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INTRODUCAO

Acreditando-se em seu alto potencial de depuragdo, o ambiente marinho vem sofrendo com a intensificacdo das atividades petroleiras. Os principais xenobiontes
oriundos destas agdes sao os hidrocarbonetos de petrdleo. Quando hd contaminagdo, ocorrem danos ambientais severos, com mortandade de animais, impedimento
de trocas gasosas na interface dgua/ar, entre outros (CARNEIRO & GARIGLIO, 2010).

Neste cendrio, estratégias ambiental e economicamente vidveis para descontaminacdo de ambientes impactados por hidrocarboneto devem ser estudadas e
cientificamente dominadas. A biorremediacdo, entdo, deve ser considerada como uma técnica passivel de futuras aplicagdes in situ, com menores custos ecoldgicos
quando comparadas a outros métodos fisico-quimicos (CANTAGALLO et al., 2007).

Considerando que compostos oleosos encontram-se indisponiveis a biodegradacao, a producao de um metabélito que emulsifique a camada oleosa deve ser
intensificada. 0 biossurfactante, como agente emulsificante, aumenta a superficie de contato a acdo microbiota, intensificando a biodegradacao do hidrocarboneto.
Além da biodisponibilidade do xenobionte, outras varidveis devem ser consideradas para otimizagdo do processo, como a presenca de microrganismos com capacidade
de degradacdo e condicoes ambientais favordveis as atividades metabélicas da biota local (SATPUTE et al., 2010).

Arelevancia deste trabalho estd na necessidade da intensificacdo de estudos que tangenciem a biorremediacdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos de
petréleo. Esta técnica torna-se vidvel, considerando seu menor impacto ambiental, comparada as demais formas de remediacao fisico-quimicas (CANTAGALLO et al.,
2007). Além disso, a intensificagao da exploragdo deste recurso energético pode acarretar em possiveis derramamentos de 6leo, sendo fundamental o pleno dominio
de técnicas para descontaminagdo menos agressivas e impactantes.

OBJETIVO
Verificar a influéncia de carboidratos e petréleo na producao de biossurfactante e biomassa.

METODOLOGIA

3.1. Area de estudo

0 local onde as amostras foram coletadas situa-se no manguezal de Magé, RJ (Figura 1), sede do Projeto Mangue-Vivo, da Fundagao Onda Azul. Este
ambiente estd localizado no entorno da Baia de Guanabara, alvo de intensa agressao ambiental, com uma refinaria de petréleo situada em sua proximidade.
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Figura 1: Imagem de Lansat da area de amostragem.
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3.2. Amostragem

Foram coletadas 20 g de sedimento do manguezal de Magé, RJ, sendo inoculados 10 g em 100 mL de meio nutriente salgado (MNS) e 10 g em MNS com adi¢do de 0,5
mL de petroleo API 28°. A incubacdo foi realizada em laboratério, a 37°C. Apés 14 dias de incubacdo, as amostras foram crioconservadas, sequndo SOLA et al. (2012).
As andlises posteriores (taxa de emulsificagdo da gasolina e leitura da densidade Gtica) foram feitas a partir do repique de 0,1 mL de cada amostra crioconservada em
130 mL de meio de cultura.

3.3. Produgdo de Biossurfactante e Biomassa

A producdo de biossurfactante foi mensurada pela quantificagdo da taxa de emulsao da gasolina (TE) (PARASZKIEWICZ et al., 2002). Foram adicionados 4 mL de meio
de cultura com crescimento bacteriano e 6 mL de Gasolina Comum em um tubo de ensaio, com rolha. O sistema foi agitado em vértex, por T min e deixado em repouso
por 24h. A partir da relagdo entre a altura da emulsao na camada oleosa e da altura da camada oleosa os resultados foram obtidos, sequndo a formula:

TE = ((Altura da emulséo na camada oleosa)/(Altura da camada oleosa)™00) - TEzrnco

A produgdo de biomassa foi realizada por meio da leitura de densidade ética (D), em espectrofotdmetro, a 470 nm.
As andlises de TE e DO foram realizadas em triplicata, com leituras didrias, por um intervalo de 10 dias, para cada uma das condic6es de crescimento testadas.

3.4. Condigdes de crescimento

Foram utilizados os carboidratos maltose e sacarose, como fontes de carbono, em uma concentracéo de 3,3 g/L de carbono. Para cada condicdo, foram realizadas
duas réplicas. A uma delas foi adicionada 1 mL de petrdleo API 28°. Além disso, foi utilizado o meio MNS, sem fontes adicionais de aticar, com uma das réplicas com
petréleo.

RESULTADOS

A Figura 2 mostra a variacdo no aumento da taxa de emulsdo da gasolina e da densidade tica das amostras ao longo do tempo. Os resultados mostram que as
réplicas incubadas na auséncia de fontes de carboidrato apresentaram maior producéo de biossurfactante e biomassa, mesmo na auséncia do hidrocarboneto, com a
TE variando de 80 % a 100 % apds o terceiro dia de incubacdo. Para MNS+maltose, houve decaimento da TE apds o sequndo dia, variando entre 98 % e 13 %, 83 %
e 15 %, para as réplicas sem e com petréleo, respectivamente. A partir do terceiro dia, a TE em MNS+sacarose reduziu de 72 % para 4,5 %, e de 68 % para 14 %, nas
réplicas sem e com petrdleo, respectivamente. Com relagdo ao crescimento bacteriano, as amostras sem carboidrato permaneceram maior tempo na fase exponencial
(até o oitavo dia), com as absorvancias da fase estaciondria variando entre 0,874 € 0,915 (sem PET) e 0,903 e 0,953 (com PET). As réplicas com maltose apresentaram
a fase estaciondria a partir do quinto dia, com variacdo das absorvancias entre 0,548 e 0,573 (sem PET) e 0,523 e 0,577 (com PET). No meio com sacarose, houve
uma producdo de biomassa menos acelerada, com a fase estaciondria a partir do terceiro dia, tendo as absorvancias variando entre 0,248 e 0,338 (sem PET) e 0,504
€ 0,422 (com PET).
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Figura 2: Variagéo da taxa de emulsao da gasolina (a) e dadensidade 6fica (b) sob as diferentes condicées de meio de cultura, ao
longo de 10 dias.
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Figura 3: Comparac&o entre as medianas e quartis para: taxa de emulsificacdo da gasolina (a) e densidade 6tica (b) nos meios de
cultura testados. Em vy, taxa de emulsdo (%). Em x, meio de cultura: 1 — meio nutriente salgado (MNS); 2 — MNS + PET; 3 -
MNS+maltose; 4 — MNS+maltose + PET; 5 — MNS+sacarose; 6 — MNS+sacarose + PET.

A Figura 3 possibilita comparar as medianas dos valores obtidos para TE (a) e DO (b), nos diferentes meios de cultura testados (MNS; MNS-+PET; MNS-+maltose;
MNS+maltose+PET; MNS-+sacarose; MNS+sacarose-+PET). Os resultados mostram que o meio MNS com petréleo apresentou maior producdo de biossurfactante
e biomassa, com 50% das leituras de cada réplica com seus valores inseridos entre, aproximadamente, 100% e 80% para taxa de emulsdo (TE), e 0,9 e 0,5 para
densidade dtica. A sequnda melhor condicao de crescimento foi observada no meio MNS, sem petrdleo, com 50% das leituras com valores para TE variando entre
70% e 90%. Para a densidade dtica, a variacao esteve contida entre 0,5 e 1,0. Os demais meios de cultura tiveram resultados variando entre 60% e 10% para taxa
de emulsdo e, de 0,6 e 0,2 para densidade dtica.

Para verificar a influéncia do petrdleo e carboidrato na TE e no crescimento bacteriano, o teste estatistico de Wilcoxon foi realizado. Este sugeriu que houve diferenca
na te, com relagdo a presenca de petroleo, apenas nas réplicas sem carboidrato e com maltose (p<0,05). nas réplicas com sacarose nao foi significativo. porém, para
o crescimento bacteriano, as Unicas réplicas que apresentaram diferenca significativa foi as contendo sacarose (com/sem petréleo). nas demais o hidrocarboneto nao
interferiu no crescimento bacteriano. com relacao a presenca/auséncia de carboidrato, em todas as réplicas os resultados foram sigtnificativos, tanto para te quanto
para do. com o teste estatistico (que mostrou a diferenca entre as réplicas com carboidrato e sem carboidrato) é possivel afirmar que a presenca de carboidrato inibiu
tanto a te quanto a do, pela visualiza¢do das figuras (todos os resultados foram inferiores as réplicas sem carbioidrato).

A presenca de carboidrato diminuiu a produgao de biossurfactante, necessario para a biodegradagao do hidrocarboneto (CHRZANOWSKI et al., 2012 &SATPUTE et al.,
2010). 0 carboidrato pode ser indicado como preferéncia em processos de oxidagdo, principalmente a maltose, sendo um agticar redutor. O petréleo, por outro lado,
possui maior resisténcia a biodegradacao microbioldgica devido a presenca de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em sua constituicao (SILVA, 2011).
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Além disso, a presenca do petrdleo, como tnica fonte de carbono, inferiu uma maior produco de biomassa, possibilitando ao consorcio permanecer por um maior
periodo de tempo em crescimento exponencial. De acordo com COMEOTRA e MAKKAR (1998), os biossurfactantes séo liberados no meio, em maior quantidade,
nas fases exponencial e estaciondria, com maior densidade celular. Este metahdlito é fundamental para o meio ambiente, impactado por compostos hidrofébicos,
pois aumenta a drea superficial das goticulas de dleo, possibilitando o acesso de um maior nimero de bactérias que, consequentemente, produzem mais biomassa
(WETLER-TONINI et al., 2010).

CONCLUSAO

A presenca de petrdleo intensificou a produgdo de biossurfactante nas réplicas sem carboidrato e com maltose (p<0,05). 0 mesmo ndo ocorreu nas réplicas com
sacarose, possivelmente devido a dificuldade de oxidacao deste carboidrato (ndo redutor). A presenca de agticares diminuiu a producao de biossurfactante e biomassa,
indicando uma preferéncia na utilizacdo de carboidrato como fonte de carbono, havendo menor estimulo da producao do metabélito de interesse. A proxima etapa do
projeto serd aumentar a concentracdo de carboidratos, visando testar a influéncia destes na produgdo de biossurfactante e biomassa.
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