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RESUMO

Vazamentos de derivados energéticos de petroleo de sistemas subterraneos de
armazenamento podem extravasar compostos BTEX para camadas superficiais dos perfis do
solo e lencol freatico. Biossurfactantes sdo substancias anfifilicas que atuam nas interfaces de
polaridades diferentes dos meios 6leo-agua, diminuindo a tensdo superficial e promovendo a
emulsificacdo do d6leo em agua. A biorremediacdo de areas impactadas com derivados
energéticos de petroleo, por acdo de consércio microbiano produtor de biossurfactante, seria
uma alternativa viavel e menos dispendiosa em relacdo a metodologias classicas, como pump
and treat e soil washing, que geralmente causam alteragcbes no ambiente. O objetivo deste
trabalho foi investigar a hipdtese de que um consércio microbiano isolado de manguezal
impactado poderia ser utilizado em processo de biorremediacdo de sedimentos arenosos
contaminados com gasolina. Para este proposito, foram propostas duas metodologias de
bioensaio, em vidro e em aco inox. Os bioensaios consistiram na inocula¢do de consoércio
microbiano isolado de mangue, produtor de biossurfactante, em sedimento arenoso
contaminado com gasolina e disposto em colunas cilindricas de vidro e a¢o inox. Um volume
de &gua foi adicionado no sedimento para percolacdo da gasolina emulsificada pelo
biossurfactante, sendo esta recuperacdo de gasolina medida por fluorimetria. Os resultados
nas colunas de vidro mostraram uma recuperacdo de 14,07% de gasolina ap6s inoculacdo do
consorcio microbiano, 72% a mais que a média de seus controles negativos ndo inoculados.
Nas colunas de aco inox foi observada recuperacdo de 0,23% de gasolina a partir da
inoculacdo, 30% a mais que em seu controle negativo sem inoculacdo. O bioensaio em
colunas de vidro foi 0 mais adequado a proposta de biorremediacdo e o uso do consorcio
microbiano isolado de manguezal impactado foi confirmado como possivel a biorremediagédo

de sedimento arenoso impactado com gasolina.

Palavras-chave: Fluorimetria; Manejo de Sedimento Arenoso Contaminado; Bioaumentacao.
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ABSTRACT

Leaks of fuel crude-oil-derived from underground storage systems can spill BTEX
compounds to soil superficial layers and to water table. Biosurfactants are amphiphilic
substances, which act in different polarity of oil-water interfaces, decreasing the surface
tension and promoting the oil emulsification in water. The bioremediation of fuel crude-oil-
derived impacted areas, through the action of a biosurfactant-producing microorganism
consortium, could be a viable and less dispendious alternative than classic methodologies, like
pump and treat and soil washing, those usually cause environment alterations. The purpose of
this work was to investigate the hypothesis that an impacted mangrove-isolated microbial
consortium could be used in a bioremediation process of gasoline-contaminated sand. In this
propose, two bioassay methodologies were proposed, using a glass media and a stainless steel
media. The bioassays consisted in the inoculation of a biosurfactant-producing mangrove-
isolated microorganism in gasoline contaminated sand arranged in glass and stainless steel
columns (sand-pack columns). A water volume was added to the sand-pack columns to
promote the percolation of the emulsified gasoline, so this gasoline recuperation was
measured by fluorimetry. The glass sand-pack columns results showed a gasoline
recuperation of 14.07% after the inoculation of the microbial consortia, 72% more than the
average of its negative non-inoculated controls. In the stainless steel sand-pack columns, a
gasoline recuperation of 0.23% after the inoculation was observed, 30% more than its
negative non-inoculated control. The glass sand-pack columns bioassay was the most suitable
to the bioremediation proposal and the usage of the microbial consortia isolated from an
impacted mangrove was confirmed as possible to be applied to bioremediation of gasoline

impacted sand.

Key-words: Fluorimetry; Management of Contaminated Sand; Bioaugmentation.
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1 INTRODUCAO

1.1  Contextualizacao Geral

Com o aumento das necessidades energéticas das cidades atrelado a intensificacdo da
utilizacdo da matriz petrolifera nas Ultimas décadas, questbes ambientais decorrentes de
passivos gerados por vazamentos e derrames de combustiveis e lubrificantes tém sido um
desafio as instituicdes ambientais e & sociedade como um todo (OLIVEIRA e OLIVEIRA,
2000). Segundo a ABNT NBR 13.786/09, uma regido continental que apresente passivo de
matriz petrolifera por conta de atividades em Sistemas de Armazenamento Subterraneo de
Combustiveis (SASC) pode ter sua area de abrangéncia toxicoldgica chegando a um raio de
até 100 metros ou maior em caso de aguas subterraneas utilizadas para abastecimento publico.
Segundo a Resolu¢cdo CONAMA 273/00, o derrame ou vazamento de compostos provenientes
do SASC pode atingir desde as camadas superficiais do perfil do solo até as aguas
subterraneas. A mesma resolucdo CONAMA afirma que todo sistema de armazenamento de
derivados de petréleo e outros combustiveis é configurado como empreendimento
potencialmente ou parcialmente poluidor e gerador de acidentes ambientais. Segundo dados
do Anuario Estatistico Brasileiro do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (2015),
produzido pala ANP (Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis), o Brasil
contava com cerca de 40 mil postos revendedores de combustiveis automotivos em 2014,
sendo o principal foco na Regido Sudeste, apresentando cerca de 16 mil postos revendedores
(mais de 6 mil a frente do segundo colocado, Regido Nordeste). O INEA (Instituto Estadual
do Meio Ambiente), em seu relatorio Gerenciamento de areas Contaminadas do Estado do
Rio de Janeiro 22Ed. (2014), afirma que o Estado do Rio de Janeiro contava com cerca de 130
localidades classificadas como area contaminada sob investigacdo e 95 como éarea
contaminada sob intervencdo. Neste mesmo relatorio do INEA, das 270 localidades do
Cadastro de Areas Contaminadas e [ou] Reabilitadas, 56% (151 areas) correspondem a
atividades de postos de combustiveis, sendo enfatizada a relevancia da contaminagao

ambiental por vazamentos de combustiveis em atividades de SASC.



1.2 Gasolina como Contaminante Ambiental

Dentre os derivados de petroleo energéticos (Gasolina, Gasolina de Aviacdo, GLP,
Oleo Combustivel, Oleo Diesel, QAV e Querosene lluminante), segundo o anuério estatistico
da ANP, o maior destaque no consumo nacional ¢ atribuido ao Oleo Diesel (60 mil m3 em
2014), seguido da gasolina (44 mil m® em 2014). Segundo dados do DENATRAN
(Departamento Nacional de Transito), o Municipio do Rio de Janeiro contava em 2015 com
uma frota de 120.865 veiculos movidos a Diesel, enquanto que a frota dos veiculos que
poderiam se utilizar de Gasolina chegava a 2.303.448, enfatizando o maior niumero de acdes

de abastecimento de veiculos movidos a Gasolina, em detrimento dos movidos a Diesel.

A Gasolina, uma vez extravasada de um SASC, contaminando o ambiente, pode
oferecer perigo a salde humana em vias toxicoldgicas como a ingestdo de agua subterranea,
inalacdo de vapores e particulas provenientes do solo superficial e/ou da agua subterranea,
ingestdo de solo, contato dérmico com solo e/ ou &gua, segundo o relatério CETESB
(Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo) em 2006, denominada ACBR (Ag0es
Corretivas Baseadas em Risco - Aplicadas a Areas Contaminadas com Hidrocarbonetos

Derivados de Petrdleo e Outros Combustiveis Liquidos).

Segundo Soares (2011), os compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xileno) estdo entre os componentes da Gasolina e possuem maior solubilidade em agua em
relagdo aos PAH’s (Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos), presentes no Oleo Diesel. Em
seu trabalho sobre areas contaminadas e aguas subterraneas, Soares (2011) também afirma
que, devido a maior solubilidade em agua, os BTEX sdo os primeiros a atingir o lencol
fredtico. Segundo estudos (IPCS, 1997; ATDSR, 2000; ATSDR, 2007a; ATSDR, 2007b;
ATSDR, 2007¢ apud LEUSH e BARTKOW, 2010), a principal via de exposi¢do aos BTEX é
através da inalacdo, sendo o benzeno o composto de maior toxicidade, podendo causar morte
nos casos de exposicdo a concentracdes acima de 10.000 ppm e no caso de concentracOes de
700.000 a 3.000.000 ppb, pode causar tumores, inconsciéncia e taquicardia. A exposi¢do ao
benzeno pela via de ingestdo pode causar taquicardia, irritacdo do trato estomacal, coma e
morte. Quanto ao tolueno, etilenzeno e xileno, sdo prontamente absorvidos pelo organismo
apos inalacdo e entre suas consequéncias individuais conhecidas estdo os efeitos nos rins,

figado, cérebro, sistema nervoso, ouvido interno e irritacdo do trato respiratério e olhos.



1.3  Tecnicas de Remediagdo Ambiental

O emprego de modelos cléssicos de remediagdo vem sendo comumente operado
como resposta a casos de vazamento de SASC. Dentre estes modelos classicos, sdo
empregadas técnicas como pump and treat (bombeamento e tratamento de aguas
subterraneas), air sparging (semelhante ao pump and treat, porém acrescido de injecdo de ar
para volatilizacdo de contaminantes da &agua), air stripping (bombeamento de &gua
subterranea, transferindo seus compostos volateis para o ar por meio de uma torre de aeracao),
soil washing (remediacdo por meio de escavacao de solo contaminado e posterior tratamento
com aditivos), soil flushing (contaminantes no subsolo movidos para determinada area por
meio de injecdo de “agua de lavagem” para entdo serem removidos), entre outras (BARROS,
et al., 2008; SANTOS, 2011; NETO; SANTOS; GOMES, 2000). No entanto, uma vez que
estes modelos classicos de remediacdo alteram o ambiente (pelo revolvimento de solo,
alteracdo no nivel do lencol e devido ao alto custo, cientistas vém desenvolvendo alternativas
viaveis e menos dispendiosas a partir dos estudos no campo da biorremediacdo. Conforme
afirma Dias (2000) apud Oliveira (2008), “a biorremediacdo pode ser definida como um
conjunto de tecnologias, que utilizam processo (s) bioldgico (s), aplicadas a recuperacdo ou
remediacao de areas contaminadas, ou ao tratamento de compostos organicos volateis toxicos
ou efluentes, contendo residuos toxicos”. Oliveira (2008) informa que a biorremedia¢do pode
ser compreendida em dois tipos de tratamento, in situ (ocorrendo no local contaminado) e ex
situ (ocorrendo fora do local contaminado, geralmente em uma unidade de tratamento ou em
laboratdrio). Oliveira (2008), citando Skipper (1999) e Sarkar et al. (2005), informa sobre as
técnicas de biorremediacdo, como a bioaumentacdo (introducdo de microrganismos exdgenos
em um ambiente, obtidos a partir de ambiente contaminado ou de estoque) e a bioestimulacao
(otimizagdo de condi¢bes como nutrientes, oxigénio e umidade, visando aumentar atividade
da populacdo microbiana existente naquele ambiente). Dentre as técnicas de biorremediacéo
de areas contaminadas com gasolina (e outros derivados energéticos de petroleo), estdo as que

fazem uso de biossurfactantes.
1.4  Biorremediagdo com Biossurfactantes

Segundo Banat (1995) apud Nitschke e Pastore (2002), Biossurfactantes
(surfactantes naturais) sdo subprodutos metabdlicos produzidos por microrganismos

(bactérias, fungos e leveduras). Os biossurfactantes (compostos tensoativos) sao moléeculas



anfifilicas (que contém uma porgdo hidrofilica e uma hidrofdbica), que atuam em interfaces
de polaridades diferentes dos meios agua-6leo e ar-agua, reduzindo a tensdo superficial
(MARTINS, 2008; GUDINA et al., 2013). Por este motivo 0s biossurfactantes sio
considerados de ampla aplicacdo por conta de suas propriedades de detergéncia,
emulsificacdo, lubrificagdo, capacidade molhante, capacidade espumante, solubilizagdo e
disperséo de fases (BANAT 1995 apud NITSHKE e PASTORE 2002). Assim, a interacao
destes compostos tensoativos com contaminantes hidrofobicos, decorre em um aumento da
solubilidade destes contaminantes em agua, promovendo aumento da metabolizacdo e da
possibilidade de biodegradacdo do contaminante (R1ZZO et al, 2006 apud CERQUEIRA
2007). Dessa forma, os biossurfactantes, viabilizam a biodegradacdo de fracdes de 6leos de
cadeia longa em cadeias menores (cadeias mais leves), reduzindo a viscosidade do 0leo e
beneficiando sua mobilidade do meio onde estaria agregado (GUDINA et al., 2013),
beneficiando a recuperagdo desse Oleo. Além disto, as moléculas de biossurfactante
sintetizadas pelos microrganismos apresentam baixa toxicidade, alta degradabilidade, boa
compatibilidade ambiental, alta capacidade de emulsdo, alta seletividade, atividade especifica
a altas temperaturas, pH e salinidade, sendo, portanto, vantajosas em relacdo ao uso de
surfactantes sintéticos como alternativa ambiental (KHOPADE, 2012; CERQUEIRA, 2007).

1.5 Recuperacdo de Gasolina

No campo de estudos da biorremediacdo por meio de biossurfactantes, estdo os estudos de
técnicas laboratoriais de recuperacdo de 6leo de sedimento contaminado. Em seu trabalho,
Yan et al. (2012) aplicaram meio de cultura com crescimento de microrganismo produtor de
biossurfactante (isolado de solo contaminado com petr6leo) em tanques com oily sludge de
refinaria, uma “lama oleosa” com sedimento, hidrocarbonetos de petroleo e metais pesados. A
recuperacdo de Oleo residual foi acima de 91,5% ao final de 72 horas de incubacdo. Ainda
nesta area, o trabalho de Gudifia et al. (2013) apresentou uma técnica de simulacdo de MEOR
(Microbial Enhanced Oil Recovery) em escala laboratorial. Gudifia et al. (2013) inocularam
meio de cultura com crescimento de microrganismo (isolado de campo de petréleo) produtor
de biossurfactante em colunas cilindricas com sedimentos arenosos contaminados com
amostras de 6leo. A recuperacdo de Oleo residual, apds 14 dias de inoculagéo, foi de 6-25%
para heating oil (combustivel para aguecimento), 16-24% para viscous paraffin, 13-18% para

Arabian Light oil e 15-17% para petréleo bruto. Desta forma, bioensaios com uso de



biossurfactantes para recuperacdo de Oleo residual adsorvido a sedimentos seriam
preponderantes no estudo de acfes de biorremediacdo de areas impactadas com derivados

energéticos de petrdleo, beneficiando “limpezas” de substratos contaminados.

1.6  Hipdtese

Visto o quadro apresentado de periculosidade operada por vazamentos de derivados
energéticos de petréleo dos SASC, visando oferecer alternativas viaveis e menos dispendiosas
em relacdo a metodologias de remediacdo ambiental classicas apresentadas e expansdao dos
limites do conhecimento na area de bioensaios com uso de biossurfactantes, apresentamos a
hipotese de que um consércio microbiano isolado de uma regido de manguezal impactado
poderia ser utilizado no processo de biorremediacdo de sedimentos arenosos contaminados

com gasolina, por meio da acdo de biossurfactante.
1.7  Objetivo

Comparar duas metodologias de bioensaio desenvolvidas para verificacdo da
hipbtese, e verificar a eficiéncia do biossurfactante produzido por consércio microbiano no

processo de biorremediacéao.



2 MATERIAIS E METODOS

A metodologia foi executada em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
quantificacdo da gasolina por fluorimetria e, a segunda, a execucdo dos bioensaios com

sedimentos contaminados por gasolina.
2.1 QUANTIFICACAO DA GASOLINA POR FLUORIMETRIA

Com o proposito da afericdo de gasolina emulsificada em agua ao final do processo

de biorremediacéo, foram realizados testes de quantificacdo de gasolina por fluorimetria.

As medidas no fluorimetro Turner Trilogy Laboratory Fluorimeter (EUA) utilizando
0 modulo de 6leo de cadeia longa foram realizadas em cubetas (2,0 mL), e expressas em RFU
(Relative Fluorescence Units), no comprimento de onda de 365 nm e emissdo na faixa entre
410 e 660 nm.

As intensidades de fluorescéncia foram verificadas para aliquotas de agua destilada,
gasolina comum, hexano, e em misturas de fragdes de gasolina:hexano em diferentes
concentragdes (15:85, 35:65, 50:50 % V/V). As medidas foram realizadas em trés repeticdes,
e os resultados finais apresentados sdo as médias e os desvios padrdo das leituras. As
intensidades de RFU encontradas nas aliquotas amostrais foram usadas como curva padréo
para identificar a quantidade de gasolina presente na agua oleosa percolada nos bioensaios.

2.2  EXECUCAO DOS BIOENSAIOS
2.2.1 Amostra de Sedimentos

Foram adquiridas comercialmente amostras de areia quartzosa para simular depdsitos
de sedimentos inconsolidados ndo vegetados, comumente de granulometria grossa-fina
(2-0,05 mm), que constituem os sedimentos de praias e rios, e se estendem desde a linha de

baixa-mar até alguma feicdo geomorfoldgica.

No laboratério, as amostras de sedimentos foram submetidas a esterilizagdo por calor
umido, em autoclave a 121° C, por 15 minutos. As espatulas utilizadas na preparacdo dos

bioensaios também foram submetidas a esterilizacdo. Os materiais de vidro, como Bécheres,



Bastdo de Vidro e Colunas de Vidro, foram lavados com &lcool 70 %, e esterilizados por luz
UV em Fluxo Laminar (FUV 06, Grupo VECO, BRA) por 20 minutos.

2.2.2 Contaminante

A gasolina comum (IAD = 87) foi utilizada como contaminante por ser a mais
consumida no pais e facilmente encontrada em qualquer posto de gasolina. Esta gasolina ndo
recebe nenhum tipo de aditivo que contenha compostos a base de ferro ou metais pesados;
sem corante, possuindo assim, a coloracdo natural das gasolinas (incolor a amarelada); teor de
enxofre de 50 ppm; com adicdo de alcool etilico anidro apenas, conforme legislacdo vigente
(Resolucdo ANP n° 40/ 2013).

Segundo o portal PETROBRAS (2015), na Ficha de Informacdo de Seguranca de
Produto Quimico (FISPQ), a gasolina utilizada neste trabalho possui as seguintes
concentragcdes (%):75-87 para gasolina; 18 — 27,5 (p/p) para alcool etilico anidrido
combustivel; e benzeno menor que 1,0 (p/p). Além disto, a gasolina comum apresenta
densidade 0,73 — 0,77, parte volatil 100% (V/V), ponto de ebulicdo inicial e faixa de

temperatura de ebulicdo maiores que 35°C e ponto de fulgor menor que - 43°C.
2.2.3 Contaminacdo dos Sedimentos

Apos esterilizacdo, os sedimentos foram contaminados com gasolina dentro de um
Fluxo Laminar (FUV 06, Grupo VECO, BRA). Os materiais foram cuidadosamente
homogeneizados de forma que, independentemente da quantidade de sedimento utilizado nos
diferentes bioensaios, fosse distribuido uma relacdo 4:1 entre sedimento e contaminante. Esta
relacdo foi estabelecida em testes preliminares que determinaram a quantidade maxima de

gasolina adsorvida no sedimento.
2.2.4 Preparacéo dos Bioensaios

Para determinar a quantidade de gasolina percolada em colunas de sedimentos, foram
executados dois tipos de metodologias, bioensaio em colunas de vidro e em colunas de ago
inox. Os bioensaios foram realizados em triplicatas e acompanhados de controle negativo.
Cada bioensaio consistiu primeiramente no preenchimento das colunas com sedimento

contaminado com gasolina, seguido da adi¢do de &gua na coluna para percolacdo da gasolina



ndo adsorvida as particulas do sedimento, inoculacdo da cultura microbiana produtora de
biossurfactante para biorremediacao e, finalmente, nova adicdo de &gua para percolacdo da
gasolina emulsificada pelo biossurfactante. Os controles negativos (Branco 1) foram
submetidos aos mesmos procedimentos descritos acima, recebendo apenas o meio de cultura
estéril sem inoculacdo microbiana. O bioensaio com coluna de vidro também foi
acompanhado de um segundo controle negativo (Branco 2), semelhante ao branco 1 sem
adicdo do meio de cultura. A Figura 1 apresenta um esquema da metodologia aplicada

aos bioensaios.

Preenchimento das colunas Inoculagidodo consorcio Analise de resultados
com .\cdlmcnlo contaminado (sedimento:cultura = 5:1 V/V) Medicdes A, B, C em mL
com gasolina. Medi¢do D em mL e em RFU

(sedimento:gasolina = 4:1 g/V)

16° dia
de bioensaio

Inicio 3°dia ['érmino

de bioensaio

D Primeira adigdo de dgua D Segunda adi¢do de dgua

Figura 1: Esquema da metodologia aplicada aos bioensaios.

Legenda: 1, 2, 3, 4 e 5 — Fases de execucdo dos bioensaios; A, B, C e D — Medi¢des da gasolina
percolada do sedimento ao longo dos bioensaios; g — Massa em gramas; V — Volume em mL; RFU
(Relative Fluorescence Units) — Medida utilizada para aferi¢éo da fluomimetria da fase hidrofébica do
percolado final.

2.2.5 Bioensaio em Colunas de Vidro

Cem gramas de sedimento arenoso contaminado com gasolina foram inseridos em
colunas de vidro com as seguintes dimensdes: 4,8 cm de diametro interno e 15 cm de
comprimento na parte superior € 1 cm de didmetro interno e 15 cm de comprimento na parte

inferior das colunas. Para evitar a perda do sedimento, a ponta inferior da coluna foi



preenchida com 1& de vidro. As colunas foram cuidadosamente preenchidas com o objetivo de
evitar a formagédo de bolhas de ar no sedimento e mantidas em repouso por 10 minutos para
percolacdo do excesso de gasolina. A gasolina percolada foi coletada em um frasco e seu
volume aferido (Medicdo A). Ap6s 24 horas de repouso, foi realizada a segunda medicédo de
gasolina percolada (Medicdo B). O mesmo procedimento descrito acima foi executado para 0s

controles negativos.
2.2.6 Bioensaio em Colunas de Aco Inox

As colunas em acgo inox com 15 cm de diametro interno e 36,5 cm de comprimento
foram preenchidas com 2 kg de sedimento contaminado com gasolina. Para evitar a passagem
do sedimento na extremidade inferior de cada coluna, foram fixadas seis telas de polietileno
com malha de 2 mm, e acoplada a um funil. O conjunto “coluna-tela-funil” foi fixado com fita
adesiva e amarras, sendo vedado com fita teflon e silicone. Ap6s 10 minutos de repouso, a
quantidade de gasolina excedente percolada através do sedimento foi medida (Medicéo A).
Uma segunda medicdo foi realizada apds 48h de repouso (Medicdo B). O mesmo

procedimento descrito acima foi executado para o0s controles negativos.
2.2.7 Primeira Adicdo de Agua nos Bioensaios

Imediatamente ap6s medicdo da gasolina excedente (Medicdo B) nos diferentes
bioensaios, as colunas de sedimentos contaminados foram submetidas a adicdo de &agua,
simulando a quantidade de chuva do Estado do Rio de Janeiro. O volume de &gua adicionada
nas colunas foi determinado a partir de dados do portal SISTEMA ALERTA RIO (2015).
Este portal indica que uma hora de chuvas fortes equivale a 50 mm/h (5 cm/h). Desta forma,
foi calculado o volume de agua de chuvas fortes em 5 cm de coluna, conforme a formula
Ver=(H).(Ap), sendo V., 0 volume de agua adicionada; H, a altura da parede da coluna
correspondente a 1 h de chuvas fortes (5 cm) e Ay a area da base da coluna. Este procedimento
foi realizado com o objetivo de promover a percolagdo da gasolina ainda presente entre as

particulas do sedimento.

As colunas de vidro e de aco receberam, conforme suas areas de base (18,86 cm? e

165,04 cm?), respectivamente 95 e 825 mL. A adicdo de &gua nas colunas foi realizada
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por gotejamento sobre o sedimento. Apds a passagem de &gua pelo o sedimento, foi medido o
volume de gasolina no percolado resultante (Medicdo C).

2.2.8 Inoculagdo de Microrganismos Produtores de Biossurfactante

Foram utilizados consércios microbianos produtores de surfactante isolados a partir
de sedimento de manguezal do Municipio de Magé, RJ (OLIVEIRA, 2015). Uma aliquota do
consércio (M4) foi inoculada em 200 mL de meio de cultura nutriente salgado contendo 30 g
de NaCl, 3 g de extrato de carne, 5g de Peptona de carne e 1 mL de Na,HPO,4 (1M/L). Em
seguida, este meio nutriente foi incubado a 37 °C por sete dias, quando recebeu 0,05 mL de
petroleo API 28°, visando o estimulo da producédo de biossurfactantes. A amostra foi incubada
por mais dez dias, com o objetivo da producdo de biossurfactante. Este consorcio foi utilizado
no procedimento de biorremediacdo nos diferentes bioensaios com colunas conforme

descricdo abaixo.

As colunas com sedimento contaminado foram inoculadas com o meio de cultura
com o crescimento microbiano do consércio M4. A proporcdo do volume de consércio
inoculado em cada coluna foi de 5:1 (sedimento/cultura, V/V) a partir do volume ocupado
pelo sedimento nas colunas. Desta forma, as colunas de vidro (80,17 mL) e de a¢o (1.320,32
mL) preenchidas com sedimento, foram acrescidas de 16 e 265 mL de meio de cultura,
respectivamente. Apds a inoculacdo, o sistema ficou em repouso por quatorze dias para a acdo

do consorcio sobre a gasolina no sedimento.
2.2.9 Segunda Adicdo de Agua nos Bioensaios

Quatorze dias ap6s a inoculacdo, foi realizada nova adi¢do de 4gua nos bioensaios,
conforme descricdo da primeira adicdo de agua, para promover a percolacdo da gasolina
emulsificada pelo biossurfactante.

2.2.10 Extracéo de Gasolina da Amostra Aquosa

Esta analise apresenta o resultado imediato das amostras oleosas ap06s segunda adi¢do
de agua nos bioensaios, atraves de extracdo com n-hexano em funil de separacdo (portal
ufsc.br, 2015). As quantidades de hexano (mL) utilizadas na extracdo foram baseadas na

adaptacédo dos experimentos de Urum et al (2003), que utilizou a proporgao 2:1 do volume de
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hexano em relacdo a massa total do sedimento. Neste trabalho foi utilizada a propor¢éo 2:1 do
volume de hexano em relacdo ao volume de gasolina remanescente no sedimento apos

Medicédo A.

O volume da fase hidrofobica obtida na extracdo foi quantificado (Medicdo D) e, em
seguida, a proporcdo gasolina:hexano foi verificada no fluorimetro (Turner Trilogy
Laboratory Fluorimeter, EUA), conforme descrito anteriormente no método de quantificagcdo

de gasolina por fluorimetria.
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3 RESULTADOS

3.1 QUANTIFICACAO DA GASOLINA POR FLUORIMETRIA

A Figura 2 apresenta os resultados da quantificacdo de Oleo de cadeia longa por
fluorimetria nas aliquotas de agua destilada, gasolina comum, hexano, e em misturas de
fracOes de gasolina e hexano. Os resultados demonstram que o aumento do indice RFU foi

diretamente relacionado ao aumento da concentracdo de gasolina na mistura.

Linha de tendéncia: y =4153,3x""" ", R’= 0,9826
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Figura 2: Valores de RFU (Relative Fluorescence Units) referentes a quantificacdo

de bleo de cadeia longa por fluorimetria em diferentes aliquotas amostrais.

Estes resultados apresentaram um padrdo de distribuicdo de aumento ajustado a uma
linha de tendéncia de uma equacdo potencial (Rz = 0,98), significando que 0 aumento da
quantidade de gasolina nas amostras reflete no aumento potencial dos indices de RFU.
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3.2 EXECUCAO DOS BIOENSAIOS

As porcentagens de gasolina recuperada nas quatro medi¢fes durante a execucdo dos

dois diferentes bioensaios sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Porcentagens (%) de Gasolina Recuperada do Sedimento Contaminado; a)

Bioensaio em coluna de vidro; b) Bioensaio em coluna de ago.

a) Coluna de vidro
Branco 1 (n=1) Branco 2 (n=3) Biovidro (n=3)

Medigdo A 8,40 2,29 0,54 9,47 4,39
Medicéo B 8,00 2,57 0,50 9,73 4,64
Medigdo C 4,80 2,80 1,75 4,80 0,80
Medicéo D 7,02 0,84 +0,89 14,07 +11,94
Total C+D 11,82 3,64 18,87

b) Coluna de ago inox

Branco 1 (n=1) Bioaco (n=3)

Medicdo A 13,00 20,67 5,77

Medigdo B 9,20 11,27 4,11

Medicéo C 7,80 10,13 £3,64

Medicdo D 0,16 0,23 +0,08

Total C+D 7,96 10,36

Legenda: Biovidro — Amostras inoculadas das colunas de vidro; Bioago — Amostras inoculadas das
colunas de aco inox; Medi¢do A — Quantidade de gasolina percolada ap6s preenchimento das colunas
com sedimento contaminado; Medicdo B — Quantidade acumulada de gasolina percolada antes da
primeira adicdo de &gua; Medicdo C — Quantidade acumulada de gasolina percolada ap6s primeira
adicdo de agua; Medicdo D — Quantidade de gasolina percolada apés segunda adigdo de agua e
extracdo da gasolina emulsificada; Branco 1 — Bioensaio com adi¢do de meio de cultura estéril;
Branco 2 — Bioensaio sem adicdo de meio de cultura; Total C+D — Somatdrio entre Medicdo C e
Medicéo D.

Os valores de gasolina recuperada na medicdo A do bioensaio em colunas de vidro
foram semelhantes nos percolados do Branco 1 e no Biovidro, e maiores que os valores
obtidos no Branco 2. Com excec¢do do Branco 1, na Medicdo B foi observado aumento nos
valores de gasolina percolada em relacdo a medicéo A, de 2,29% para 2,57% no Branco 2 e,
no Bioensaio, de 9,47% para 9,73%. Na medicdo C, com exce¢do do Branco 2, que
apresentou um pequeno aumento (2,29, 2,57 e 2,80% respectivamente nas medicGes A, B e
C), foram verificados menores valores de gasolina recuperada, no Branco 1 e no Biovidro, em

relacdo as medicdes A e B. Na medicao D, os resultados das amostras de Biovidro apresentam
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maior recuperagdo de gasolina em relacdo aos controles negativos, Branco 1 e Branco 2.
Comparando os resultados do Branco 2 com demais resultados (Branco 1 e Biovidro),
podemos observar valores até 94,03% menores de gasolina recuperada. Esta diferenca do

Branco 2 foi observada em todas as medicdes.

Nos percolados das colunas de aco inox, foi observada diferenca entre os valores da
Mediagéo (A), sendo Branco 1 (13%) e Bioago (20,67%). Na Medi¢do B houve uma redugéo
na gasolina recuperada em reacdo a medi¢do A, tanto no Branco 1 quanto no Bioago. Nas
medicdes B e C os valores observados nas amostras do Branco 1 como no Bioaco, e entre
eles, séo considerados iguais. A medicdo D apresentou valores menores que a Medicdo C,
valores estes considerados como zero para ambos 0s tratamentos Branco 1 e Bioago.

Comparando resultados dos dois diferentes bioensaios, podemos observar que as
colunas de aco inox apresentaram valores iniciais na recuperacao de gasolina maiores que 0s
das colunas de vidro. Estes valores nas colunas de aco variaram de 20,67% na Medicdo A até
0,23% na Medigdo D, de forma decrescente. As colunas de vidro apresentaram valores
constantes, iniciando em 9,47% na Medicdo A e terminando com 14,07% na Medicao D. Este
comportamento também é observado ao compararmos o0s resultados das amostras do Branco 1

nos dois bioensaios.

Nas Medicbes D, a média entre os resultados de todas as amostras das colunas de
vidro (7,32%) foi 97,33% maior que a gasolina recuperada na média entre os resultados de
todas as amostras das colunas aco inox (0,2%). Ainda na Medicdo D, a média entre o0s
resultados de Biovidro e Bioa¢o (7,15%) foi 62,61% maior que a média entre os resultados
dos controles negativos dos dois bioensaios (2,67%). Os resultados das amostras de Biovidro
e Bioacgo indicaram maiores valores de recuperacdo de gasolina em relacdo aos controles
negativos, tanto para colunas de vidro, quanto para de aco, representando respectivamente 72

e 30% a mais de recuperacao.

O total de gasolina recuperada no final dos bioensaios foi superior para as colunas de
vidro em relacdo as de aco inox, representando respectivamente 18,87 e 10,36% da gasolina
inicialmente adicionada ao sedimento contaminado. Além disto, foi observado que nas
colunas de vidro e de ago inox, as amostras dos Bioensaios inoculados (Biovidro e Bioago)

apresentaram maior recuperacdo de gasolina em relacdo a seus controles negativos, sendo
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respectivamente em média, 11,14% e 2,41% a mais que nos controles negativos. O total de
gasolina perdida durante o processo, isto €, remanescente no sedimento e/ou volatilizada, em
comparagdo com a adicionada na contaminacéo foi de 88,18, 96,36 e 81,13% para o bioensaio
com colunas de vidro (Branco 1, Branco 2 e Biovidro, respectivamente). Os dados de gasolina
ndo recuperada durante o processo para bioensaio com colunas de ago inox foi de 92,04 e
89,64% para Branco 1 e Bioago respectivamente.

3.2.1 Resultados de Fluorimetria do Percolado Final (Medicéo D)

As medicdes de fluorimetria do percolado seguem apresentadas na Figura 3,
associados aos valores das aliquotas amostrais com diferentes valores de gradientes de
concentracdo gasolina:hexano. Os resultados foram dispostos do menor ao maior indice
de RFU.
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Figura 3: Resultados de fluorimetria em RFU (Relative Fluorescence Units) dos
percolados em comparacdo com a quantificacdo de Oleo de cadeia longa por

fluorimetria em diferentes aliquotas amostrais.

Para o bioensaio em colunas de vidro, os valores de fluorimetria em RFU se

encontram entre os valores do hexano puro e da mistura de gasolina e hexano (15:85 V/V).
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Estes indices representaram volumes de gasolina de 1,75, 0,21 e 3,52 mL na fase hidrofébica
resultante da extracdo nos percolados do Branco 1, Branco 2 e Biovidro, respectivamente.
Para o bioensaio em colunas de aco, estes dados apresentaram indices de RFU entre a
fluorimetria da agua e a do hexano puro, representando 0,78 e 1,14 mL de gasolina presente

na fase hidrofdbica resultante da extragdo no Branco 1 e Bioago, respectivamente.

A fase hidrofobica resultante da extragdo nos bioensaios em colunas de vidro e de
aco respectivamente, apresentaram 72 e 31 % a mais de gasolina em relacdo a seus controles
negativos. Os resultados das amostras de Biovidro para fase hidrofobica resultante da extracéo

foram 67% maiores que os encontrados em colunas de Bioaco.
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4 DISCUSSAO

A fluorimetria se mostrou um meétodo adequado para a quantificacdo da gasolina,
uma vez que apresentou resultados de RFU proporcionais ao aumento da concentragcdo de
gasolina na cubeta, sinalizando uma tendéncia de aumento potencial (Figura 3).

Comparando o desempenho das duas metodologias de bioensaios empregadas, foi
observado que as colunas de vidro apresentaram maior tempo para percolacdo de agua (24
horas) que as colunas de aco inox (20 minutos). A diferenca significativa no tempo necessario
para passagem da &gua adicionada pode ser explicada possivelmente por conta da quantidade
e disposicdo da 1a de vidro nas colunas. A 13 de vidro associada as particulas mais finas do
sedimento nas colunas estaria dificultando a passagem da agua. Além disto, a média dos
valores da Medicdo A nas colunas de aco inox foi 60,08% maior que a média destes valores
nas colunas de vidro, indicando uma vantagem no sistema de retengédo de sedimento com telas
em relacdo ao com 1& de vidro quanto a livre percolacdo de liquido. Em contraponto, por
oferecer maior tempo de retencdo de liquido, as amostras de Biovidro podem ter sido
beneficiadas no tocante a biorremediacdo, uma vez que o meio de cultura com indculo
permaneceu mais tempo em contato com o sedimento quando comparado as colunas de ago

inox.

Os menores valores de recuperacdo de gasolina observados no Branco 2 em relagéo
as demais amostras nas colunas de vidro ocorreu possivelmente pelas dificuldades na
passagem de liquido através da Ia de vidro como descrito acima; como também, por esta
amostra de controle negativo ndo receber adicdo de meio de cultura. A adi¢cdo do meio de
cultura sobre a coluna aumenta a pressdo sobre o material subjacente, beneficiando assim a

percolacao de gasolina ainda presente nos sedimentos apos a primeira adi¢do de agua.

Uma vez que as medi¢des A, B e C nos frascos de captacdo foram cumulativas, 0s
menores valores observados na Medicdo B em relagdo a Medicdo A, indicam a perda de
gasolina por volatilizagcdo. De modo semelhante, na Medicdo C, os valores de recuperacéo de
gasolina menores que os das medicBes A e B, indicam que a volatilizagdo da gasolina foi
superior a um possivel volume remanescente de gasolina no sedimento, que teria sido

percolado pela acdo da dgua. A maior recuperacdo de gasolina na medicdo D foi de apenas



18

14,07% da gasolina adicionada na contaminacdo, sendo este dado possivelmente influenciado
pela volatilizacdo de gasolina durante os bioensaios.

A quantidade de agua inserida nas colunas foi proporcional & &rea de captacdo de
agua de chuvas nas colunas dos dois bioensaios, 95 e 825 mL para colunas de vidro e aco
inox respectivamente. Portanto, estes volumes de dgua adicionada ndo foram proporcionais as
massas de sedimento utilizadas, 100 g e 2 kg nas colunas de vidro e ago inox respectivamente.
Dessa forma, as colunas de vidro receberam maior volume de &gua (56,32%) em relacéo as
colunas de ago inox quanto a massa de sedimento. Apesar deste fato, os resultados de
recuperacdo total de gasolina foram proximos, exceto para Biovidro, que estaria indicando
maiores valores de gasolina recuperada por conta da presenca do biossurfactante no
sedimento. Os resultados de Branco 2 seguiram diferenciados em relacdo as demais amostras,
uma vez que apresentaram menores valores de recuperacdo de gasolina, possivelmente por

problemas de percolacdo de liquido na Ia de vidro, como ja citado.

Diante da possibilidade que o resultado de RFU nas Medic¢des D estivessem sendo
alterados pelo volume de hexano conforme as proporcdes baseadas no trabalho de Urum
(2013), foram feitas pequenas modificagdes. Na extracdo da gasolina dos percolados das
colunas de ago inox foi utilizada a proporcdo 1:1 (gasolina:hexano), baseada no volume de
gasolina remanescente apos a taxa de volatilizacdo observada entre as medi¢bes A e B. Nas
amostras de Branco 2 foi utilizada a proporcdo 1:0,6 (gasolina:hexano), baseada na gasolina
restante no sedimento a partir da Medicdo A. Mesmo com as diferentes propor¢des de
gasolina:hexano adotadas, os valores em RFU continuaram préximos do hexano puro,
indicando que os resultados correspondiam a pequenas porcentagens de gasolina recuperada e
ndo ao volume de hexano adicionado na extragdo, influenciando na medicéo. Os calculos em
mL da gasolina presente na Medi¢do D levaram em consideracdo a quantidade de hexano
adicionado na extragao.

Com excegcdo do branco 2, que apresentou valores de 18,21%, as taxas de
volatilizagdo de gasolina, calculadas entre as medi¢cbes A e C, apresentam valores
semelhantes , uma vez que a perdas foram de 42,86 e 49,31 % para Branco 1 e o Biovidro
nas colunas e vidro respectivamente. Nas colunas de aco, o Bioensaio (Bioaco) também
apresentou perdas proximas a 45,48%; e um pouco menores no branco 1 (29,23%). Deste

modo, as taxas de volatilizacdo nos dois bioensaios foram equiparadas nos trés primeiros dias
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de inicio de experimento. No entanto, a verificacdo de um menor valor de gasolina recuperada
nas amostras de Bioaco em relacdo as de Biovidro (0,23 e 14,07%, respectivamente) na
Medicdo D, pode indicar uma maior volatilizacdo de gasolina nas colunas de aco inox ao
longo dos dezesseis dias de experimento. Esta perda de gasolina por volatilizacdo pode ter
sido favorecida pela maior superficie de contato da gasolina com o ar atmosférico nas colunas
de aco inox. Este efeito também pode ter sido favorecido nos frascos de captagdo utilizados,
sendo estes, Bécheres com capacidade para 1000 mL nas colunas de aco e Erlenmeyers com
capacidade para 250 e 500 mL para as colunas de vidro. Os resultados de recuperacao total de
gasolina, ainda menores nas colunas de aco inox (9,16%, média entre Branco 1 e Bioaco) em
relagdo as de vidro (15,35%, média entre Branco 1 e Biovidro), também sugerem a

vulnerabilidade de um método em relacédo ao outro.

A possivel influéncia do meio de cultura na percolagdo de gasolina ndo pdde ser
descartada, uma vez que os valores da Medicdo D para Branco 2 foram 69,20% menores que

para Branco 1 na coluna de vidro.

Nos resultados de fluorimetria da fase hidrofébica extraida dos percolados das
colunas de ago inox, foram observados valores entre o pardmetro indicado para hexano puro e
a agua destilada. Estes dados podem indicar que os volumes de gasolina recuperada na
Medicdo D para as colunas de aco inox foi ainda menor que o apresentado, 0,78 e 1,14 mL de
gasolina recuperada, respectivamente para Branco 1 e Bioensaio. Estes valores indicados na
fluorimetia podem, portanto, se tratar da medi¢do de outros elementos presentes na fase
hidrofébica extraida, possivelmente provenientes do meio de cultura. Isto pode significar que

toda a gasolina havia sido volatilizada do frasco de captacdo na Medicéo D.

Os valores da Medicdo D para Branco 1 (7,02%), Branco 2 (0,84%) e Biovidro
(14,07%) nas colunas de vidro, representam uma diferenca minima de 50,11% de recuperagdo
de gasolina entre amostra inoculada e controle negativo (Branco 1). Esta diferenga indicaria a
biorremediagé@o ocorrida na amostra de Biovidro a partir da presenca de biossurfactante. Esta
biorremediagdo pelo biossurfactante corroboraram com os trabalhos de Yan et al. (2012) e
Gudifa et al. (2013). Yan et al. (2012) obtiveram resultados de recuperacdo de 6leo residual
acima de 91,5% ao final de 72 horas de incubacédo de P. aeruginosa (F-2) em oily sludge,
isolada de solo contaminado com petroleo; e Gudifia et al. (2013) obtiveram resultados de

recuperacdo de 6leo residual de 6-25% para heating oil (combustivel para aquecimento), 16—
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24% para viscous paraffin, 13-18% para Arabian Light oil e 15-17% para petroleo bruto.
Estes resultados de Gudifia et al. (2013) foram observados ap6s 14 dias de inoculagéo de trés
cepas de B. subtilis em sedimento arenoso, isoladas de amostras obtidas em campos de
petréleo a profundidade de 300-400 m. Desta forma, foi considerado que o biossurfactante
adicionado nos bioensaios deste trabalho pode ter aumentado a solubilidade da gasolina do
sedimento, resultando na diferenca entre os valores de gasolina recuperada na amostra de
Biovidro e nos controles negativos. A escolha por substrato quimicamente inerte (sedimento
arenoso) teria favorecido a manutencdo das condicdes ideais do meio nutriente salgado
testadas no trabalho de Oliveira (2015), beneficiando o estabelecimento do consorcio
microbiano. No entanto, substratos de menor granulometria como silte e argila apresentariam
maior retencdo de gasolina, logo, maiores volumes de gasolina biodisponivel a atuacdo do
consorcio microbiano. Jorge (1999) afirma que solos argilosos sdo os de maior capacidade de
retencdo de contaminante e que sua maior quantidade de matéria organica contribui para a
imobilizacdo de compostos organicos. Os trabalhos de Blott et al. (2004) e Brito et al. (2006)
citados por Tonini (2011) informam que solos com texturas mais finas tendem a agregar
particulas de matéria organica e a apresentar maior quantidade de bactérias degradadoras
aerodbias. Segundo Jorge (2011), o fator que maior influéncia na atividade microbiana abaixo
da superficie é o tamanho das particulas. O trabalho de Vogel e Walter (2001) apud
Hosokawa et al. (2009) indica que dentre os fatores que afetam a proliferacdo de
microrganismos usados em bioaumentacdo estdo a estrutura quimica e a concentracdo de
poluentes, a biodisponibilidade do contaminante, o tamanho e a natureza da populacédo
microbiana e o ambiente fisico. Dessa forma, sdo sugeridos experimentos futuros com outros
substratos, como argila e silte, para melhor investigacdo da influéncia da granulometria na

acdo do consorcio microbiano sobre a gasolina.

A diferenca entre as medicGes D para Biovidro (14,07%) e Bioaco (0,23%) indica
uma volatilizacdo maior nas colunas de ago inox em relacdo as de vidro. Martins et al. (2003)
apud Fioravanti (2013) indicam que a volatilidade da gasolina, por sua constituicdo em
compostos volateis como os BTEX, diminui sua concentragdo no meio, afetando sua
biodisponibilidade e, assim, dificultando sua assimilacdo por microrganismos. Desta forma, a
escolha pelo uso de gasolina como contaminante pode ter influenciado negativamente na
atuacdo do consorcio microbiano. Ferreira et al. (2009) apud Fioravanti (2013), afirmam que

sendo a composicdo da gasolina formada por grande numero de hidrocarbonetos volateis, esta
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é considerada como um dos derivados de petréleo mais toxicos aos microrganismos. O uso de
outros derivados de petréleo como o 6leo diesel, poderia propiciar crescimento maior de
microrganismos em relacdo ao uso de gasolina, uma vez que este possui maior massa
especifica, cadeias maiores e menor toxicidade em relagdo gasolina, conforme indicado por
Mariano (2006) apud Fioravanti (2013). A biorremediagdo por meio da biodegradacdo de
gasolina ndo pbde ser confirmada neste trabalho, uma vez que esta atuacdo do consoércio
microbiano seria indicada por valores menores de recuperacdo de gasolina nas amostras

inoculadas em relacdo aos controles negativos.

Considerando que o maior valor total de recuperacdo de gasolina dentre todos 0s
bioensaios foi 18,87% da adicionada na contaminacéo, € inferido que um volume de gasolina
nédo recuperado teria permanecido retido no sedimento ou volatilizado, corroborando com o
odor caracteristico ao final dos bioensaios. Por este motivo, novos experimentos devem ser
realizados para responder a hipotese apresentada, visando investigar se os 81,13% de gasolina
ndo recuperada se deve a questdes de acdo do consorcio microbiano, a volatilizacdo ou
retencdo da gasolina no sedimento. Para estes experimentos futuros ficam sugeridos a
utilizacdo de biossurfactante isolado do consorcio microbiano, sucessivas acfes de insercdo
de meio de cultura nutriente, uso de derivado energético de petr6leo menos toxico aos
microrganismos (como o Oleo diesel) e uso de derivados energéticos de petroleo menos

volateis (como o querosene).
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5 CONCLUSAO

A fluorimetria se mostrou adequada quanto a quantificacdo de gasolina. O bioensaio
em colunas de vidro foi o mais adequado a proposta de biorremediacdo de sedimento
contaminado em relagdo as colunas de ago inox. Os valores de recuperacao de gasolina foram
considerados abaixo do esperado possivelmente devido a fatores como a volatilizacdo da
gasolina. Desta forma, € sugerida realizacdo de bioensaios futuros com uso de contaminante
menos Vvolatil, como o querosene. Mesmo apresentando valores abaixo do esperado, 0 uso de
consércio microbiano isolado de manguezal impactado foi confirmado como possivel na
biorremediacdo de sedimento arenoso contaminado com gasolina por meio da acdo de

biossurfactante.
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