a 95%, utilizando bactérias

isoladas de ambiente marinho impactado por petréleo.

A medida de tensdo superficial foi utilizada como um dos
principais parametros de selegdo de microrganismos produtores de
biossurfactantes. A propriedade de todo o surfactante é sua capacidade em
reduzir a tensdo superficial de um meio liquido (Zhang & Miller, 1995). Um
surfatante efetivo produzido por microrganismos (biossurfactante), pode
reduzir a tensao superficial da agua destilada de 73mN/m para 30mN/m ou
menos. Por esta razao, esta técnica tem sido muito utilizada em estudos que
envolvem a deteccdo de biossurfactantes (Lee et al.,, 2007; Bento et al.,

2008; Jacques et al., 2008).
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A medida de tensdo superficial inicial do meio mineral foi
51mN/m, e as medidas obtidas para os controles no 1¢ dia alteraram em BO
para 52mN/m. No tempo 7 para BO, B20 e B100 os valores foram 53mN/m,
51mN/m e 52mN/m respectivamente. E finalmente em 14 dias os valores
foram de 53 mN/m para BO e 51,7mN/m para B100, ndo ocorrendo alteracao

no valor de B20.

Segundo Willumsem & Karlson (1997) um bom biossurfactante é
capaz de reduzir a medida da tensao superficial do meio em 20 unidades,
comparado com a agua destilada. Neste estudo, foi utilizada uma
metodologia adaptada na qual um isolado que reduzisse a medida da tenséo
para valores inferiores a 40 mN/m, seria considerado um microrganismo bom
produtor de biossurfactantes. Este critério também foi utilizado por Haba et
al. (2000) e Youssef et al. (2004). As analises em B0, constataram que
apenas o isolado G atingiu o valor de 40,7mN/m no primeiro dia de cultivo,
mas posteriormente este valor aumentou para 47,9mN/m ao final do 14° dia.
Os demais isolados apresentaram valores entre 43,70 mN/m e 53,45 mN/m.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jesus (1998), onde
nenhuma das bactérias incubadas na presenca somente de 6leo diesel
foram eficientes em produzir compostos que reduzisse a medida de tenséo
superficial. Ja para as amostras analisadas em B20, os isolados C, F, Ge H
demonstraram esta capacidade a partir do tempo 7 dias, e os isolados G e H
obtiveram este resultado ap6s 1 dia de incubacao apresentando valores de

29 mN/m e 32 mN/m respectivamente. Os isolados que cresceram em B100
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(C, D, E, F, G e H) conseguiram reduzir a tensao superficial a partir do 7° dia
de cultivo apresentando as seguintes medidas respectivamente: 31 mN/m,

32 mN/m, 30 mN/m, 30 mN/m, 30 mN/m e 29 mN/m.
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Tabela 3 — Medidas de pH, tensdo superficial, indice de emulsificacdo e
proteinas totais (Bradford) dos oito isolados bacterianos em BO, B20 e B100

durante 14 dias de cultivo em MM1 com adi¢do de 1% de combustivel.

Isolado  Tempo (dias) pH Tensdo Superficial indice de Emulsificagio (IE) Proteinas Totais (Bradford)
(mN/m) com célula (%) sem célula (%)

B0 B20 B100 B0 B20 B100 B0 B20  B100 B0 B20 B100 B0 B20 B100

A 0 70 720 720 5,10 5L10  5L10 0,00 000 000 000 000 000 Q00 Q00 000

1 L8 465 483 S04 L0 B0 00 000 000 00 000 00 <00 <00 <00
7 4% 410 380 8% M 06 00 000 000 000 000 00 <00 <0 <001
" 460 410 428 406 3923 406 000 250 250 00 000 000 <00 <00 <00
B 0 70 70 720 5,10 5110 51,10 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 LR 48 460 M6 40 08 00 000 000 00 000 00 <00 <001 <00l
7 435 390 31 M5 49 206 00 000 000 000 000 00 <00 <0 <001
" 512 408 454 413 48 46 00 000 00 00 000 25 <00l <001 00
C 0 70 70 720 5,10 5110 5110 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 6% 6% 637 0% 4% 40 00 000 00 000 000 00 <00 <001 <00
7 669 65 65 516 318 33 00 000 25 00 350 00 <00 <0 00
" 70 6% 674 470 BG  960 00 275 750 00 300 00 <00 017 006
D 0 70 70 720 5,10 5110 51,10 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 6% 697 6% 5180 60 478 000 000 00 000 000 00 <00 <001 <00l
7 660 669 6% 63 470 3% 00 000 2% 00 00 00 017 019 02
" 70 720 671 4% 43 298 00 300 300 00 00 250 006 008 <00l
E 0 70 70 720 5,10 5110 5110 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 M 77 6% 4503 495 446 00 000 00 00 000 00 <00 <001 <00
7 668 661 654 5540 4520 300 00 000 00 00 000 00 01 006 00
" 688 700 682 4% 4000 3000 000 000 00 00 000 50 <00 006 010
F 0 70 70 720 5,10 5110 5,10 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 679 697 6% S50 450 4045 000 000 00 000 000 00 <001 <001 <00l
7 667 675 681 4970 303 298 000 25 1750 00 475 2% 06 0l 02
" 70 750 6% 453 BN 90 00 300 3[0 25 00 /O <00 <00 0L
6 0 70 70 720 5,10 51,10 5,10 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 7% 749 764 40 288 2946 00 000 00 00 000 00 <00 <001 <00l
7 750 780 799 450 %0 296 00 000 00 00 00 00 030 03 0%
" 70 7% 75 490 %5 0% 00 00 7% 00 750 125 <00 06 030
H 0 70 70 720 5,0 5.0 5,10 000 000 00 00 000 00 00 00 00
1 750 748 749 Sud6 376 2846 0,0 000 00 00 000 00 <00 <001 <00l
7 760 83 739 M0 B% 8 00 000 00 00 00 00 030 00 07
" 750 788 730 45 93 00 00 25 1S 00 50 750 003 002 028

Controle 0 7072 72 51 5L 5L 000 00 00 00 00 00
1 012 10 R 512 512 000 000 00 00 00 00
7 P A T KU N N7 N 11 20 250 00 250 2%
" 772 71 B 52 57 00 20 250 00 250 250

* Controle: sem adicao de indculo
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7.2.3 Deteccao de ramnolipidios

Os isolados A e G apds 72h de incubacdo apresentaram
resultado positivo para a detecgcdo de ramnolipidios indicando que estes
isolados provavelmente produziram surfactantes do tipo aniénicos, sugerindo
que possam ser ramnolipideos. Isolados de Pseudomonas aeroginosa,
provenientes de solo contaminado com biodiesel, apresentaram resultados
positivo para a producdo de ramnolipideos quando inoculados no mesmo
meio de cultura que foi proposto por Pinzon & Ju, 2009.

Whang et al., 2008, demonstrou que o uso de ramnolipidios
provindos de isolados de Pseudomonas aeroginosa foram eficazes na
biodegradacao de diesel, pois foram capazes de reduzir a tenséo superficial
do meio e aumentar a biomassa. Por fim, o uso deste biossurfactante
potencializou a atividade dos microrganismos na biorremediacao de solos
contaminados com diesel (Whang, 2008).

7.2.4 Atividade hemolitica

A atividade hemolitica € observada em microrganismos capazes
de se desenvolver utilizando como fonte de ferro proteinas ligadas ao ferro.
Desta forma, a hemoglobina torna-se importante fonte de ferro para estes
microrganismos (Bueno, 2008). Para Plaza et al. (2006) a atividade
hemolitica tem sido utilizada como um teste preliminar para a selecao de
microrganismos produtores de biossurfactante por ser um teste simples e de
baixo custo. Portanto, sugere-se que este teste seja utilizado juntamente

com outros especificos, como a medida da tensdo superficial, por exemplo.
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No presente estudo realizou-se testes em Placas de Agar
Sangue para verificar a presenga de hemolise nos 8 isolados bacterianos
selecionados. Constatou-se que somente os isolados E e F apresentaram
hemdlise.

7.2.5 Hidrofobicidade

As andlises de hidrofobicidade celular foram realizadas para
monitorar possiveis mudancas na parede celular bacteriana, necessérias
para a degradacédo de substratos. O objetivo deste teste foi avaliar o perfil
hidrofobico e as caracteristicas acido-basicas dos isolados bacterianos, a
caracteristica hidrofébica significa que na presencga do solvente em questao
h& maior tendéncia de ligagdo entre 0 microrganismo e o substrato. A Figura
6 indica os resultados do teste de hidrofobicidade da parede celular apés 14
dias de inoculacdo expressos em porcentagem dos oito isolados
bacterianos. Podemos observar que os isolados A, B, F, G e H
apresentaram uma superficie celular mais hidrofébica e mais acida do que
os demais,demonstrando afinidade com o solvente polar (cloroférmio). Os
outros isolados bacterianos apresentaram uma superficie celular menos
hidrofébica e menos acida. Destacamos os isolados F e G que atingiram
valores de hidrofobicidade préximos a 100% na presenca de cloroférmio, um
solvente acido polar. Os isolados A e G quando em contato com o solvente
Xilol (apolar) atingiram valores proximos a 100% de hidrofobicidade, estas
caracteristicas hidrofébicas demonstram que na presenca deste solvente ha

maior tendéncia de ligagcdo entre o microrganismo e o substrato. Estes
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mesmos isolados apresentaram resultado positivo no teste de detecgédo de
ramnolipideos, sugerindo que a modificacdo na parede celular provocada
pelo ramnolipideo € provavelmente a responsavel pelo aumento da

hidrofobicidade celular (Al-tahhan et al., 2000).

Al-tahhan et al. (2000) investigaram a interacdo entre
ramnolipideo, células microbianas e substratos hidrofébicos, os resultados
demonstraram que a presenca do biossurfactante aumentou a interacéo
entre célula e o hidrocarboneto, devido a perda da camada
lipopolissacaridica, que é o principal constituinte da parede celular de

bactérias Gram negativas.

B Cloroférmio (polar)
120
o Xilol {apolar)

100 -

60 -

Hidrofobicidade %

20 -

A B C D E F G H

Isolados bacterianos

Figura 6 — Porcentagem de hidrofobicidade da parede celular dos oito

isolados cultivados em meio mineral M1 com 1% combustivel.
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7.2.6 Medidas de condutividade

Os valores obtidos de condutividade séo referentes ao consumo
de sais minerais necessarios para o crescimento dos microrganismos.
Conforme pode-se observar na Tabela 4 os isolados A e B reduziram os
valores de condutividade de 7,4ms/cm?, no tempo 0, para 3,6 e 4,2 ms/cm?,
respectivamente, no tempo 14 dias para o tratamento B20. Estas duas
amostras também apresentaram reducao significativa nos tratamentos B0 e
B100, com relacdo ao controle, indicando assim que os nutrientes presentes
no meio mineral (com adicdo de 1% de biodisel) estavam sendo
consumidos. A condutividade foi avaliada também para se ter uma idéia da
producdo de compostos oriundos da oxidacdo abidtica do biodiesel, que

podem migrar para a fase aquosa.

Segundo Bento (2001), em estudo realizado com microrganismos
deteriogénicos de 6leo diesel, cultivados em meio mineral com adicdo de
6leo diesel observou a maior reducao da medida de condutividade na fase

aquosa ocorreu apés 60 dias de incubacao.
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Tabela 4 — Medidas da condutividade da fase aquosa dos cultivos

bacterianos em meio mineral e misturas de diesel/biodiesel.

Condutividade

(ms/cm?) BO B20 B100

Isolados TO T1 T7 T4 TO T1 T7 Ti4 To T1 T7 Ti4

Controle 74 73 73 73 74 73 73 73 74 74 74 74
A 74 59 58 48 74 58 58 36 74 55 57 48
B 74 56 60 50 74 56 57 42 74 55 57 54
o] 74 72 76 77 74 68 73 72 74 66 74 7,1
D 74 74 74 76 74 71 73 73 74 71 73 7.2
E 74 72 74 73 74 72 73 72 74 70 71 68
F 74 72 75 70 74 68 72 71 74 66 7,0 67
G 74 68 70 69 74 70 68 66 74 67 62 61
H 74 67 70 64 74 67 63 67 74 59 60 6,0

* Tempo de avaliagdo: 0 (T0), 1 (T1), 7 (T7) e 14 dias (T14).
** Controle: meio mineral M1 com 1% de biodiesel.

7.2.7 Medidas de pH

A analise do pH, foi um dos parametros utilizados para
acompanhar o crescimento dos microrganismos no meio Oleo diesel,
misturas de diesel e biodiesel e somente biodiesel, e também monitorada
nos controles, a fim de se verificar alguma alteracdo no carater acido, basico
ou neutro do meio aquoso. Durante a degradacdo de hidrocarbonetos ha
formacao de acidos organicos, que podem provocar a reducado da medida do
pH na fase aquosa (Bento & Gaylarde, 2001;Bento et al., 2005). Além
destes produtos, a reducédo do pH pode estar relacionada a lises celulares,

produtos poliméricos e acidos organicos. (Bicker, 2009).

Neste estudo foi observado que seis dos oito isolados reduziram
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o pH até o tempo 7 dias, com aumento de pH em 14 dias. Dois isolados, A e
B, mantiveram a diminuicdo do pH até 14 dias nos tratamentos B0, B20 e
B100, onde o controle manteve os valores de 7,2+1,0. Aos 14 dias,
apresentaram pH minimo de 4,1 no tratamento B20, e nos tratamentos BO e

B100 o pH aproximou-se de 5,1.

Blcker (2009) ndo observou alteragdes significativas entre as
medidas de pH , durante o crescimento de microrganismos, em
experimentos com uma fase aquosa de mesma composicdo da utilizada
neste estudo e misturas de diesel e biodiesel (B5, B10 e B20), ou biodiesel

puro (B100).

Foi realizado um experimento para avaliar o efeito de
tamponamento do Meio Mineral M1, que também foi conduzido em estudo
conduzido por Bento (2001). Este resultado pode ser visualizado no Anexo
7. Para ocorrer uma reducédo no pH do meio minimo mineral de 7,22 para
5,26 foi necessario adicionar 4,0 mL de HCI a 0,1N, indicando assim que os
isolados A e B que apresentaram valores de pH proximos a 5 na mistura B20
em 14 dias de experimento, podem estar produzindo metabdlitos acidos
oriundos da degradacdo do combustivel utilizado. De acordo com a
concentracdo de fosfatos do Meio Mineral M1 que é de 4,45g.L™" a producéo
de 4&cidos pelos demais isolados pode ter sido mascarada pelo
tamponamento dos fosfatos presentes no meio Mineral M1. No anexo 9

podemos observar a avaliacdo do efeito tampéao do meio mineral M1.
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7.2.8 Deteccao de enzimas

7.2.8.1 Atividade Lipolitica

Os resultados da atividade lipolitica dos isolados testados pode
ser observado na tabela 5. Para esta enzima foi feita andlise somente em
B20 e B100, nos tempos 1, 7 e 14 dias, pois a lipase nao possui a
capacidade de quebra de moléculas formadas por cadeias ciclicas, e o
diesel (BO) é composto por diversos anéis benzénicos. O isolado B foi
considerado como o maior produtor de lipase em B20 e B100, pois no 14°
dia de cultivo atingiu seu indice de producgéao lipolitica elevada alcancando
93,6 unidades de lipase por hora (U/ml). O isolado F também demonstrou
uma satisfatoria atividade lipolitica, pois no 7° dia do cultivo em B20 e B100
apresentou 80,4 e 36,0 U/ml respectivamente, enquanto que no 14° dia em
ambas concentracbes as atividades expressadas foram por volta de 50,0

U/ml.
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Tabela 5 - Atividade Lipolitica de oito isolados bacterianos utilizando o
método titulométrico utilizando 20% de biodiesel no diesel e somente

biodiesel.

B20 B100
Isolados T 1 T7 T14 T1 T7 T14
0,00 0,00 89,40 0,00 22,20 89,40
0,00 62,40 93,60 0,00 89,40 13,20
0,00 36,00 58,20 0,00 9,00 36,00
0,00 44,40 44,40 40,2 60,60 0,00
0,00 58,20 40,20 0,00 0,00 27,00
0,00 80,40 49,20 0,00 36,00 53,40

44,40 9,00 31,20 0,00 9,00 53,40
4,20 40,20 44,40 0,00 0,00 9,00

IO TMMoOO WX

Os resultados sao apresentados de acordo com a Atividade da lipase,

expressa em U/mi(min.). O tempo de avaliagao foi realizado em 1,7 e 14dias.

Kouker & Jaeger (1987) em estudo utilizando metodologia
baseada na formacdo de precipitados em Agar com Rodamina B,
demonstraram que espécies de Pseudomonas aeruginosa sao capazes de
produzir lipase isoladamente ou em conjunto com esterases. O
monitoramento da atividade lipolitica tem sido utilizado para avaliar a
biodegradacao de petrdleo, por exemplo em solos contaminados. A atividade
desta enzima tende a aumentar de acordo com o tempo, ou seja com a
reducdo da concentracdo residual de hidrocarbonetos (Margesin, 1999).
Segundo Khudary e Mroueh (2004) foi constatado uma atividade lipolitica

maxima em 60h de incubacao do experimento em 142,2U/ml por hora, em
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isolados bacterianos, aerdbios e gram positivos, provenientes de solo

contaminado com 6leo de oliva.

7.2.8.2 Atividade das Monoxigenases e Dioxigenases

Durante o crescimento dos oito isolados bacterianos foi
monitorada a atividade das enzimas monoxigenases e dioxigenases, catecol
1,2 dioxigenase (C1,20), catecol 2,3 dioxigenase (C2,30) e protocatecol 3,4
dioxigenase (P3,40), conforme podemos observar na Figura 8 e na Tabela 6.
Estas enzimas sdo responsaveis pela degradacdo de hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, sendo a enzima catecol 1,2 dioxigenase e a catecol
3,4 dioxigenase responsaveis pela clivagem dos anéis aromaticos se o
intermediario central for o catecol a enzima protocatecol 3,4 dioxigenase
cliva o anel aromatico quando o intermediario central é o protocatecol (Silva,

2008).



65

0 A k1] B
-t I
i i
E i
[ ]
£ ——Catecol 1,2 s —+—Catecol 1,2
] % g
B —8—Catecol 23 8E 1o —a—Catecol 2,3
= w
5 =ir—Profocatecol g —i—Protocatecol
T
E [1] b‘tﬁ-‘ FH = Monoxgenass E 0 - :l l ——Wonaxigenase
kS 1 7 14 1 F 14 L4 1 7 1 107 1
BO B20 BO B20
Tempo |dias) Tempo [dias]
30 C 30 D
I
3 =
§ bii] § 0
g ——Canecol 1,2 3 ——Catecol 1.2
= =
= .
%-E 10 =@=Calecol 2.3 §-E 10 ~m-Catecol 23
g == Protocatecol . —i— Protocatecol
3 ad ===DMonaxigenase g o m NN ENEE
H
1 7 14 1 7 14 E 1 7 1 1 7 1
BO Tempo(dias) 520 BO Tempo(dias) B0
30 E o 30 3
= -
]
2 :
5 W RS
= == Catecal 1.2 %, —4—Catecol 1,2
£ _
i'é == Catecsl 2,3 iF —8=Catecol 2,3
5w 510
3 == Protocatecol g === Prof oCatecal
3 &. == MOnOaigenase z oA M —— hionoxigenase
g 0 a
1 7 14 1 7 14 1 7 14 1 7 14
BO B2
Tempa (dias) 0 B0 Tempo [dis) B20
30 0 H
= % 2
g o
g E
§ w i 0
T ——Catecol 1,2 2 —4—Catecol 1.2
= .
i —a-Citecoi23 85 10 - Gteol23
3 —de= Protocatecol - =i Protocatecol
=
E 4 ——— AONIDNEENASE :E 0+ ——Montuigenase
2 1 7 1 1 7 1
1 7 14 1 7 14 o
B Tempo (diz)  B20
80 Tempolds) 520 emipa (dias)

Figura 8 — Atividades das enzimas catecol 1,2, catecol 2,3, protocatecol 3,4
e monoxigenases em isolados bacterianos crescendo a 180rpm e 30°C, em

meio mineral MM1 com 1% de combustivel (BO e B20), avaliados durante 14

dias.
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Observou-se tendéncia de maior atividade enzimatica para
monoxigenase no 1° dia do experimento para os isolados A, B e G, onde
este ultimo apresentou atividade enzimatica nos trés intervalos de tempo
testados ( 1, 7 e 14 dias), atingindo valores de 7,90, 3,11 e 1,93umol/L min.,
respectivamente (B0) e 27,77, 15,15 e 11,99umol/L min. (B20). Todos os
demais isolados ndo apresentaram atividade enzimatica de monoxigenase
no tempo 14 dias, estes resultados podem ser relacionados ao fato de que
no tempo 14 dias a curva de crescimento ja estava em fase lag. Para os
isolados A e B a atividade enzimatica detectada nos tempo 1 e 7 dias
apresentou valores de 400 e 80 umol/L min. (B0O) e 666 e 120umol/L
min.(B20), respectivamente. Os isolados C e D apresentaram uma baixa
atividade enzimética relativa no 1° dia de ensaio de 1,08 e 0,72 pmol/L min.
(BO) e 3,41 e 2,09 umol/L min. (B20), respectivamente. Para os isolados E e
F os valores foram 1,39 e 0,73 umol/L min. (B0) e 16,12 e 7,09 umol/L min.
(B20) no tempo 1 dia do experimento. Estes isolados no 7% dia nao
expressaram atividade enzimatica. A atividade enzimatica do isolado H foi de
13,15 umol/L min. constatada apenas em B20 e no dia 1 do teste.

Para a avaliagdo da enzima catecol 1,2 destacamos o isolado G
gue apresentou uma maior atividade no tempo 7 dias com valores de 11,81
e 13,19 ymol/L min. para BO e B20 respectivamente. Nos demais tempos
este valor se aproximou de 0,5 umol/L min. O isolado H também no 7 dia do
estudo em B20 apresentou 10,21 umol/L min. e nos outros tempos a maxima

atividade foi de 0,75 pmol/L min.
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Na avaliacdo da enzima catecol 2,3 para os isolados A e C
observou-se uma tendéncia maior desta atividade enzimdtica no dia 1
alcancando 32,03 e 60 umol/L min. para BO e 1,82 pmol/L min no dia 7 e
13,92 umol/L min. no dia 1 para B20.

Para a enzima protocatecol os isolados C e H foram os mais
expressivos. O isolado C demonstrou maior atividade enzimatica no tempo 7
dias do experimento com valores de 6,5 umol/L min. em B20 e 2,11 pumol/L
min. em BO. Para o isolado H os valores foram maiores no dia 1 alcan¢ando
4,94 e 4,15 pmol/L min. em B20 e B0, respectivamente.

De acordo com Silva (2008), a baixa atividade enzimatica (catecol
1,2, catecol 2,3 e protocatecol dioxigenase) dos isolados que estavam
crescendo em meio mineral M1 pode ser consequéncia da baixa solubilidade
dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos neste meio (HAPs), que interfere
diretamente na taxa de crescimento dos microrganismos e assim, reduz a
quantidade de enzimas expressas. Portanto, ndo seria metabolicamente
viavel para a célula expressar estas enzimas em quantidades elevadas na
degradacao dos hidrocarbonetos aromaticos se a absorcdo celular destes
compostos € reduzida. Além disso outro fator que poderia interferir a
expressao das dioxigenases estaria relacionado a presenca de sais de calcio
presentes na formulacdo do meio mineral M1(Cai et al., 2007). Silva (2008)
determinou a atividade enzimatica das dioxigenases de isolados bacterianos

em meio mineral M1, e verificou que somente foi detectada atividade a partir
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do 5° dia incubacgao, resultados estes que concordam com o presente

estudo onde a atividade foi detectada a partir do 7° dia de incubacéo.

Entre os componentes do 6leo diesel pode-se citar a presencga de
alcanos (hidrocarbonetos cuja ligacdo ente os atomos de carbono e
hidrogénio é feita por ligacoes simples). Os alcanos podem ser lineares,
ciclicos ou ramificados. Por conterem ligagcbes simples os alcanos sao
relativamente estaveis, dificeis de quebrar e apolares (Van Hame et al,
2003). Alcanos, como o octano e o hexadecano, podem ser utilizados como
fonte de carbono e energia por microrganismos, que possuem rotas de
degradacao para a utilizacao de tais compostos (Beilen et al., 2003 ). Os
alcanos sao compostos quimicamente inertes, e para que sejam
metabolizados, € necessario que ocorra a oxidagdo dos grupos metil
terminais, na presenca de oxigénio, a um alcool primario; e, esta reacao
pode ser catalizada por um sistema de enzimas, o como o sistema das
alcano hidroxilases. Este grupo de enzimas ja foi identificado em diversos
grupos microbianos: Acinetobacter, Alcanivorax, Bulkholderia,
Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus que apresentam uma monooxigenase
ligada a membrana (a alcano hidroxilase) contendo dois atomos de Fe++,
utilizado como cofator para a atividade oxidativa (Belhaj et al., 2002; Beilen &

Funhoff, 2007; Pazmino et al., 2010; Panicker et al., 2010).
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Tabela 6 - Atividade enzimatica especifica dos isolados bacterianos testados.

Isolado Tempo Catecol 1,2 Catecol 2.3 Protocatecol Monoxigenase
B0 B20 B0 B20 B0 B20 B0 B20
C 1 ND ND ND ND ND ND ND ND

7 ND ND ND ND ND ND ND ND
14 ND 00034 ND 00044 ND 0,0096 ND ND

D 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 00053 00143 00111 00084 00185 ND ND ND
14 00113 00412 00140 00064 00121 00003 ND ND

E 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 00015 00118 00062 0033% 00197 00268 ND ND
14 ND 00042 ND 00230 ND 0,0021 ND ND

F 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 00058 00066 00738 00097 00086 00027 ND ND
14 ND ND ND ND ND ND ND ND

G 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 00394 00357 00219 00489 00003 00028 00104 0040
14 ND 00062 ND 00165 ND 0,0030 ND 02998

H 1 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 00011 10210 00740 03678 00006 01151 00000 00000
14 00006 00376 000492 00367 00108 00737 00000 00000

Unidade enzimatica: pmol/L min.

Tempo: dias

ND: ndo detectdvel

Obs.: os isolados A e B ndo apresentaram atividade enzimatica em nenhum dos tempaos testados.

7.3 Anadlise de microrganismos pré-selecionados
Apbs os testes realizados na etapa de pré-selegcao, foram
selecionados 3 isolados bacterianos (C, E e F) e 2 isolados fungicos (F e H),

com base nos resultados de crescimento em biodiesel puro (B100).

Desta forma, foi conduzido experimentos envolvendo o
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monitoramento de curvas de crescimento, e analises da produgdo de
compostos biossurfactantes (indice de emulsificacdo e tensao superficial),
medidas de pH; atividade lipolitica, producdo de esterase. A avaliacao
cromatografica da fase oleosa foi realizada com o objetivo de identificar as
fracOes de ésteres de acidos graxos consumidas pelos microrganismos apos

o tempo final definido para cada curva.

7.3.1 Identificacdo bioquimica dos isolados
Na Tabela 7 podemos observar os resultados encontrados para
os testes bioquimicos referente aos trés isolados bacterianos. Através dos
resultados obtidos, foi possivel identificar o isolado C como Bacillus sp., 0

isolado E como Sphingomonas sp. e o isolado F como Pseudomonas sp.
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Tabela 7 — Resultados das provas bioquimicas realizadas para a

identificagédo dos trés isolados bacterianos.

Testes Bioquimicos c E

Motilidade - -
Catalase + o+
Indol - -
Producéo de gas sulfidrico - - 4+
Citrato + + +
TSI + +
Fermentador Glicose - - -
Uréia - - -
Vermelho de Metila + - -
Voges Proskauer - - -
Oxidase + + +
Nitrato/Nitrito - -+
Esporos + - -
Fenilalanina - - -
Mc Conkey -+ 4+

+ + [

* Os resultados foram apresentados em positivo (+) e
negativo (-).
(C) Bacillus sp.
(E) Sphingomonas sp.
(F) Pseudomonas sp.
7.3.2 Curvas de crescimento
Os resultados do crescimento, dos microrganismos selecionados,
no meio mineral M1 com a presenca de 1% de biodiesel foram expressos
em: peso seco para os fungos filamentosos, e, para bactérias, por contagem
do numero de células (UFC), durante os tempos pré-determinados.
A coloragao da fase aquosa dos meios cultivados com bactérias

apresentou alteracdo conforme o aumento do tempo de imersao do biodisel

com 0s microrganismos, em contraste com o ensaio controle (sem presenca
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de inéculo), adquirindo coloracao esbranquicada. Para os fungos, a fase
aquosa apresentou-se turva e amarelada.

Conforme podemos observar na Figura 9, os trés isolados
bacterianos demonstraram o pico de crescimento entre os tempo 0 e 1 dia,
posteriormente houve estabilizagdo deste crescimento. Para o Bacillus sp., 0
decréscimo do crescimento a partir do 5° dia de incubagcdo mostrou valores
estatisticamente significativos (p<0,05), fato que nao foi observado nos
demais isolados. No 12 dia de incubagédo, quando comparado os resultados
dos crescimentos entre os diferentes isolados, todos diferiram
estatisticamente entre si. Para os tempos 3, 7, 10 e 14 dias, a maior
populacédo foi alcangada pelo isolado Bacillus sp., e estes valores diferiram
significativamente de Pseudomonas sp. e Sphingomonas sp. (p<0.05).

Para os isolados fungicos (Figura 10) a fase lag ou fase de
adaptacao foi observada até o 10° dia de cultivo. Esta fase inicial poderia
estar relacionada com a mudanca de condicbes de cultivo dos esporos
fungicos, uma vez que o inéculo foi preparado a partir de culturas inoculadas
em Agar malte (meio rico), o que poderia induzir a uma fase de adaptacdo
do metabolismo as novas condicbes de nutrientes e fonte de carbono
(biodisel com unica fonte de carbono e energia). A fase log foi observada,
para ambos os in6culos, com a formacdo de biomassa proxima a 1700mg
aos 30 dias de incubacdo. Tanto para a amostra F quanto para a amostra H,
o0 crescimento maximo se deu no tempo 30 dias apresentando resultados

significativos quando comparados aos demais tempos (p<0,05). Quando
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comparado o crescimento das duas amostras, a amostra F apresentou maior
crescimento em relagdo a amostra H no tempo 30 dias, sendo este valor
significativo (p<0,05), para os demais tempos n&o houve diferengas

significativas entre os isolados.
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Figura 9 — Curva de crescimento dos trés isolados bacterianos em meio

mineral M1 com biodisel. (C) Bacillus sp. (E) Sphingomonas sp.. (F)

Pseudomonas sp.
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Figura 10 — Curva de crescimento dos dois isolados fungicos em meio

mineral M1 com biodisel, durante 30 dias a 28°C.
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7.3.3 Andlises de pH, tensao superficial, indice de emulsificacao

(IE24), lipase e esterase

7.3.3.1 Medidas de pH

Na tabela 10 podemos observar as medidas encontradas para 0s
isolados, realizadas com a fase aquosa. A variacdo de pH de grande parte
das amostras bacterianas, quando comparadas com o0 controle,
apresentaram reducdo significativa em seus valores, 0 mesmo pode ser
observado com relacdo aos isolados fungicos,. Resultados semelhantes
foram observados por Bento et al, 2005, em estudo realizado com isolados
de Hormoconis resinae e Candida silvicola, cultivados em meio mineral com
6leo diesel como fonte de carbono.

7.3.3.2 Atividade lipolitica

Em relacao a atividade lipolitica, realizada com a fase aquosa dos
cultivos, os isolados bacterianos C, E e F apresentaram os maiores valores
de produgdo enzimatica no 1% dia de cultivo, atingindo valores,
respectivamente, de 2,13 U/mL (min), 1,77 U/mL (min) e 1,58U/mL (min),
estes resultados concordaram com o observado na curva de crescimento,
onde o pico também foi observado no 1° dia. Posteriormente, as amostras C
e E apresentaram reducdo nos seus valores e no tempo 14 dias
apresentaram-se novamente elevados. Para a amostra F a reducéo ocorreu
até o ultimo dia de cultivo. Para os isolados fungicos F e H, os valores de
lipase apresentaram seu pico no tempo 15 dias de incubacao, conforme

podemos observar na tabela 9. Margesin et al. (1999) verificou a atividade
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da lipase durante a descontaminacdo de um solo contaminado com o6leo
diesel, seus resultados demonstraram que a atividade desta continuou
crescente até o ultimo dia do experimento (120 dias), constatando, também,
ligacdo inversamente proporcional com a concentragdo de hidrocarbonetos
no solo.

7.3.3.3 Atividade da enzima esterase

A partir da fase aquosa dos cultivos, verificou-se a atividade da
enzima esterase. Em relacdo ao isolado E, foi o que apresentou maiores
valores de deteccédo (2,80 U/mL/min) no tempo 14 dias. O isolado C nos
tempos 7 e 10 dias manteve o valor de 0,26 U/mL/min e em 14 dias esta
producéo decaiu para 0. Em relagdo ao isolado F seu pico de producéo de
esterase foi no terceiro dia de cultivo (0,37 U/mL/min), que
consequentemente foi decrescendo até 0,02 U/mL/min no tempo 14 dias.
Em relagdo aos isolados fungicos, o F iniciou a deteccao da esterase no
quinto dia do tratamento com 0,47 U/mL/min, decaiu até o vigésimo dia do
experimento voltando a aumentar a partir do vigésimo quinto dia, alcangando
o maior valor no trigésimo dia de 1,2 U/mL/min. O isolado H apresentou
maior valor para producao de esterase no vigésimo dia do experimento (0,8
U/mL/min).

7.3.3.4 indice de emulsificacdo

O indice de emulsificacdo, realizado com a fase aquosa do
cultivo, conforme podemos observar na tabela 8, apresentou valores maiores

a partir do 7° dia de cultivo, para as analises com célula e sem célula, em
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relacdo aos isolados bacterianos C e F. Ja para os isolados fungicos néo foi
detectado indice de emulsificacdo em nenhum dos tempos avaliados. Estes
resultados concordam com Bucker (2009), onde analises realizadas com
Candida silvicola e Rhodotorula sp., crescendo em meio mineral com diesel
e misturas de biodisel, ndo apresentaram formacao de emulsdo em nenhum
dos tratamentos verificados.

7.3.3.5 Medidas de tensao superficial

Com relacao a tensao superficial, medida realizada somente com
a fase aquosa dos isolados, quando analisados os isolados bacterianos
pode-se observar reducao significativa (p<0,05) deste parametro quando
comparado os valores encontrados no 12 dia e no 14° dia. A redugdo mais
acentuada ocorreu com o isolado F que alterou o valor de 49,6 para
30,0mN.m™, indicando que estes microrganismos podem ser potenciais
produtores de biossurfactantes. No tempo 3 dias, o isolado F apresentou
reducéao significativa quando comparada aos demais isolados (p<0,05), para
o tempo 5 dias este mesmo isolado apresentou diferenca estatistica
somente quando comparado a amostra E, fato que se repete no tempo 10
dias. Ja com os isolados fungicos ndo houve grandes alteracbes neste
parametro, a pequena reducdo observada provavelmente deve-se a
presenca do biodiesel que por si sé ja reduz a tensao superficial. A amostra
F apresentou reducado significativa nos valores de tensdo superficial do
tempo 15 dias frente aos tempos 0 e 5 dias, ja a amostra H apresentou

diferenca significativa na reducdo no tempo 25 dias quando comparada a
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estes mesmos tempos (p<0,05). Estes resultados concordam com Bucker
(2009), que analisou a medida de tensdo superficial do meio mineral com
biodiesel utilizando Aspergillus fumigatus e Paecilomyces sp. e verificou que
ambos os isolados ndo apresentaram redugdo da tensdo superficial quando

comparado ao controle.

Tabela 8 — Resultados das andlises de indice de emulsificagdo, producao de

lipase e esterase dos trés isolados bacterianos selecionados previamente.

ISOLADO DIA IE (24%) LIPASE* ESTERASE**
C/Célula S/Célula
C 1 0,00 0,00 2,13 0,14
3 0,00 0,00 0,62 0,07
5 0,00 0,00 0,14 0,03
7 53,33 59,62 0,42 0,26
10 62,76 66,20 0,47 0,26
14 55,76 63,02 1,12 0,00
E 1 ND ND 1,77 0,17
ND ND 0,73 0,10
5 ND ND 1,04 0,06
7 ND ND 0,48 2,60
10 ND ND 0,76 1,11
14 ND ND 1,08 2,80
F 1 ND ND 1,58 0,21
25,00 20,83 1,53 0,37
5 26,92 46,15 1,83 0,20
7 58,33 71,16 0,88 0,11
10 63,63 58,46 0,78 0,03
14 59,97 54,54 0,32 0,02

* Atividade Lipolitica foi definida pela quantidade de enzima liberada
de 1pmol/min de acido graxo (U).

** Atividade da esterase foi definida pela quantidade de enzima libe-
rada de 1umol/min de p-nitrofenol (U).

*** (C) Bacillus sp. (E) Sphingomonas sp. (F) Pseudomonas sp.
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Tabela 9 — Resultados obtidos das analises para os isolados fungicos

durante 30 dias de cultivo em meio mineral com biodisel.

ISOLADOS DIA pH TENSAO* LIPASE** ESTERASE***
Controle 7,22 46,20
F 0 7,18 46,10 0,00 0,00
5 6,76 44,30 0,21 0,47
10 6,67 43,20 0,27 0,18
15 6,62 41,20 0,45 0,25
20 6,64 44,10 0,23 0,25
25 6,49 41,80 0,28 1,11
30 6,73 43,60 0,30 1,21
H 0 7,20 45,90 0,00 0,00
5 6.73 44,30 0,22 0,57
10 6,68 44,03 0,16 0,24
15 6,60 42,30 0,73 0,43
20 6,53 40,90 0,19 0,80
25 6,46 40,80 0,10 0,18
30 6,66 42,26 0,12 0,13

* Unidade: mN/m.

** Atividade Lipolitica foi definida pela quantidade de enzima liberada

de 1umol/min de acido graxo (U).

*** Atividade da esterase foi definida pela quantidade de enzima libe-
rada de 1umol/min de p-nitrofenol (U).
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Tabela 10 — Resultados obtidos da medida de pH e tensdo superficial, em

B100, dos trés isolados bacterianos cultivados em meio mineral.

TENSAO
ISOLADO DIA pH SUPERFICIAL*
Amostra Controle Amostra Controle

C 0 7,24 7,12 46,30 45,50
1 6,52 6,83 46,00 44,00

3 6,30 6,80 44,20 42,00

5 6,62 6,79 30,26 43,00

7 6,93 6,81 30,26 41,00

10 7,00 6,82 30,26 42,00

14 6,45 6,80 30,00 43,00

E 0 7,06 7,10 48,10 47,90
1 6,45 6,83 46,45 46,00

3 6,50 6,80 54,10 52,00

5 6,40 6,79 49,50 50,20

7 6,40 6,81 48,00 49,10

10 6,60 6,82 48,00 49,70

14 6,43 6,80 41,00 42,30

F 0 7,20 7,18 46,10 46,30
1 6,35 6,83 49,60 45,30

3 6,42 6,80 31,00 42,80

5 6,85 6,79 29,80 43,70

7 6,75 6,81 30,00 40,20

10 6,73 6,82 29,50 41,50

14 6,23 6,80 30,00 42,00

* Unidade: mN/m.
** Tratamento controle: ndo houve adi¢do de indculo.
*** (C) Bacillus sp. (E) Sphingomonas sp. (F) Pseudomonas sp.

7.3.4 Degradacdao dos ésteres totais no biodiesel

A avaliacdo da degradacdo do biodiesel (B100) foi realizada

através da andlise cromatografica dos ésteres. As amostras utilizadas eram
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provenientes do cultivo durante 30 dias, para os fungos, e 14 dias, para as
bactérias. Esta analise, realizada com a fase oleosa dos cultivos, indica a
presenca de hidrocarbonetos com cadeias carbénicas entre 11 e 25
carbonos, porém, no presente estudo, identificou-se somente os picos de
Ci6, C1s, C1s:1, C1s:2, € Cyg:3 (Anexo 13).

Na tabela 11 sdo apresentados os resultados com os isolados
fungicos em percentagem de degradacao de cada pico. Os cromatogramas
demonstrando a degradacgao do biodiesel podem ser visualizados no Anexo
13. Observou-se que o isolado H apresentou percentuais de degradacao
superiores aos do isolado F em todos os ésteres analisados, sendo que para
o isolado F os percentuais variaram entre 0 e 12,5% € para o isolado H entre
14,2 e 35,1% de degradacdo. O isolado F apresentou percentual de
degradacdo do éster Linolenato de metila nulo, e o éster com maior
degradacao (12,5%) foi o oleato de metila. Ja para o isolado H foi observada
maior degradacao para o éster linolenato de metila (35,1%) e menor para
estearato de metila (14,2%).

As analises cromatograficas da fase oleosa extraida dos ensaios
com as bactérias Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Sphingomonas sp. estao
apresentadas na Tabela 12, e os cromatogramas destas analises podem ser
visualizados no Anexo 15. Analisando os resultados obtidos podemos
observar que o perfil de degradacao de ésteres das bactérias Pseudomonas
sp. e Bacillus sp. mostrou-se muito maior que o da bactéria Sphingomonas

sp. para todos os ésteres analisados. Para a bactéria Pseudomonas sp. os
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valores variam entre 91,31% (linolenato de metila) e 99,96% (palmitato de
metila). Os resultados variaram entre 99,47% (estearato de metila) e 99,88%
(linolenato de metila) para a bactéria Bacillus sp. Ja para Sphingomonas sp.
o perfil de degradacdo dos ésteres foi mais baixo, variando entre 0,83%

(linoleato de metila) e 5,33% (palmitato de metila).

Ao se comparar o percentual de degradacao dos ésteres de
acidos graxos com as curvas de crescimentos das trés bactérias estudadas
(Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Sphingomonas sp.) verifica-se que a
bactéria Sphingomonas sp. apresentou crescimento similar a Pseudomonas
sp. e Bacillus sp. ao longo dos 14 dias de avaliacdo, no entanto a taxa de
degradacao dos ésteres foi significativamente inferior a taxa apresentada por
Pseudomonas sp. e Bacillus sp. O baixo percentual de degradacao de
ésteres por Sphingomonas sp., quando comparada a de Pseudomonas sp. €
Bacillus sp., porém com formacao de biomassa similar, pode ser explicado
pela presenca de outros compostos, além dos ésteres de acidos graxos, que
estdo presentes no biodiesel, e que podem ser utilizados como fonte de
carbono pelos microrganismos. Entre tais compostos, pode-se citar a
presenca de impurezas como alcool residual, glicerol e acidos graxos livres
(monoglicerideos e diglicerideos, por exemplo). Os acidos graxos livres e 0
alcoool residual sdo remanescentes do processo de producao
(transesterificacdo) do biodiesel, em que nao houve total converséo do éleo
vegetal a metil ou etil ésteres de acidos graxos (o biodiesel), e que o metal

ou etanol usado nesta etapa, nao foi completamente consumido na reacao.
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A presenca do glicerol esta relacionada ao processo de purificagdo, em que
nao se consegue remover 100% do glicerol resultante da transesterificacao
(Macedo & Macedo, 2004; Marchetti et al., 2007; Murugesan et al., 2009 (a,
b); Sharma et al., 2008; Loépez et al, 2009; Rashid, et al, 2009;
Singh&Sinhg, 2010). Esta explanacdo pode ser aplicada ao fungos
avaliados, que apresentaram uma grande formacdo de biomassa, mas

baixas taxas de degradacao.

Em estudo realizado por Bucker et al. (2009) também se observou
maiores valores de biomassa formada resultado do crescimento dos dois
fungos filamentosos (Paecilomyces sp. e Aspergillus fumigatus) foram as
formulacdées que continham o maior teor de biodiesel, ou seja, B20 e B100,
indicando que pode existir uma relacdo entre o teor de biodiesel e a
producdo de biomassa. No estudo de Bucker et al. (2009), como observado
no presente trabalho, os fungos filamentosos apresentaram baixas taxas de
degradacao dos ésteres de acidos graxos pelos, mesmo com formacao de

biomassa.

Em estudo sobre o comportamento de degradacdao em ambiente
aquatico Zhang et al. (1998) verificaram uma alta biodegradabilidade de
biodiesel, as analises de degradagdao apontaram um percentual de
degradacao de ésteres acima de 90%, em 28 dias de avaliagdo, os
microorganismos eram provenientes de uma solu¢cdo de aguas residuais

(esgoto) e matéria organica de solo. Uma alta taxa de degradagcao de
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ésteres de acidos graxos também foi observada por Pasqualino et al. (2006).
Estes autores observaram um percentual de 98% de degradacao do
biodiesel utilizando um in6culo proveniente de lodo ativado, de uma estacao
de tratamento de esgoto, em um periodo de avaliacdo de 4 semanas. Estas
altas taxas de degradacao do biodiesel podem estar relacionadas a
constituicdo quimica do biodiesel, que apresenta basicamente ésteres de
acidos graxos. Estes podem ser incorporados ao metabolismo microbiano
como fonte de carbono, na presenca de enzimas como lipase e esterase, as
quais foram detectadas durante o periodo de avaliacdo. Uma vez que a rota
para a biodegradacdo do biodiesel consiste primeiramente da hidrélise do
metil ou etil éster por uma esterase (ou lipase), produzindo um acido graxo e
um alcool; na segunda etapa os acidos graxos sao oxidados via -oxidagao
e degradados a acido acético e a um acido graxo com dois carbonos a

menos (Zhang et al., 1998; Viera et al., 2006).
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Tabela 11 - Perfil dos ésteres totais da degradacgao do biodiesel proveniente de

um ensaio de 30 dias em meio mineral M1 na presenca de fungos.

Esteres Hidrocarbonetos Degradacao (%)
F H
Palmitato de metila Cis 3,39 20,06
Estearato de metila Cis 6,88 14,18
Oleato de metila Cis:1 12,48 17,00
Linoleato de metila Cisz 10,64 14,94
Linolenato de metila Ciss 0 35,13

Tabela 12 - Perfil dos ésteres totais da degradacgao do biodiesel proveniente

de um ensaio de 14 dias em meio mineral M1 na presenca de bactérias.

Esteres Hidrocarbonetos Degradacgéo (%)

Bacillus sp. Sphingomonas sp. Pseudomonas sp.
Palmitato de metila Cqe 99,82 5,33 99,96
Estearato de metila Cis 99,47 2,86 99,82
Oleato de metila Cis1 99,59 2,57 99,95
Linoleato de metila Cigo 99,81 0,83 98,75

Linolenato de metila Cigs 99,88 3,01 91,31
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8 Conclusoes

Foi possivel isolar, selecionar e caracterizar 8 isolados fungicos e
8 isolados bacterianos quanto ao crescimento em Meio Mineral com diesel
(BO), 20% de biodiesel no diesel (B20) e somente biodiesel (B100) com
amostras de solo proveniente de area impactada com hidrocarbonetos e da
borra bioldgica de uma centrifuga de biodiesel. Apés selecao as bactérias
foram caracterizados como pertencentes aos géneros Bacillus sp,

Pseudomonas sp. e Sphingomonas sp.

durante o a producdo de biomassa (UFC e peso seco), produgao
de enzimas monoxigenases, catecol 1,2 e 2,3 dioxigenase, protocatecol,
lipase, esterase, biossurfactantes, medidas de pH, condutividade e

degradacao de ésteres totais por cromatografia.

Quanto ao crescimento dos microrganismos em meio mineral e
1% de biodiesel, foi monitorado a producédo de biomassa tanto de fungos
como para as bactérias, observando-se maior crescimento dos
microrganismos em biodiesel (B100).

O crescimento em B100 foi maior quando comparado aos

tratamentos de diesel puro (BO) e mistura de diesel e biodiesel (B20).

As enzimas dioxigenases e lipase foram detectadas somente a

partir do 72 dia de incubacéo, e apresentaram, em geral, valores maiores nos
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testes utilizando mistura de diesel e biodiesel. A enzima monoxigenase néo
apresentou atividade para os microrganismos selecionados.

O género Sphingomonas sp. e os isolados fungicos apresentaram
baixo percentual de degradacdo de ésteres, baixa redugdo na tensao
superficial e pH e ndo apresentaram indice de emulsificacao.

Os géneros Pseudomonas sp. e Bacillus sp. apresentaram
valores de degradacao de ésteres préximos a 100% enquanto que o fungo
H foi observada maior degradacao para o éster linolenato de metila (35,1%)

e para estearato de metila (14,2%).
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11 ANEXOS

Anexo 1: Meio Mineral MM1, pH = 7,2 (Richard & Vogel, 1999).

19

Solucao de Macronutrientes

R t

eagentes gL Substituto gL
KCI 0,7
KH2P04 2,0 NaH2P04HQO 2,9
Na,HPO, 3,0
NH;NO3 1,0
Solucao de Micronutrientes (1mL/L)
Reagentes gL’ Substituto gL’
MgSQO4 4,0 MgS0O,4.7H.0 8,20
FeSO4 0,2 FGSO4.7SO4 0,36
MnCl, 0,2 MnCl,. 4H,0 0,31
CaC|2 0,2 CaC|.2H20 0,26

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a

121 °C.

Anexo 2: Meio Agar Nutriente, pH = 7,0.

Reagentes

gL

Extrato de Carne

3,0
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Peptona Bacteriol6gica 5,0
Agar Bacteriolégico 15,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a

121 °C.

Anexo 3: Caldo Nutriente, pH = 7,0.

=

Reagentes gL
Extrato de Carne

3,0
Peptona Bacteriologica 5,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a

120 °C.

Anexo 4: Mineral Mineral MM1 + TTC ou DCPIP, pH = 7,2 (Richard &

Vogel, 1999).

Preparar o meio mineral M1, conforme descrito no Anexo 1, adicionando

0,25% de TTC ou DCPIP.

Anexo 5: Meio de cultura Agar Diesel

Solucao de Macronutrientes

Reagentes gL Substituto gL

Agar 15
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Diesel 10*
KCI 0,7
KH2P04 2,0 NaH2P04HQO 2,9
Na,HPO, 3,0
NH;NO; 1,0

Solucao de Micronutrientes (1mL/L)
Reagentes gL Substituto gL
MgSO4 4,0 MgSO4.7H20 8,20
FeSO4 0,2 FGSO4.7SO4 0,36
MnCl, 0,2 MnCl,. 4H,0 0,31
CaCl, 0,2 CaCl.2H,0 0,26
Reagentes gL’
TTC ou DCPIP 0,25

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a
121 °C. Proteger o meio da luz, cobrindo o frasco com papel-aluminio. O
Diesel deve ser esterilizado previamente por filtracdo e adicionado apds a
autoclavagem quando o meio atingir a temperatura de 50°C. *mL/L.

Anexo 6: Meio de cultura Agar Biodiesel

Solucao de Macronutrientes

-

Reagentes gL’ Substituto gL
Agar 15
Biodiesel 10*
KCI 0,7
KH2P04 2,0 NaH2P04HQO 2,9
Na,HPO, 3,0
NH4NO3 1,0

Solucao de Micronutrientes (1mL/L)
Reagentes gL™ Substituto gL
MgSQO4 4,0 MgS0O,4.7H.0 8,20
FeSO, 0,2 FeS0,4.7S0, 0,36
MnC|2 0,2 MnC|2, 4H20 0,31



22

CaCl, 0,2 CaCl.2H.0 0,26
Reagentes gL’
TTC ou DCPIP 0,25

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a
121 °C. Proteger o meio da luz, cobrindo o frasco com papel-aluminio. O
Biodiesel deve ser esterilizado previamente por filiragcdo e adicionado apds a
autoclavagem quando o meio atingir a temperatura de 50°C. *mL/L.

Anexo 7: Agar Malte

Reagentes gL’
Extrato de Malte

30,0
Peptona Bacteriologica 5,0
Agar 15,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a

120 °C, o pH deve ser ajustado para 5,4.

Anexo 8: Analise Fisico- Quimica do solo

Laudo de Andlise de Solo
Exedicdo: 31.12.2009

Argila (%) 20,0 % SAT da CTC - BASES
pH (H20) 6,9 % SATdaCTC-Al
ndice SMP 6,9 Ca/Mg

P (mg/dm?) >100 Ca/K

K (mg/dm?) 181,0 Mg/K

M.O. (%) 8,6 S(mg/dm’)

Alroc (cmol/dm?) 0,0 Zn (mg/dms)

Catroc (cmolc/dm3) 29,2 Cu (mg/dm?’)

Mgroc (cmolc/dm?) 1,7 B (mg/dm?)

95,0
0,0
17,0
63,0
3,7
22,0
11,0
0,4
0,9
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Al+H (cmol/dm?3) 1,6 Mn (mg/dm?) 62,0
CTC (cmolc/dm3) 33,0

Anexo 9: Avaliacdo do efeito tamp&o do meio mineral M1 devido a presenca
de fosfatos na concentragdo de 4,45 g.L-1, com quantidades crescentes de

NaOH 0,1 N e HCI 0,1 N, em 25 mL do meio Mineral M1.

Volume adicionado pH final
(mL) HCl10,1N NaOH 01N
0,30 704 1,27
1,00 6,87 /.34
1,50 6,71 741
2,00 6,35 148
2,50 6,35 71.55
3,00 6,15 /1,60
3,50 6,80 A
4,00 5,26 791
4,50 3,35 8,00
5,00 3,26 8,22

* O valor inicial do pH do meio mineral (MM1) era de 7,22.

Anexo 10: Emulsao de azeite de oliva
Adicionar 25mL de azeite de oliva extra virgem a 75mL de goma

arabica 7%, misturar até completa dissolucdo e posteriormente
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centrifugar durante 5 min. a 500rpm. Para o experimento devera ser

utilizada a fase oleosa (1° fase).

Anexo 11: Agar Azul de Metileno

Reagentes gL’
Lactose

10,0
Fosfato de potassio

2,0
Azul de metileno

0,005
CTAB

0,2
Peptona Bacteriologica 10,0
Agar 15,0

Obs.: Dissolver os reagentes em agua deionizada e autoclavar por 20 min. a

120 °C.

Anexo 12: Solucao com substrato para teste da esterase
Inicialmente prepara-se uma solucdo de p-nitrofenil-acetato
0,8mM em isopropanol. Adiciona-se esta solucdo na proporcdo de 1:10 em

tampéao fosfato 0,1mM pH 7,0, e a esta solugao final acrescenta-se 2% de
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Triton X-100. Esta solucao deve ser preparada na hora do uso, pois é

fotossensivel.

Anexo 13: Degradacao de ésteres de acidos graxos

Célculo para a obtencdao da percentagem de degradacdo do
biodiesel(B100), submetido aos ensaios de imersdao com os microrganismos
testados,com a técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massa.

Os dados obtidos como tempo de retencao, area de cada pico e
percentual da 4rea de cada pico foram calculadas através de um programa
especifico de um computador (em interface com o cromatografo), que utiliza
métodos padrdes utilizados na cromatografia gasosa para o céalculo das areas
dos picos (integracao das areas).

O percentual de degradacao de cada pico C16; C18; C18:1;C18:2;
C18:3; para cada microrganismo testado, foi calculado com base nos dados
fornecidos pelo programa de computador, em termos de % de area de cada
pico apresentado pelo controle. O controle corresponde ao biodiesel (B100)

submetido as mesmas condicdes de incubacao que os demais tratamentos,
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mas sem contato com microrganismo.

Exemplo: % de degradacao do pico C11 aos 60 dias

* % da area do pico do C16 para o controle: 884826,50
* % da area do pico do C16 para o fungo X: 749671,73
Temos: 884826,50---100%
749671,73------- X
X = 84,72%
* Para saber o percentual de degradacao do pico Cx:

100-84,72= 15,27 %

Consideracoes sobre o Ensaio Controle: A importdncia de se realizar a
andlise cromatogréafica, com o hidrocarboneto que foi submetido as mesmas
condi¢des da incubacdo com os microrganismos, consiste no fato da de que
perdas decorrentes de evaporacgdes, de cadeias carbdnicas durante o periodo
de incubacao ou ainda pela adsor¢cao nas paredes dos frascos. A autoxidacao
e a fotoxidagdo pode modificar a natureza do hidrocarboneto, embora a
amplitude estimada de perda devido a esses processos varia mais rapido que
a biodegradacao. Deste modo, poderao ocorrer interpretacoes falsas a cerca
do potencial de degradacao das espécies microbianas em avaliacao (Bucker,

2009).
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14.1 Cromatogramas
Legenda dos Esteres analisados:

1- Palmitato de metila

2- Estearato de metila

3- Oleatode metila

4- Heptadecanoato de etila

5- Linoleato de metila

6- Linolenato de metila

7- Aracdato de matila Tr 18.545
8- Eicosenato de metila Tr 19.106
9- Behenato de metila Tr 21.802

14.1.1 Cromatograma obtido para avaliacao da degradacao pelo isolado

fungico F
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14.1.2 Cromatograma obtido para avaliacao da degradacao pelo isolado
fungico H

V' 100, O

i
Cinfatgan ”
A5 4 -

a0

25

o #lp @ o
w

20

15

- LL*JLL Ikm:jﬂ i

o

Abundancia

5 =0 5 0.0 125 150 s ano m

Tempo (min)

14.1.3 Cromatograma obtido para avaliacao da degradacao pelo isolado

Bacillus sp.
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14.1.4 Cromatograma obtido para avaliacao da degradacao pelo isolado

Abundancia

Sphingomonas sp.
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14.1.5 Cromatograma obtido para avaliacao da degradacao pelo isolado

Abundancia

Pseudomonas sp.
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