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RESUMO

O petréleo se destaca como um dos percursores para a producao de materiais, combustiveis e
até medicamentos. Sabendo dessa grande importancia, processos de extracdo e refino sdo
frequentes e devido a essa grande exploracdo, acidentes podem acontecer causando
derramamentos em solos e oceanos. Por apresentar alta carcinogenicidade e aspectos
mutagénicos, a presenca de alguns hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS), presentes
na composicao do petrdleo, representam riscos para humanos e animais selvagens. Assim, no
sentido de mitigar os problemas ambientais causados pelos HPAs em caso de derramamento, 0
uso de microrganismos para a biodegradagédo tem sido visto como potencial solu¢do. Um fator
que dificulta a decomposic¢do microbioldgica dos HPAs, é a hidrofobicidade das moléculas,
com isso a industria investe no desenvolvimento de dispersantes que reduzem a tenséo
superficial na interface hidrocarboneto/agua. Nesse contexto, a literatura vem demonstrando as
vantagens dos biossurfactantes (surfactantes de origem bioldgica) em relacéo aos surfactantes
da industria quimica. O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a capacidade de
biodegradacdo de 2-Metilnaftaleno e Fenantreno (hidrocarbonetos modelos de HPA’s) por
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA na presenca de biossurfactante industrial. O
biossurfactante cedido pela empresa Syensqo Oil & Gas Solutions foi caracterizado em termos
de tensdo superficial e indice de emulsificacdo (E%). Ensaios de biodegradacdo foram
realizados variando-se a concentracdo dos hidrocarbonetos e do biossurfactante, durante 10
dias, monitorando-se o pH, crescimento bacteriano e a taxa de biodegradacédo, sendo também
avaliado a degradacdo da mistura dos hidrocarbonetos. Os resultados demonstram que o
biossurfactante industrial apresentou resultados de indice de emulsificacdo satisfatorios para o
tolueno e dleo lubrificante, apresentando valores acima de 40 % para concentraces de NaCl
adicionadas e em pequenas concentracdes de biossurfactante, apds 240 horas de cultivo. O
biossurfactante além de agir como um dispersante, diminuindo a tensao superficial da interface
hidrocarboneto/agua, atuou como uma fonte de carbono para 0 crescimento para a
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, favorecendo assim 0 seu maior crescimento. A
bactéria foi capaz de degradar o fenantreno (FEN) e o 2-Metilnaftaleno (2-MN) obtendo valores
de degradacdo de até 61,43 %, e 97,22% respectivamente, dentro das mesmas condicdes,
apresentando a concentracdo de 17,69 g/L de biossurfactante. Observou-se também que o
biossurfactante melhorou a taxa de biodegradacéo, sendo para o fenantreno a Unica variavel que
apresentou influéncia significativa na resposta estudada, enquanto para o 2-MN o modelo
apresentou que todas as variaveis e suas interacdes sao significativas ao modelo proposto. Além
disso, o0 modelo desenvolvido a partir dos resultados da analise estatistica conseguiu explicar
92,31% dos dados apresentados para a degradacdo do fenantreno e cerca de 98,0% para a
biodegradacdo do 2-MN. A mistura dos dois hidrocarbonetos modelos estudados, apresentou
taxa de degradacédo de 11,12% e 82,95% para o fenantreno e o 2-MN respectivamente. Os
resultados mostraram que a biodegradacdo dos HPAs por Pseudomonas aeruginosa AP029-
GLVIIA foi favorecida na presenca do biossurfactante, tendo o 2-MN como hidrocarboneto de
preferéncia.

Palavras-chaves: Biodegradacdo, fenantreno, 2-metil-naftaleno, Pseudomonas aeruginosa,
biossurfactantes
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ABSTRACT:

Oil stands out as one of the precursors for the production of materials, fuels and even medicines.
Knowing this great importance, extraction and refining processes are frequent and due to this
great exploration, accidents can happen causing spills in soils and oceans. Due to its high
carcinogenicity and mutagenic aspects, the presence of some polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHS), present in the composition of the oil, pose risks to humans and wild animals. Thus, in
order to mitigate the environmental problems caused by PAHSs in the event of a spill, the use of
microorganisms for biodegradation has been seen as a potential solution. One factor that hinders
the microbiological decomposition of PAHS is the hydrophobicity of the molecules, which is
why the industry invests in the development of dispersants that reduce surface tension at the
hydrocarbon/water interface. In this context, the literature has demonstrated the advantages of
biosurfactants (surfactants of biological origin) in relation to surfactants from the chemical
industry. The main objective of the present study is to evaluate the biodegradation capacity of
2-Methylnaphthalene and Phenanthrene (model hydrocarbons) by Pseudomonas aeruginosa
AP029-GLVIIA in the presence of industrial biosurfactant using microcosm cultures. The
biosurfactant provided by the company Syensqo Oil & Gas Solutions was characterized in terms
of surface tension and emulsification index (E%). Biodegradation tests were carried out by
varying the concentration of hydrocarbons and biosurfactant for 10 days, monitoring pH,
bacterial growth and biodegradation rate, and also evaluating the degradation of the
hydrocarbon mixture. The results demonstrate that the industrial biosurfactant presented
satisfactory emulsification index results for toluene and lubricating oil, presenting values above
40% for concentrations of NaCl added and in small concentrations of biosurfactant, after 240
hours of cultivation. The biosurfactant, in addition to acting as a dispersant, reducing the surface
tension of the hydrocarbon/water interface, acted as a carbon source for growth for
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, thus favoring its greater growth. The bacteria was
able to degrade phenanthrene (FEN) and 2-Methylnaphthalene (2-MN) obtaining degradation
values of up to 61.43% and 97.22% respectively, within the same conditions, presenting a
concentration of 17. 69 g/L of biosurfactant. It was also observed that the biosurfactant
improved the biodegradation rate, with phenanthrene being the only variable that had a
significant influence on the studied response, while for 2-MN the model showed that all
variables and their interactions are significant to the proposed model. Furthermore, the model
developed from the results of the statistical analysis managed to explain 92.31% of the data
presented for the degradation of phenanthrene and around 98.0% for the biodegradation of 2-
MN. The mixture of the two model hydrocarbons studied presented a degradation rate of
11.12% and 82.95% for phenanthrene and 2-MN respectively. The results showed that the
biodegradation of PAHs by Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA was favored in the
presence of the biosurfactant, with 2-MN as the preferred hydrocarbon.

Key-words: Biodegradation, phenanthrene, 2-methyl-naphthalene, Pseudomonas aeruginosa,
biosurfactants.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO




Capitulo 1: Introducéo

1. Introducéao

O petréleo é uma matéria-prima nao renovavel, porém essencial para a sociedade. Ele e
seus petroderivados estdo presentes em combustiveis, na formulacdo de plasticos, cosméticos,
borrachas, fibras, asfalto e até de alguns medicamentos, essa necessidade € a responsavel pela
forte atividade de extracdo e refino o que eventualmente causa derramamentos em solos e
oceanos ao redor de todo o planeta (Geraldo & Maranho, 2020). A contaminacdo gerada por
derramamentos de petroleo causa sérios problemas ambientais (Gallotta & Christensen, 2012).

Em areas afetadas pela poluicdo cronica e/ou aguda por Oleo, os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HPAS) sdo contaminantes de grande preocupacao, pois sao toxicos,
ubiquos, capazes de se bioacumular e apresentam potencial para desencadear efeitos
carcinogénicos (Achten & Andersson, 2015; Neff, 2002; Ohiozebau et al., 2017).

O 2-metilnaftaleno (2-MN) pertence a classe dos HPAs, sendo o componente mais
toxico a fragcdo soltvel em agua de dleos brutos e tem sido encontrado em altas concentragdes
na agua através de estudos em organismos marinhos vertebrados e invertebrados. De acordo
com Honda et al., 1990, a exposi¢do ao 2-MN causa uma diminui¢cdo na concentracdo de
hemoglobina, inibicdo do consumo de oxigénio e danos pulmonares em varios animais que
foram submetidos ao composto. Ja o fenantreno (FEN) € um hidrocarboneto aromatico
polinuclear, cristalino, isdmero do antraceno, obtido principalmente da fracdo de 6leo de
antraceno do alcatrdo de hulha e sinteticamente. O FEN pertence a classe dos compostos
organicos semivolateis, formado por anéis benzénicos ligados de forma linear, angular ou
agrupados, contendo somente carbono e hidrogénio (Lundstedt, 2003). O fenantreno é
considerado um poluente potencial devido a sua toxicidade, persisténcia e predominéncia no
meio ambiente (U.S. EPA, 2008). A remocdo efetiva de HPAs do ambiente € extremamente
importante e tem atraido ampla atencéo de pesquisadores (Al-Zahrani et al., 2022).

Portanto, determinar como remover HPAs de 4guas contaminadas é uma preocupacao
urgente (Médic et al.,, 2020; Huang, et al., 2023; Ferraro et al., 2021; Xu et al., 2022,
Logeshwaran et al., 2022). Varios metodos de base quimica, fisica e bioldgica foram
desenvolvidos e estdo atualmente disponiveis para a remediacdo de dguas contaminadas com
HPAs (Sun et al., 2021). Dentre as quais, a biorremediacdo vem ganhando atencdo devido as
desvantagens do método de base quimica ou fisica, incluindo alto custo, consumo de energia e
geracdo de subprodutos (Bianco et al., 2022a; 2022b).

A biodegradagdo de compostos de petréleo em ambientes marinhos é majoritariamente

baseada na capacidade dos microrganismos de degradar compostos de petroleo. Os
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microrganismos mais comuns sao as bactérias e muitos géneros diferentes foram identificados
sendo capazes de degradar os hidrocarbonetos do petréleo, por exemplo: Enterobacter sp
(Prartono et al., 2022), Pseudomonas (Benchouk & Chibani, 2017; Efeovbokhan et al., 2014;
Mehrdad et al., 2019), Rhodococcus (Hackbusch et al., 2020). Tém sido demonstrado que a
tecnologia de biorremediacao tem sido utilizada por consideraveis grupos de pesquisa em todo
0 mundo, utilizando Pseudomonas sp como potencial biodegradador para remover poluentes de
sitio(s) contaminado(s) (Varjani & Upasani, 2021).

Vérias espécies de Pseudomonas tém sido relatadas como responsaveis por degradar
hidrocarbonetos com varios comprimentos de cadeia e estruturas (Van Beilen et al., 2001,
Chebbi et al., 2017; Grifoll et al., 1994; Resnick & Gibson, 1996; e Zhang et al., 2011). Sendo
capaz de utilizar um amplo espectro de hidrocarbonetos, o género Pseudomonas tem um papel
fundamental na remocao desses compostos de locais poluidos por petroleo (Varjani, 2017). Isso
é particularmente importante porque os extremdfilos degradadores de hidrocarbonetos podem
tolerar uma ampla gama de condi¢fes e podem ser usados para biorremediacdo de habitats
extremos poluidos (Margesin & Schinner, 2001; Mehetre et al., 2019).

Cada componente do petroleo tem um comportamento quimico caracteristico que
influencia a sua biodegradabilidade. As taxas de degradacdo dos HPAS por microrganismos
seguem a seguinte ordem decrescente de susceptibilidade: n-alcanos > alcanos ramificados >
aromaticos de baixa massa molecular > alcanos ciclicos. Portanto, compostos ciclicos como o
2-MN e o FEN possuem maior dificuldade de degradacdo e persistem no ambiente por mais
tempo (Al- Hawash et al., 2018).

Outro fator que dificulta a decomposi¢cdo microbioldgica de 6leos e derivados € a
hidrofobicidade das moléculas de hidrocarbonetos. Isso leva a sua sorcdo em diferentes
superficies e transi¢do para uma forma biologicamente de dificil acesso, devido a sua alta tensao
interfacial e baixa solubilidade em agua, o que dificulta sua remediacao no local contaminado
(Ayangbenro & Babalola 2017; Bhati et al. 2019; Kapoor et al. 2019), bem como a falha no
contato efetivo com as células microbianas, que geralmente possuem uma camada externa
hidrofilica (Korshunova et al. 2019).

Os dispersantes séo projetados para aumentar a dispersdo natural, reduzindo a tensédo
superficial na interface hidrocarboneto/agua, facilitando a movimentagdo e gerando mais
goticulas pequenas (Brakstade et al., 2015). Neste contexto, a literatura vem demonstrando as
vantagens dos biossurfactantes (surfactantes de origem bioldgica) em relacdo aos surfactantes
de origem quimica, incluindo menor toxicidade, maior biodegradabilidade e possiveis

atividades biologicas (Banat et al., 2010; Pacwa-Ptociniczak et al., 2011). Os biossurfactantes
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sdo um grupo estruturalmente diverso de compostos produzidos por organismos que possuem
propriedades tensoativas e acdo emulsificante. As propriedades dos biossurfactantes séo
semelhantes as do surfactante; eles tém aplicacGes industriais em relacdo a detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade de formacdo de espuma, solubilidade, fases de
dispersdo (Banat et al., 2010, Nitschke & Pastore, 2002). Além disso, destaca-se suas aplicaces
nas area de catélise eletrénica usando microestruturas (Rehman et al., 2010).

Até agora ndo existem estudos consistentes que investiguem a interacdo entre
biossurfactantes industriais e cepas de Pseudomonas aeruginosa na biodegradacdo de HPAs. O
uso de biossurfactantes externos aos produzidos pela prdpria bactéria é de extrema importancia,
tendo em vista que o biossurfactante se trata de um composto bioldgico que ndo causa danos
guimicos ao ambiente que foi adicionado. Outro fator de importancia da adicdo de
biossurfactantes externos se refere a baixa producdo de biossurfactantes do microrganismo
adicionado para a degradacao.

Neste sentido, esta dissertagdo aborda ensaios realizados para avaliar a influéncia de
dispersantes na degradacdo de HPAs modelo (2-Metilnaftaleno e Fenantreno) por
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA. O presente trabalho encontra-se dividido em sete
capitulos, iniciando incluindo a Introdu¢do no Capitulo 1 Introducdo. No capitulo 2 séo
apresentados os Objetivos propostos, seguido do capitulo 3, onde foi apresentada a Revisao
Bibliografica com énfase no derramamento de petrdleo e seus hidrocarbonetos e quais as
principais rotas para a sua degradacdo. O Capitulo 4, descreve os Materiais e Métodos
empregados ao longo da pesquisa, ao passo que os resultados sdo apresentados e discutidos no
Capitulo 5, Resultados e Discussao. O Capitulo 6 aponta as principais Conclus@es do estudo,
o qual é finalizado pelo Capitulo 7 onde sdo apresentadas as Referéncias Bibliogréaficas, fonte

de consulta para o desenvolvimento do trabalho de pesquisa.
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2.0Dbjetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de biodegradacéo de 2-MN e FEN (hidrocarbonetos modelos) na
presenca de biossurfactante industrial (dispersante) por Pseudomonas aeruginosa AP029-
GLVIIA.

2.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar as propriedades do biossurfactante industrial em termos da tenséo superficial e
do indice de emulsificacgéo.

e Realizar ensaios da biodegradacdo dos hidrocarbonetos modelos (2-Metil-Naftaleno e
Fenantreno) na presenca de biossurfactante por Pseudomonas aeruginosa;

e Acompanhar a biodegradacdo dos compostos modelos, durante dez dias, através das
analises fisico-quimicas (pH e crescimento bacteriano).

e Investigar os efeitos de concentracdo de HPA (2-MN ou FEN) e biossurfactante sobre
o indice de degradacdo do HPA por P.aeruginosa.

e Auvaliar o desempenho da biodegradacdo dos hidrocarbonetos modelos na auséncia de
biossurfactante;

e Realizar a biodegradacdo da mistura dos hidrocarbonetos em condi¢fes otimizadas,

avaliando a capacidade da cepa em degradar misturas de hidrocarbonetos.
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3. Revisao Bibliografica
3.1. Petroleo e seus derivados

O petroleo ¢ originado a partir de matéria organica resultante de restos de animais
depositados nos sedimentos que, ao longo do tempo, passaram por rea¢Ges quimicas,
bacterioldgicas, pressdo das camadas sobrepostas e calor. Os dados geoldgicos da matéria
organica das bacias sedimentares e caracterizacdo das rochas formadoras séo analisados quanto
a presenca do petroleo. A partir das analises do local, o local de perfuracédo é escolhido para
extragcdo (Gonzales, 2012; Lima, 2003).

Segundo a ANP (2022), as producgfes anuais médias de petroleo e de gas natural do
Brasil foram recordes. A extracdo de petréleo alcancou a marca de 3,021 mil barris/dia
(Mbbl/d), 2,47% maior do que o recorde registrado no ano de 2020 (2,948 mil barris/dia
Mbbl/d). Em dezembro do mesmo ano, a producdo do pré-sal correspondeu a 2,986 milhdes de
barris equivalentes de petréleo (boe), representando 75,5% do total da producdo nacional,
caracterizando um aumento de 10,2% em comparacdo com 0 mesmo més do ano anterior. Os
campos maritimos foram responsaveis por 97,6% dessa producdo e os campos operados pela
Petrobras, sozinha ou em consorcio com outras empresas, corresponderam a 91,15% do total
extraido (ANP, 2022).

O petrdleo é composto de uma variedade de hidrocarbonetos, compostos de carbono
(83% — 87%), hidrogénio (11% — 14%) e enxofre (0,06% — 0,8%), nitrogénio (0,02% — 1,7%),
oxigénio (0,08% — 1,82 %) e componentes de metais residuais (niquel, vanadio, ferro,
antimonio entre outros) (Aguelmous et al., 2020). Os hidrocarbonetos formados pela
combinacdo de carbono e hidrogénio constituem o principal componente do petréleo,
representando cerca de 95% a 99%. Varios hidrocarbonetos sdo classificados de acordo com
sua estrutura: alcanos, cicloalcanos e hidrocarbonetos aromaticos.

Apls extracdo, para que o petréleo tenha seu potencial energético inteiramente
aproveitado é necessario que seja fracionado através de coluna de destilacdo, além de outras
operacOes unitarias. Neste processo, o petréleo cru é transformado obtendo-se desta forma a
maior quantidade possivel de produtos com alto valor agregado com reducao daqueles de menor
valor comercial (Bueno, 2003). Posteriormente, o 6leo cru é fracionado em produtos mais
refinados, como o gas liquefeito de petréleo, gasolina, querosene iluminante, querosene de
aviacao, oleo diesel, 6leos combustiveis, 6leos lubrificantes e matérias-primas para a industria

petroquimica (Hamza, 2012).
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Os alcanos sdo os principais componentes da gasolina, diesel e combustivel de aviagdo
(Schirmer et al., 2010). A estrutura molecular pode ser linear, ramificada ou ciclica. A formula
geral dos alcanos lineares € CnH2n+2, a formula geral dos alcanos ramificados € ChHzn+2 (n > 2)
e a formula geral dos cicloalcanos é ChH2n (n > 3). Aromaticos séo encontrados na gasolina,
diesel, lubrificantes, querosene, alcatréo e asfalto (Zakaria et al., 2018). Eles tém uma estrutura
molecular semelhante aos cicloalcanos, mas possuem pelo menos um anel benzénico
(Sadeghbeigi, 2012). Os aromaticos tém a formula geral CnH2n-s.

O petréleo é derivado do betume, e as moléculas mais pesadas e polares do asfalteno
sdo firmemente adsorvidas na rocha geradora, tornando problemética a descarga no
reservatorio. Como resultado, os mais frequentes séo os hidrocarbonetos saturados com a menor
polaridade, seguidos pelos aromaticos (Tissot & Welte, 1984). A massa molecular dos
hidrocarbonetos influencia a sua degradabilidade. Os hidrocarbonetos de baixa massa
molecular tém melhor biodisponibilidade do que os hidrocarbonetos de alta massa molecular
(Vasconcelos et al., 2011).

Como resultado, a suscetibilidade dos hidrocarbonetos a degradacdo microbiana é
geralmente: alcanos lineares > alcanos ramificados > arométicos com baixa massa molecular >

alcanos ciclicos (Imam et al., 2019).

3.2. Hidrocarbonetos de petroleo

3.2.1. 2-Metilnaftaleno

O 2-MN (Figura 3.1) é um hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA), que consiste
em dois anéis aromaticos fundidos com um grupo metil ligado a um dos anéis no carbono
nimero dois (ATSDR, 2009; CRC, 1990). E um componente natural do petréleo bruto e do
carvao, sendo encontrado na pirdlise e em produtos de combustdo, como fumaca de cigarro,
madeira, emissdes de motores de combustdo, asfalto, residuos de alcatrdo de hulha e dleos
usados (ATSDR, 2009; HSDB, 2002; Warshawsky, 2001).

Figura 3. 1 - Estrutura molecular do 2-MN

CH,

Fonte: Autoria Propria (2024)
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O Metilnaftaleno é uma mistura de aproximadamente dois tercos de 2-metilnaftaleno e
um terco de 1-metilnaftaleno. O metilnaftaleno é fabricado a partir do alcatrdo de hulha por
meio da extracdo de heteroaromaticos e fenois. A destilacdo do metilnaftaleno remove o 1-
metilnaftaleno, deixando o 2-metilnaftaleno. Misturas contendo 2-metilnaftaleno séo usadas na
formulacdo de alquil-naftaleno sulfonatos (usados para detergentes e agentes umectantes
téxteis), naftalenos clorados e hidronaftalenos (usados como solventes). O 2-metilnaftaleno
puro € um componente utilizado na fabricacdo da vitamina K e do inseticida 1-naftil-N-
metilcarbamato (HSDB, 2002).

3.2.2. Fenantreno

O fenantreno (Figura 3.2) (CusHio) pertence a classe dos HPAs de baixa massa
molecular (178,23 g/mol), formado por trés anéis aromaticos fundidos e possui baixa
solubilidade em agua (1,1 mg/L). Em comparacdo com o seu isdbmero antraceno, que apresenta
uma configuracéo linear, o fenantreno apresenta um dos anéis ndo linearmente arranjado em
relagdo aos demais. O fenantreno em temperatura ambiente, € encontrado na forma de um sélido
esbranquicado (Costa Filho, 2018; Souza, 2016). O fenantreno estd na lista dos poluentes
prioritarios classificado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA),
possuindo efeitos toxicos e mutagénicos (CETESB, 2016).

Figura 3. 2 - Estrutura molecular do Fenantreno

Fonte: Autoria Propria, 2024

O fenantreno é um dos HPAs mais utilizados como modelo de estudo para avaliar o
potencial biorremediador do diesel pelos microrganismos. Pode ser utilizado como Unica fonte
de carbono na presenga de oxigénio por alguns géneros de bactérias heterotroficas (Peng et al.,
2008), € menos toxico que outros HPAS, o que esta associado a maior solubilidade, tornando

seu uso possivel em laboratério (Di Toro et al., 2007).
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Além disso, permite o acompanhamento qualitativo do processo, pois ao ser
biodegradado gera um subproduto denominado 2-hidroxi-mucoénico-semialdeido, facilmente
identificavel por sua coloracdo amarela no meio de cultura (Gran-scheuch et al., 2017; Liu et
al., 2019). Além do exposto, ja foi relatado que microrganismos capazes de biodegradar o
fenantreno também podem degradar outros HPAs como antraceno, naftaleno e benzo[a]pireno
(Fernandez-Luquedo et al., 2011). Devido a isso, o fenantreno é considerado representativo em
estudos para determinar a capacidade de biodegradacdo de compostos aromaticos policiclicos
(Cao et al., 2021; Jin et al., 2016; Lin et al., 2014).

3.3. Impactos ambientais gerados pelo derramamento de
hidrocarbonetos de petréleo em ambiente marinho

A descarga de hidrocarbonetos liquidos de petr6leo nos mares, oceanos e costas por
atividades antropogénicas resulta em um dano profundo no ecossistema marinho e na salde
humana. Esses derramamentos contaminam fontes de &gua, prejudicam a vida marinha,
ameacam a saude publica e prejudicam a economia (EPA, 1993).

Ao ser lancado no mar, quanto maior é o tempo de exposicéo do petrdleo a fenbmenos
do intemperismo, maior é o dano causado ao ambiente e mais dificil de ser recuperado (Rainha
et al., 2017). Os derramamentos podem ocorrer nas diversas partes da industria do petroleo:
durante as atividades de exploracéo e producdo nas plataformas e pocos offshore e durante o
transporte de petréleo por navios petroleiros e oleodutos. Derramamentos de 6leo durante seu
transporte por petroleiros ou oleodutos séo a maior e mais comum fonte de derramamentos de
oleo (Schmidt-Etkin, 2011). A Federacdo Internacional de Poluicdo de Proprietarios de
Petroleiros (ITOPF) classificou os derramamentos de 6leo por dimensao, sendo classificado em
trés grupos: pequeno (<7 toneladas ou 50 bbls), médio (7 a 700 toneladas ou 50 a 5.000 bbls) e
grande (> 700 toneladas ou 50.000 bbls) (ITOPF, 2016). As técnicas de resposta e prevencao
de derramamento de 6leo ajudam a diminuir as possiveis consequéncias ambientais de varios
cenarios de derramamento de dleo.

Acidentes envolvendo derramamentos de hidrocarbonetos de petrleo ocorrem com
frequéncia em todo o mundo e, mesmo que a caracteristica mais marcante de um derramamento
de 6leo no ecossistema marinho seja a mancha superficial de petréleo bruto, a fracdo soluvel
em agua do petroleo € responsavel pela indugéo de efeitos tdxicos graves em diferentes niveis
celulares e moleculares (Medeiros et al., 2017; Pasquevitch et al., 2013). Foi reportado que
alguns componentes de derramamentos de 6leo oxigenado, como contetdos aromaticos, acidos
e &lcoois, podem exercer toxicidade em uma variedade de alvos, causando também poluicdo

crbnica do ambiente aquético (Bayat et al., 2005).
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Os HPAs sdo classificados como poluentes organicos persistentes por serem toxicos,
persistentes, bioacumulativos, transportados por longas distancias pelo ar, podendo contaminar
os alimentos e se acumular na cadeia alimentar, fenébmeno chamado de biomagnificagéo, que
acaba tendo efeitos negativos na satde e no meio ambiente. O acimulo de HPA pode ocorrer
no figado (em peixes), no hepatopancreas ou na glandula digestiva (em crustaceos, anelideos e
moluscos) e em varios 6rgdos (comecando pelo figado em mamiferos). A absor¢do dos HPAs
estad intimamente relacionada as suas propriedades lipofilicas, e essa caracteristica pode levar a
uma alteracdo na estrutura da membrana e interferéncia no funcionamento celular, o que revela
0 carater mutagénico desse composto. Para exercer esse efeito, a substancia precisa ser ativada
pelo metabolismo, pois ao passar pelo mecanismo de biotransformacgéo, esses compostos
tornam-se eletrofilicos e mais reativos, aumentando a possibilidade de associa¢do e danos a
substratos enddgenos como proteinas, membranas e material genético (Garcia et al., 2014).

O efeito dos derrames de hidrocarbonetos, tanto crdnicos como subitos, nas aves
marinhas, mamiferos aquéticos, invertebrados e peixes € bastante grave e traumatico,
resultando em mortalidade. As aves marinhas sdo afetadas pela ingestdo de 6leo, enquanto o
contato com o 6leo prejudica seu voo (White et al., 2017). A assimilacdo ou inalacdo dos
hidrocarbonetos afeta drasticamente a salde da vida marinha, causando inflamacg&o dos tratos
digestivos, danos nos rins e no figado. (Krishnamoorthy et al., 2017). Assim, a exposi¢do
crbnica da vida marinha aos HPAs resulta em sua bioacumulacdo em varios 6rgaos e tecidos,
resultando em comprometimento do funcionamento normal do corpo (Peterson et al., 2003).

De acordo com Bolognesi et al. (2006), o dano genético é detectavel em diferentes
espécies indicadoras presentes na area afetada pelo derramamento de éleo muitos anos ap6s o
acidente responsavel pela liberacdo do produto quimico.

Além dos riscos quimicos do ponto de vista puramente fisioldgico, os derramamentos
de 6leo nos oceanos também podem afetar a salde humana do ponto de vista psicologico
(Euzebio et al., 2019). Kwok et al. (2017) documentaram o impacto psicolégico de individuos
envolvidos na limpeza de um derramamento de 6leo no Golfo do México. O estudo mostrou
que os impactos do derramamento, como danos ao ecossistema, interrupgdo das inddstrias
locais, incluindo a pesca, e incerteza sobre os efeitos do 6leo na satde da populacdo causaram
um risco aumentado de eventos psicologicos adversos.

No acidente, ocorrido na costa Nordeste do Brasil no ano de 2019, muitos voluntarios
trabalharam na limpeza das praias atingidas, entre eles pescadores, moradores locais,

estudantes, turistas e atletas. Um estudo realizado no estado de Pernambuco concluiu que a
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venda de pescado teve um impacto negativo significativo, com o aumento do desemprego dos

trabalhadores da industria do turismo (Araujo et al., 2020).

3.4. Biodegradacdo na remocdo de hidrocarbonetos de petrdleo em
ambiente marinho

Os sedimentos marinhos constituem um ambiente complexo, caracterizado por uma
enorme variabilidade nas vias de formacao, caracteristicas fisico-quimicas, organismos vivos e
tipos de contaminac&o. Eles representam um reservatdrio potencial de compostos toxicos, pois
estédo frequentemente sujeitos a insumos antropogénicos (Albarano et al., 2020; Maletic¢ et al.,
2018; Rocchetti et al., 2012).

Em particular, os hidrocarbonetos de petréleo podem ficar presos nos sedimentos por
um longo tempo devido a sua natureza hidrofobica (Pino-Herrera et al., 2017), tornando-se uma
preocupacdo ambiental e um problema de salde publica, pois podem ser liberados dos
sedimentos que podem representar mais de uma fonte primaria de contaminagao (Maleti¢ et al.,
2018; McGenity et al., 2012). Por esses motivos, o tratamento de sedimentos marinhos
contaminados por hidrocarbonetos representa uma necessidade urgente e se tornou um
importante tema de pesquisa (Pino-Herrera et al., 2017).

As técnicas de limpeza de materiais perigosos sao altamente influenciadas por varios
fatores, como contetdo de Gleo e caracteristicas do local do derramamento de 6leo (Xueqing
Zhu et al., 2001). Uma variedade de métodos para controlar derramamentos de 6leo em linhas
costeiras marinhas e ecossistemas de agua doce foi estabelecida, como barragens e barreiras
flutuantes, materiais de coleta de Oleo, vasos de coleta de Oleo, materiais adsorventes,
dispersantes quimicos, surfactantes, degradacéo fisica, biodegradacdo e combustdo de éleo no
local (Li et al., 2016).

Dentre as diferentes alternativas, a biodegradacao por populagdes microbianas capazes
de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono e energia representam uma tecnologia
promissora para remediacdo de sedimentos (Usman et al., 2018; Varjani, 2017; Varjani &
Upasani, 2021). Essas estratégias, ecologicamente corretas e mais econémicas em comparagao
aos processos térmicos ou fisico-quimicos, vém ganhando destaque gracas a uma série de
estudos sobre o comportamento microbiano para a degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo
(Huesemann et al., 2002; Perelo, 2010).

As tecnologias de biorremediacao, por outro lado, tém sido consideradas alternativas
ecologicas promissoras para combater os derramamentos de 0leo, evitando as implicacdes
negativas associadas as técnicas fisico-quimicas, como a introducéo de dispersantes quimicos

ou a queima do 6leo derramado (Almeida et al., 2013; Li et al., 2016; Priya et al., 2016).
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O objetivo da biorremediagdo é transformar substancias toxicas em substancias ndo
toxicas, como dioxido de carbono, agua e acidos graxos, removendo completamente 0s
hidrocarbonetos de petroleo do ambiente afetado e retornando a zona de derramamento de 6leo
afetada as suas condic¢des originais (Xueqing Zhu et al., 2001). A vantagem da biorremediacéo
€ que o produto da quebra é diéxido de carbono, &gua e &cidos graxos de hidrocarbonetos (El
Mahdi et al., 2017). O processo bioldgico é um método alternativo para eliminar toxinas, uma
vez que este procedimento ndo causa efeitos ambientais adversos.

A biorremediacdo pode ser dividida em duas estratégias: bioestimulacéo, adicionando
nutrientes & area afetada para estimular os metabolismos de degradacdo do dleo pela
comunidade microbiana naturalmente presente; e bioaumento onde microrganismos
degradadores de 0leo conhecidos sdo adicionados para aumentar sua abundancia entre a
comunidade microbiana local. Uma combinacdo desses dois métodos provou aumentar a
degradacéo de hidrocarbonetos (Almeida et al., 2013; Nikolopoulou et al., 2013; Perdigdo et
al., 2021).

Os obstaculos associados a biodegradacédo dos hidrocarbonetos surgem em funcéo da
ligacdo desses compostos hidrofébicos as particulas do solo e a solubilidade reduzida em &gua,
resultando em baixa biodisponibilidade para os microrganismos e na consequente paralisacao
do processo (Cortis & Ghezzehei, 2007; Santos et al., 2017; Xu et al., 2018).

Nesse contexto, a utilizacdo de compostos biossurfactantes surge como uma alternativa
ecologica em relacdo aos surfactantes quimicos possuindo muitos atributos desejaveis como:
producdo por microrganismos através de materiais renovaveis; inimeras variedades quimicas,
ampla gama de aplicacGes e compatibilidade com o langcamento no meio ambiente (Karlapudi
et al., 2018; Perfumo et al., 2017; Santos et al., 2016).

3.5. Biossurfactantes

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos com uma por¢do hidrofilica e uma porgéo
hidrofobica, preferencialmente distribuidos por pontes de hidrogénio em interfaces liquidas
com diferentes graus de polaridade, ou seja, interfaces 6leo/agua ou ar/agua (Ostendorf et al.,
2019). As porcdes apolares consistem em cadeias de hidrocarbonetos, enquanto as porcoes
polares s&o idnicas (catidnicas ou anibnicas), ndo idnicas ou anfotéricas. Essas propriedades
permitem que os surfactantes reduzam a tensdo superficial e interfacial e formem
microemulsdes que permitem que os hidrocarbonetos se dissolvam em &gua e vice-versa (Jahan
et al., 2020; Singh et al., 2018).
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Os biossurfactantes sdo geralmente classificados de acordo com sua origem microbiana
e com sua composi¢do quimica (Sobrinho et al., 2013). As principais classes incluem
glicolipidios, lipopeptideo, lipoproteinas, fosfolipideos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados (Bezerra et al., 2018; Ribeiro et al., 2020). A porcéo lipofilica pode ser uma cadeia
de um &cido graxo com 10-18 &tomos de carbono ou mais; ou pode ser uma proteina ou peptideo
com uma elevada proporcdo de aminoacidos contendo cadeias laterais hidrofobicas. A porcéo
hidrofilica pode ser um éster, um grupo hidroxila, um grupo fosfato, um grupo carboxilico, um
carboidrato ou um peptideo/proteina com elevada proporc¢éo de aminoacidos de cadeias laterais
hidrofilicas (Santos et al., 2017).

Uma diversidade de microrganismos, tais como bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, sdo capazes de sintetizar biossurfactantes com diferentes estruturas moleculares
(Santos et al., 2017). Dentre as principais espécies e géneros investigados, destacam-se:
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Arthrobacter, Acinetobacter calcoaceticus,
Candida lipolytica, Candida bombicola, dentre outras (Campos et al., 2015).

Os biossurfactantes séo utilizados em diversos setores devido ao seu papel como agente
espumante. Alguns estudos relataram que os biossurfactantes, como os ramnolipideos, possuem
excelentes propriedades de formagcéo de espuma (Cohen & Exerowa, 2007; Ozdemir & Helvaci,
2014), enquanto outros (por exemplo, soforolipideos e glicolipidios de levedura) possuem
habilidades moderadas de formacdo de espuma. Essas propriedades de formagdo de espuma
podem ser exploradas para reduzir a viscosidade do 6leo. Os biossurfactantes sdo usados como
detergentes na limpeza de tanques de armazenamento de petréleo bruto.

Joshi-Navare et al., (2013) relataram que os soforolipideos produzidos a partir do 6leo
de jatropha por Candida bombicola (ATCC22214) eram capazes de funcionar como um
limpador de manchas. Quando combinados com detergentes, os soforolipideos microbianos
atuam como removedores de manchas fortes devido ao seu alto desempenho de umectacéo,
reduzindo assim o tempo de imersdo necessario durante o processo de lavagem.

Uma analise de lixiviagdo de tecido mostrou que um biossurfactante bruto de
Pseudozyma sp. O NI1108165 consistia em uma combinacdo de trés lipideos manosileritritol
(MEL), juntamente com alguns glicolipidios desconhecidos, e que estes removiam manchas por
fusdo e poderiam ser usados em uma formulacéo de detergente para a roupa (Sajna et al., 2013).
Os biossurfactantes também s&o usados na &rea téxtil, solventes de drogas, pesticidas, na
desidratacdo terciaria de 6leo e em sprays fungicidas para plantas, bem como em varias

superficies bioldgicas.
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A eficiente acgdo dos biossurfactantes pode ser constatada na biorremediacéo conduzida
na limpeza do derramamento de 41 milhdes de litros de petréleo causado pelo navio Exxon
Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989, possibilitando uma aplicabilidade efetiva deste método
no tratamento de futuros derramamentos de 6leo em circunstancias adequadas (Souza et al.,
2014). Sendo assim, a utilizacdo de biossurfactantes surge como alternativa de aumentar a
solubilidade dos compostos hidrofobicos, promovendo a dessor¢do e solubilizacdo de
hidrocarbonetos e facilitando a assimilagédo destes compostos por células microbianas (Sarubbo
etal., 2022).
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4. Materiais e Métodos
4.1].

2,4-Diclorofenol;
2-MetilNaftaleno;
Acetonitrila;

Agitador do tipo Shaker;
Agitador magnético;

Agua destilada (H20);
Autoclave;

Banho termostético;
Biossurfactante A60;
Centrifuga;

Citrato de sodio;

CLAE

Cloreto de célcio;

Cloreto de ferro;

Cloreto de sddio (NaCl);
Eppendorfs;
Espectrofotometro Uv-Vis;
Estufa;

Extrato de levedura;
Fenantreno;

Fluxo Laminar;

Fosfato de sodio bibasico;
Fosfato de sddio monobasico;
Gel de poliacrilamida;
Geladeira;

Glicerol (C3HgO3);
Hexano;

n-Hexadecano (CH3(CH:):4CHs);
Nitrato de amonio;

Oleo mineral lubrificante;

Peptona Bacterioldgica;
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Peroxido de hidrogénio;

Pipetas e ponteiras de pipetas;
Potencidmeto (pHmetro);
Pseudomonas aeruginosa AP029-
GLVIIA;

Sulfato de magnésio;

Tensidmetro SEO Phoenix 150;
Tolueno;

Vidrarias de uso geral (béqueres,
Erlenmeyers, balGes volumétricos,

cadinho, placa de Petri, provetas);
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4.2. Meétodos
4.2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente estudo foi a cepa Pseudomonas aeruginosa
AP029-GLVIIA, proveniente de um pogo de petroleo de Canto do Amaro (Mossor6/RN) e
pertencente a colecdo de culturas do Laboratorio de Engenharia Bioquimica (LEB) da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

4.2.2. Biossurfactante industrial

O biossurfactante industrial utilizado no presente projeto foi cedido pela empresa
Syensgo Oil & Gas Solutions. Assim, por questdo de sigilo comercial 0 mesmo seré citado no
presente estudo como biossurfactante industrial.

4.2.2.1. Caracterizagdo do biossurfactante industrial
4.2.2.1.1. indice de emulsificagio (%)

A capacidade de emulsificacdo do biossurfactante foi investigado usando diferentes
dosagens de cloreto de sédio (0%, 2,0%, 3,5% e 5,0%, m/v), simulando assim condicdes
parecidas com agua marinha, a fim de verificar o comportamento do biossurfactante industrial,
hexadecano, tolueno e éleo de motor como liquidos hidrofébicos. Baseado em Cooper &
Goldenberg (1987) com pequenas modificages, 1,0 mL do biossurfactante (em diferentes
concentragOes) foi adicionado em concentragdes variadas de solugfes salinas em um tubo
contendo 1,0 mL de n-Hexadecano, Tolueno ou 6leo de motor. A mistura foi agitada em vértex
por 2 minutos em alta rotacdo e permaneceu em repouso por determinados tempos de 24, 72,
120 e 240 horas. Os indices de emulsificacdo foram obtidos pela Equacédo (1) conforme Wei et
al. (2005). As analises foram realizadas em triplicatas.

E(%) = ~emsie 4 100 (Eq. 1)

total

Sendo, E: = indice de emulsificagdo apds determinado tempo de analise (%) e Hemuisio = altura
da emulsé&o (cm), Heotal = altura total da solugéo (cm).

4.2.2.1.2. Determinacgéo de tensao superficial

Visando a determinacdo da Concentracdo Micelar Critica (CMC) do biossurfactante,
foram realizadas medicGes semiautomaticas de tensdo superficial através do Goniémetro
DSA100 Drop Shape Analyzer System da Kriss (Hamburgo, Alemanha) pela técnica da gota
pendente, usando como pardmetro a curvatura de uma gota matemaética dada pela equacdo de
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Young-Laplace calculada pelo préprio equipamento. O ensaio foi realizado no Ndcleo de
Ensino e Pesquisa de Petréleo e Gas (NUPEG) da UFRN.

4.2.3.  Experimentos de biodegradacao

Os cultivos foram realizados em frascos de vidro de 250 mL com tampa rosqueével,
sendo realizado um pequeno furo e acoplado um pequeno tubo PVC ligado a um frasco de
polipropileno contendo 10 mL da solucdo de hidréxido de sodio (1,0 M) para a saida de gases
formados durante a biodegradacao e, assim, evitando-se a contaminagdo por microrganismos
do ambiente externo.

Figura 4. 1 - Montagem do experimento

Fonte: Autoria Propria, 2024

A bactéria Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, conservada em glicerol 20%, foi
previamente reativada em caldo nutriente composto por Peptona (5,0 g/L), Extrato de Levedura
(3,0 g/L) e NaCl (5 g/L), tendo seu pH corrigido com solucéo tampéo fosfato de sédio pH 7,0
(Peng et al., 2008). O Erlenmeyer contendo o caldo foi previamente esterilizado em autoclave
a121°C durante 20 minutos. Em seguida, foi realizado um pré-inoculo da solugio estoque para
0 meio e, por fim, os Erlenmeyers foram incubados em incubador rotativo (TE-421, TECNAL)
a 150 rpm e 37°C por 24 h.

Posterior ao crescimento, 0 meio com a bactéria foi centrifugado a 5000 rpm por 5 min
e padronizada com solugédo de agua salina 0,9% (m/v), ate uma absorbéancia de 0,4 em um
comprimento de onda de 600 nm, para serem adicionados aos experimentos em concentracdo
pré-estabelecidas.

Ao microcosmo foi adicionado o caldo Bushnell Haas- BH (150mL) (1,0 g/L de
KH2PO4, 1,0 g/L de K2HPO4, 1,0 g/L de NH4NO3, 0,2 g/L de MgS0a4.7H20, 0,05 g/L de FeCls
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e 0,02 g/L de CaCl,.2H20) previamente esterilizado a 121°C por 20 minutos, o biossurfactante
e os hidrocarbonetos em proporcdes estabelecidas conforme o delineamento experimental que
estd descrito nas Tabelas 4.1 e 4.2, seguida pela inoculacdo com a Pseudomonas aeruginosa
AP029-GLVIIA (1% v/v). Ensaios controle foram realizados com sem a adicdo do
biossurfactante (1) e sem a adi¢do do biossurfactante e do hidrocarboneto (2).

Foi efetuado o acompanhamento da degradacdo, sendo os frascos mantidos com
agitacdo constante (110 + 10 rpm), a uma temperatura de 30 = 2°C, em que a cada tempo de
cultivo (0, 1, 3, 5 e 10 dias). Assim, foi retirado um microcosmo a cada tempo a fim de ser
realizada as analises de acompanhamento da degradacdo e da influéncia de cada variavel
independente (fator) e suas combinagdes.

Conforme mencionado anteriormente, foi realizado um delineamento experimental
composto central com 2 fatores e triplicata no ponto central (22+ 3 PC + 4 Pontos axiais),
totalizando 11 ensaios, para cada hidrocarboneto. Nas Tabelas 4.1 e 4.2 estd descrito,
respetivamente, os niveis reais e codificados das variaveis concentragdo dos hidrocarbonetos
(Fenantreno e 2-Metilnaftaleno) e concentracdo do biossurfactante. Os experimentos foram
realizados de forma aleatoria e a analise dos resultados se deu a partir do programa Statistica
10.0 (Statsoft, USA).

Tabela 4. 1 - Matriz do planejamento CCR para avaliar o efeito da concentracdo do fenantreno

e do biossurfactante industrial na taxa de biodegradacédo do hidrocarboneto

Experimentos Concentracdo de Fenantreno Concentracédo de Biossurfactante

(mg/L) (X1) (9/L) (X2)

1 (7°)* 20,0 (-1) 2,95 (-1)

2 (6°) 20,0 (-1) 17,69 (+1)

3 (89 50,0 (+1) 2,95 (-1)

4 (99 50,0 (+1) 17,69 (+1)

5 (29 13,85 (-a) 10,32 (0)

6 (5°) 56,15 (+o) 10,32 (0)

7 (19 35,0 (0) 0,10 (-a)
8 (3°) 35,0(0) 20,76 (+a)

9 (C) (49) 35,0 (0) 10,32 (0)
10 (C) (10°) 35,0 (0) 10,32 (0)
11 (C) (119 35,0 (0) 10,32 (0)

Fonte: Autoria Propria, 2024
* Ordem da realizagdo dos ensaios

Francisco Bruno Ferreira de Freitas, Marco/ 2024
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Tabela 4. 2 - Matriz do planejamento CCR para avaliar o efeito da concentracdo do 2-MN e do

biossurfactante industrial na taxa de biodegradacdo do hidrocarboneto

Experimentos Concentracéo do 2-Metilnaftaleno | Concentragéo de Biossurfactante

(mg/L) (X1) (9/L) (X2)

1 (39)* 100,0 (-1) 2,95 (-1)
2 (10°) 100,0 (-1) 17,69 (+1)
3(9°) 350,0 (+1) 2,95 (-1)
4 (1°) 350,0 (+1) 17,69 (+1)

5 (6°) 73,75 (-a) 10,32 (0)

6 (8°) 426,25 (+0) 10,32 (0)

7 (119 250,0 (0) 0,10 (-o)
8 (2°) 250,0 (0) 20,76 (+a)

9 (C) (4°) 250,0 (0) 10,32 (0)
10 (C) (59 250,0 (0) 10,32 (0)
11 (C) (7°) 250,0 (0) 10,32 (0)

Fonte: Autoria Propria, 2024
* Ordem da realizacdo dos ensaios

A resposta principal para o delineamento experimental foi a taxa de biodegradacéo, que
foi estimada através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) que permitiu a
quantificacdo da concentracdo de hidrocarboneto ndo degradado. Foram realizadas também o

acompanhamento das analises de pH e crescimento bacteriano.

4.2.3.1. Acompanhamento da degradacéo dos hidrocarbonetos de petrdleo

42311 pH

O acompanhamento do potencial hidrogeniénico (pH) foi verificado em todos os pontos
de cada ensaio utilizando-se o potenciébmetro mPA 210 (Tecnopon, Brasil).

4.2.3.1.2. Crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA

O acompanhamento do crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA foi
realizado a partir da medicdo da densidade dptica da solugdo, sendo retirado do microcosmo, a
cada tempo de analise, 10 mL do meio com a bactéria e sendo centrifugado a 3500 rpm por 5
minutos, posteriormente a parte mais densa que continha as células bacterianas foram
resuspendidas em solucéo salina a 0,9% (m/v), sendo novamente centrifugadas, ao fim da
centrifugacgdo, o sobrenadante foi descartado e adicionado 1,0 mL da solug&o salina nas células

bacterianas. Por fim, essa solu¢do final teve a absorbancia medida utilizando-se o
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espectrofotometro Genesys 10 UV (Thermo Scientific, EUA) no comprimento de onda de 600
nm, comparando-a com uma curva de calibragdo para quantificar o crescimento microbiano
(Apéndice I).

4.2.3.1.3. Taxa de biodegradacdo dos hidrocarbonetos

Para determinar as concentracdes de hidrocarboneto ndo degradados, e a taxa de
biodegradacdo, foi realizado uma extracdo com hexano (1:1 v/v) e cloreto de s6dio (10% m/v
do volume de amostra), para posterior analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE).

Os hidrocarbonetos ndo degradados presentes no extrato foram identificados em sistema
CLAE, modelo Accela (ThermoFisher Scientific, EUA). Este equipamento € composto por um
detector de arranjo de diodos (operado em 278 nm) e uma coluna Shimadzu Shim-pack C18
(Thermo Scientific, EUA) com tamanho de 250 x 4,6 mm. A uma vazdo de 0,6 mL/min e
temperatura de 35°C, uma mistura de acetonitrila (ACN) com &cido acético (1,0%) foi utilizada
como fase movel nas seguintes condi¢bes operacionais: 0%-30% ACN até 10 min, gradiente
30%-100% ACN até 13 min, 100% ACN até 18 min, gradiente 100%-0% ACN até 20 min e
0% ACN até 30 min. As amostras analisadas foram pré-filtradas, anteriormente, com membrana
de 0,22 um e seus resultados foram obtidos apds duas repetigdes. Os hidrocarbonetos em
questdo apresentaram os tempos de retencdo de 22,8 minutos e 22,5 minutos para o fenantreno
e para o 2-MetilNaftaleno, respectivamente.

O potencial de degradacéo foi expresso em termos de uma taxa de biodegradacéo (JOO

et al., 2008) que foi calculada de acordo com a Equacao (2):
Taxa de biodegradacio (%) = (COC_—C")x 100 (Eq. 2)
0

Sendo: Co € a concentracgdo inicial do hidrocarboneto e Cx € a concentracdo no determinado
tempo de analise.
A concentracdo no tempo analisado (Cx) foi encontrada comparando os resultados com

uma curva de calibracdo para quantificar a concentragdo do hidrocarboneto (Apéndice I1 e I11).

4.2.4. Biodegradacgdo da mistura dos hidrocarbonetos

Com o intuito de avaliar a capacidade da cepa em degradar ao mesmo tempo diferentes
hidrocarbonetos, apds as degradacdes individuais, foi realizado uma nova degradacdo com a
mistura dos dois hidrocarbonetos na condicdo 6tima, aquela que apresentou uma maior taxa de
biodegradacdo para os dois hidrocarbonetos. Nesse experimento foram analisados apenas a

degradacédo apds 10 dias, sendo realizadas as analises de pH, crescimento bacteriano e taxa de
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biodegradagéo seguindo as metodologias descritas nos itens 4.2.3.1.1, 4.2.3.1.2 e 4.2.3.1.3

respectivamente.

4.25. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicata, ou seja, cada ensaio em
microcosmo foi realizado duas vezes. Os resultados do presente estudo foram representados
graficamente com o auxilio do programa Origin 2024. O teste de Tukey e os testes de média
foram realizados para determinar diferencas significativas nas eficiéncias de degradagdo dos
compostos modelos (p<0,05). O programa Statistica v.10.0 (Statsoft, USA) foi utilizado para
efetuar o teste de Tukey e avaliar o planejamento composto central. O programa Assistat 7.7

(UFCG, Brasil) foi utilizado para ser realizado o teste de média dos resultados encontrados.
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5. Resultados e Discussoes

5.1.1. Indice de Emulsificacéo do biossurfactante industrial
Uma emulsdo é formada quando a fase liquida esta dispersa como goticulas

microscopicas em outra fase liquida continua. Os biossurfactantes podem estabilizar ou
desestabilizar a emulsdo (Banat et al., 2014) e, segundo Santos et al. (2014), nem sempre a
estabilidade desta emulséo estéa associada a baixas tensées superficiais.

Na Figura 5.1, o biossurfactante se mostrou eficaz na estabilizagdo dos sistemas sem
adicdo de NaCl (a), apresentando valores de até 26% para a concentracdo de 147,92 mg/L do
biossurfactante nos tempos de 24 horas e 72 horas, sendo a concentracdo de 147,92 mg/L como
a que apresentou os melhores resultados para trés das quatros concentracdes de sal testadas.
Apenas no tempo de 24 horas, todos o0s testes apresentaram porcentagens de emulsificacdo, em
todas as concentragdes de biossurfactantes testadas assim como para todas as concentracdes de
NaCl avaliadas.

Figura 5. 1 - Indice de emulsificacdo determinado em diferentes instantes: 24, 72, 120 e 240
horas para 0 n-Hexadecano em diferentes concentragdes salinas: a) 0% de NaCl, b) 2,0% de
NaCl, c) 3,5% de NaCl e d) 5,0% de NaCl.
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A concentragdo de 5,0 % de NaCl se mostrou como uma concentragéo alta para o
biossurfactante em questdo, sendo necessaria uma concentracdo de biossurfactante maior
(294,4 mg/L) para 0 mesmo apresentar valores de IE depois das 24 horas. A Figura 5.2 apresenta
os resultados para o indice de emulsificacdo do biossurfactante industrial utilizando o solvente
tolueno em diferentes concentragdes salinas.

Figura 5. 2 - indice de emulsificagio determinado em diferentes instantes: 24, 72, 120 e 240
horas para o tolueno em diferentes concentrac@es salinas: a) 0% de NaCl, b) 2,0% de NaCl, c)
3,5% de NaCl e d) 5,0% de NaCl.
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Fonte: Autoria Propria, 2024

O indice de emulsificacdo para o biossurfactante utilizando o tolueno se comportou de
maneira diferente se comparada utilizando o n-Hexadecano, tendo em vista que apresentou
valores de IE maiores em relagdo ao hidrocarboneto anterior, além de apresentar
comportamento diferente em relacdo as concentracfes de sal estudadas. Enquanto utilizando o
n-Hexadecano, como solvente, apresentou melhores valores para a amostra sem a adi¢éo do sal,
usando o tolueno como solvente, o biossurfactante apresentou melhores valores utilizando
solugdes salinas de 2,0 % de NaCl (b) chegando a valores de 64 % para a concentragao de 29,48

mg/L de biossurfactante no tempo de 24 horas de analise.
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O IE utilizando uma solugdo livre de NaCl (a) apresentou o maior valor para a
concentracdo de 147,92 mg/L (64% para o tempo de 24 horas), ja o teste utilizando solugéo de
3,5 % de NaCl (c) apresentou maior indice de emulsificacdo utilizando uma concentracdo de
58,97 mg/L (64 % para o tempo de 24 horas). A andlise de indice de emulsificacdo apresentou
maior valor para o teste com 5,0% de NaCl (d) utilizando solu¢6es contendo 5,9 mg/L, 17,69
mg/L, 29,48 mg/L e 58,67 mg/L com um resultado igual a 60%.

A Figura 5.3 apresenta os resultados para o indice de emulsificacdo do biossurfactante

industrial utilizando o solvente 6leo mineral lubrificante em diferentes concentragdes salinas.

Figura 5. 3 - Indice de emulsificagio determinado em diferentes instantes: 24, 72, 120 e 240
horas para o 6leo mineral lubrificante em diferentes concentracdes salinas: a) 0% de NaCl, b)
2,0% de NacCl, c) 3,5% de NaCl e d) 5,0% de NaCl.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

A partir da Figura 5.3, pode-se observar, que para a maioria dos testes para as
concentragdes salinas e concentracOes de biossurfactante para o tempo de 24 horas as amostras
analisadas apresentaram indices de emulsificagéo iguais a 60 %, com excecdo da concentracdo

de 58,97 mg/L, utilizando 3,5 % de NaCl, que apresentou para o tempo de 24 horas um valor
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de 44 %. E importante frisar que para a concentracio de 58,97 mg/L, a mesma apresentou 0s
melhores resultados no decorrer das 240 horas para os testes sem a adi¢cdo de NaCl e com adi¢do
de 2,0 % de NaCl, apresentando valores sempre maiores do que 40%.

Segundo a literatura, para que a emulsdo seja considerada eficaz, o indice de
emulsificagdo deve ser superior a 40% (Youssef et al., 2004). Assim, considerando 0s
resultados dos trés solventes utilizados, pode-se perceber que ao utilizar o n-Hexadecano o
biossurfactante utilizado no presente trabalno ndo se mostrou eficaz para emulsionar
hidrocarbonetos com 16 carbonos.

Para o tolueno, sem a adi¢do de NaCl, apenas a concentracdo de 5,9 mg/L para todos os
tempos se mostrou eficaz, apresentando valores iguais ou superiores a 40%. Para a concentragéo
de 2,0% de sal, as concentracdes de 2,95 mg/L, 17,69 mg/L e 29,48 mg/L apresentaram para
todos os tempos de analise valores de emulsificacdo acima de 40%. A concentracdo de 3,5 %
de NaCl apresentou apenas a concentracdo de 2,95 mg/L com valores iguais ou superiores a 40
%, indicando assim a Unica concentracdo capaz de manter o indice de emulsificacdo dentro do
ideal e da eficécia.

Levando em consideracdo o 6leo mineral lubrificante, observa-se que a concentracdo de
17,69 mg/L se mostrou eficaz ao final das 240 horas de andlise, para as concentracdao de 0%,
2,0% e 5,0% de NaCl, enquanto a concentragdo de 58,97 mg/L se mostrou eficaz para as

amostras com adi¢do de 0%, 2,0% e 3,5% de NaCl.

5.1.2. Tensé&o superficial (mN/m)

A Figura 5.4 apresenta o comportamento da tensdo superficial do biossurfactante

industrial em diferentes concentragoes.
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Figura 5. 4 - Tens&o superficial do biossurfactante industrial em diferentes concentragdes.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

A determinacdo das propriedades tensoativas dos surfactantes, como a reducdo da
tensdo superficial e o valor da CMC, sdo os principais fatores na descri¢do dos surfactantes
(Marcelino et al., 2019). Os resultados apresentados na Figura 5.4 mostram a tenséo superficial
das solucdes aquosas do biossurfactante em diferentes concentragdes para 25°C. Na auséncia
do biossurfactante, a tensdo superficial da agua foi de 74,5 mN/m. Entretanto, a tensao
superficial foi reduzida para 31,98 + 0,31 mN/m. Assim, a CMC foi estimada em 29,48 g/L, ou
seja, abaixo dessa concentragdo o biossurfactante encontra-se como mondémeros, ainda
resultando em diminuicdo da tensdo superficial. No entanto, além da CMC, o aumento adicional
da concentracdo de biossurfactante ndo altera a tensao superficial.

Um biossurfactante é considerado promissor quando reduz a tensao superficial do meio
de producédo do biossurfactante para 40 mN/m ou menos (Mulligan, 2004). Pode-se considerar,

entdo, que o biossurfactante utilizado no presente estudo é considerado promissor.

5.2. Degradacao dos hidrocarbonetos de petréleo

No presente estudo foram realizadas as degradagdes dos hidrocarbonetos fenantreno e
2-Metilnaftaleno isolados, realizando as analises de pH, crescimento bacteriano da

Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA e taxa de biodegradacéo.

52.1.  pH

Um fator importante para a atividade de biodegradacdo € o pH, pois 0 mesmo pode

afetar a solubilidade e biodisponibilidade dos poluentes e nutrientes.
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A partir dos resultados de pH dispostos no Apéndice IV, podemos observar que 0s
valores, para a degradacdo dos dois hidrocarbonetos, para 0s onze experimentos em todos 0s
tempos analisados apresentaram valores maiores que 6,3, mostrando assim que 0s experimentos
apresentaram valores de pH proximos a neutralidade, entre 6 e 8, podendo ser explicado pelo
poder tamponante presente no meio utilizado para a degradacdo, favorecendo assim o
crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA no quesito pH do meio, uma vez que
a grande maioria das bactérias importante para a biodegradacdo exibe um crescimento 6timo
em valores de pH neutro ou proximos (Leahy & Colwell, 1990). Observa-se a diminuicdo dos
valores de pH para os experimentos de degradacdo dos dois hidrocarbonetos, possivelmente,
explicado pela geragdo de subprodutos &cidos gerados durante a biodegradacéo, como acidos
piravicos (Vidali, 2001).

Para que sejam realizadas comparagdes foi estudado a degradacdo dos dois
hidrocarbonetos nas 5 concentracfes analisadas, porém, sem a adi¢do do biossurfactante, a fim
de analisar qual a influéncia do biossurfactante no valor de pH (Apéndice V).

Observa-se que ao final dos 10 dias de degradacdo os valores de pH ficaram abaixo de
7,0, pH inicial para o sistema, demonstrando a formacdo de subprodutos acidos, mesmo em
baixas concentragdes, corroborando com os resultados de pH, presentes no apéndice 1V 0s
valores foram maiores que 6,5.

Na presenca do biossurfactante ocorreu um aumento no valor do pH ao final dos 10 dias
da degradacdo, enquanto sem a presenca do dispersante industrial os valores de pH se
mantiveram menores do que o pH inicial do sistema. Observa-se também que ao final dos 10
dias de degradacdo ndo ocorreu diferenca estatistica significativa entre os experimentos

estudados.

5.2.2. Crescimento bacteriano da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA

A Figura 5.5 apresenta o resultado para a analise de crescimento da Pseudomonas
aeruginosa AP029-GLVIIA para os 11 experimentos durante os 10 dias de degradacdo do

fenantreno.
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Figura 5. 5 - Valores de crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA paraos 11

experimentos durante os 10 dias de degradacéo do fenantreno na presenca do biossurfactante.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Na Figura 5.5 0 experimento 4, ao final dos 10 dias de degradacéo, apresentou um maior
crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, com 33,81 g¢/L, seguido do
experimento 8 que apresentou um crescimento de 29,14 g/L, enquanto 0s experimentos 3 e 7
apresentaram um menor crescimento da bactéria em questdo, 4,73 e 2,48 g/L respectivamente.
Analisando esses resultados observa-se que o0s experimentos com a maior adicdo do
biossurfactante industrial (20,76 g/L e 17,69 g/L) apresentaram um maior crescimento da
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, enguanto os experimentos com a menor adi¢cdo do
biossurfactante (2,95 g/L e 0,10 g/L) apresentaram um menor crescimento.

O maior crescimento da bactéria em decorréncia de uma concentragdo de
biossurfactante alta, pode ser explicado, pois, o dispersante utilizado no presente projeto se trata
de material glicolipidios. Assim, além de auxiliar na dispersdo e solubilizagdo do
hidrocarboneto, poderia também atuar como fonte de carbono para o crescimento da bactéria,

auxiliando assim, na aceleracdo da degradacgéo do fenantreno.
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Analisando ainda os dados da Figura 5.5, é possivel observar que o crescimento da
bactéria, para todos os 11 experimentos, iniciou de maneira lenta, iniciando para todos os
experimento com 0,4563 g/L e no tempo de 1 dia de degradacdo a maior concentracdo da
bactéria foi para o experimento 10 com 1,09 g/L. Ao fim dos 3 dias de degradacéo, a bactéria
continuou crescendo, sendo para alguns experimentos (1, 2, 4, 5, 6 e 8) tendo um crescimento
mais acelerado, enquanto para o restante dos experimentos (3, 7, 9, 10 e 11) o crescimento da
bactéria entre o tempo 1 e 3 ocorreu de maneira mais lenta, porém, positiva.

Em comparacdo com os experimentos dos pontos centrais (9, 10 e 11), pode-se observar
que o crescimento da Pseudomonas apresentou ao final de 10 dias uma concentragéo variando
de 5,07 g/L para o experimento 10 a 8,39 g/L para o experimento 11. Esses resultados
apresentaram semelhanca com os resultados encontrados para o experimento 3 e 0 experimento
7, ambos sendo 0s experimentos com as menores concentracdes de biossurfactante adicionados.

Como controle foi realizado a degradacéo do fenantreno na auséncia do biossurfactante,
para se determinar se o crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA é favorecido
pela adi¢do do biossurfactante. Os resultados para a degradacédo do fenantreno sem a adicao do

biossurfactante industrial estdo descritos na Figura 5.6.

Figura 5. 6 - Valores de crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA para as 5

concentracdes de fenantreno estudadas sem a adicdo do biossurfactante, durante os 10 dias de

degradacéo.
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*Valores seguidos pela mesma letra mailscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra mindscula dentro do mesmo experimento nao apresentam

diferenca estatistica entre si.
Fonte: Autoria Propria, 2024.

Ao fim dos 10 dias de degradacdo, observou-se que o crescimento para as cinco
concentragOes apresentou diferenca estatistica, variando de 0,76 g/L, para a concentragdo de
56,15 mg/L de fenantreno, a 0,88 g/L para a concentracdo de 20 mg/L de fenantreno.

Conforme Figura 5.6, pode-se observar que em comparacdo com o crescimento da
bactéria apresentado na Figura 5.5, os experimentos sem a adi¢cdo do biossurfactante industrial
nao proporcionaram um crescimento relativamente grande, tendo o seu maior crescimento para
a concentracdo de 20 mg/L de fenantreno (1,03 g/L) para o tempo de 5 dias de degradacéo.
Pode-se observar que até a concentracao de 35 mg/L de fenantreno, a Pseudomonas aeruginosa
AP029-GLVIIA conseguiu se desenvolver, obtendo um crescimento positivo até o quinto dia
de degradacéo, em comparacgéo concentragdes mais altas de fenantreno, como 50 mg/L e 56,15
mg/L. A partir do terceiro dia de experimento, a bactéria ndo conseguiu se desenvolver
apresentando uma diminuicdo no seu crescimento. Logo, altas concentrac6es do hidrocarboneto
degradado podem atuar como um inibidor para o crescimento da Pseudomonas aeruginosa
AP029-GLVIIA, caso ndo apresente um componente que favorega o seu crescimento agindo
como uma segunda fonte de carbono, como o biossurfactante. E importante destacar que a
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA produz ramnolipideos, assim, justificando seu
crescimento na auséncia do biossurfactante industrial, além do ramnolipideo produzido auxiliar
0 contato do fenantreno com a célula para a biodegradacao.

A Figura 5.7 apresenta o resultado para a analise de crescimento da Pseudomonas
aeruginosa AP029-GLVIIA para os 11 experimentos durante os 10 dias de degradacdo do 2-
MN.
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Figura 5. 7 - Valores de crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA paraos 11
experimentos durante os 10 dias de degradacdo do 2-MN na presenca do biossurfactante.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

A partir da Figura 5.7, é observado um crescimento da bactéria em semelhanca com o
crescimento durante a degradacdo do fenantreno (Figura 5.5), apresentando para 0s
experimentos com as maiores concentragdes de biossurfactante (exp. 4, 8 e 2), um maior
crescimento da bactéria degradadora e um menor crescimento para 0s experimentos com
menores concentracdes de surfactante adicionado (exp. 1, 3 e 7).

Porém, é importante destacar que durante a degradacao do 2-MN todos os experimentos,
com excecdo do experimento, ao final dos dez dias de estudo, apresentaram maiores
concentracdes de crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029, em compara¢do com 0s
experimentos utilizando o fenantreno como fonte de carbono, esses resultados podem ocasionar
em uma possivel maior degradacéo e eliminagdo mais eficiente do hidrocarboneto 2-MN.

Esse maior crescimento da bactéria durante a degradacdo do 2-MN, em relacdo ao
fenantreno é explicado pela menor quantidade de anéis aromaticos na estrutura do 2-MN,

tornando-o mais propicio a biodegradacao e consumo pela bacteéria.
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Os resultados para o crescimento da Pseudomonas aeruginosa durante a degradagao do
2-MN sem a adi¢édo do biossurfactante estdo dispostos na Figura 5.8.

Figura 5. 8 - Valores de crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA para as 5

concentragOes do 2-MN estudadas sem a adi¢cdo do biossurfactante, durante os 10 dias de

degradacéo.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

Ao final dos dez dias de degradacdo, sem a presenca do biossurfactante, ndo houve um
crescimento relativamente grande da bactéria estudada, apresentado maior crescimento para a
concentracdo de 426,25 mg/L no dia 1 de degradacdo. Observa-se que para a degradacao do 2-
MN sem adi¢do do biossurfactante, a Pseudomonas obteve um maior crescimento em todas as
concentracdo testadas para o primeiro dia de degradagdo, a partir desse dia, ocorreu uma
diminuicdo no crescimento, onde para as concentracdo de 73,75 mg/L e 250,0 mg/L essa

diminuigdo do crescimento continuou até o final dos 10 dias de analise.

5.2.3. Taxa de Biodegradacéo dos hidrocarbonetos

A Figura 5.9 apresenta o resultado da taxa de biodegradacédo para os 11 experimentos
durante os 10 dias de degradacédo do fenantreno.
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Figura 5. 9 - Taxa de Biodegradacdo do fenantreno para os 11 experimentos durante os 10 dias
de degradacéo na presenca do biossurfactante.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

*Valores seguidos pela mesma letra mailscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra minuscula dentro do mesmo experimento néo apresentam

diferenga estatistica entre si.

A partir dos dados apresentados na Figura 5.9, pode-se constatar que a taxa de
biodegradacdo apresentou aumento significativo entre os trés tempos estudados (3, 5 e 10 dias)
para 7 dos 11 experimentos, sendo que os experimentos 6, 10 e 11 s apresentaram diferenca
significativa para o tempo de 10 dias. O experimento 7, que contém uma concentracdo de
fenantreno e biossurfactante de 35,0 mg/L e 0,10 g/L respectivamente, foi o Gnico que nédo
apresentou uma taxa de degradacdo no tempo 10 maior que os demais. A partir do tempo de 5
dias de degradacdo, a bactéria ndo conseguiu degradar de maneira positiva, possivelmente
explicada pela pouca concentracdo adicionada de biossurfactante, tendo em vista que o
biossurfactante ira agir na dispersao desse hidrocarboneto, deixando-o biodisponivel para o
consumo da bactéria.

Como foi discutido e apresentado na Figura 5.5, o0 experimento 7 apresentou 0 menor
crescimento da bactéria em questdo, por apresentar esse resultado, era esperado que 0 mesmo
apresentasse ao fim dos 10 dias de degradacao os menores valores para a degradagéo e consumo
do fenantreno. Outro fator que desfavorece o crescimento acentuado da bactéria e,

consequentemente, diminui os valores da taxa de biodegradacdo para o experimento 7, € a baixa
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concentracdo de biossurfactante. Porém, pelo fato de que a bactéria dispde de fonte de carbono
mais facil para o seu crescimento, ou seja, como basicamente a Unica fonte de carbono existente
no microcosmo é o fenantreno, a Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA apresenta
dificuldade em metabolizar o hidrocarboneto aromatico e usa-lo com eficiéncia para o seu
consumo e crescimento.

Com o intuito de analisar quais fatores (varidveis independentes estudadas) apresentam
influéncia na varidvel dependente (taxa de biodegradacédo), foi realizada uma anéalise no
planejamento composto central, onde os resultados para o tempo de 10 dias relativos a cada

experimento e suas variaveis estdo descritas na Tabela 5.1.

Tabela 5. 1 - Resultados da taxa de biodegradacéo do fenantreno, em condicdes experimentais

de acordo com a matriz do planejamento composto central.

_ Concentracéo de _Concentragéo de Taxa de
Experimentos | Fenantreno (mg/L) | Biossurfactante (g/L) Biodegradacio (%)
(X1) (X2)
1 20,0 (-1) 2,95 (-1) 45,37%
2 20,0 (-1) 17,69 (+1) 57,65%
3 50,0 (+1) 2,95 (-1) 23,19°
4 50,0 (+1) 17,69 (+1) 66,81°
5 13,85 (-a) 10,32 (0) 54,08
6 56,15 (+0) 10,32 (0) 48,73%
7 35,0 (0) 0,10 (-a) 22,199
5 35,0 (0) 20,76 (+a) 61,43
9(C) 35,0 (0) 10,32 (0) 49,98%
10 (C) 35,0 (0) 10,32 (0) 34,21°
11 (C) 35,0 (0) 10,32 (0) 34,47

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula, na vertical, ndo apresentam diferenga estatistica entre si
Fonte: Autoria Propria, 2024

Como ja descrito na Figura 5.9 e na Tabela 5.1, ao final dos 10 dias de degradacéo, o
experimento 4 apresentou uma maior taxa de biodegradacdo do fenantreno (66,81%), seguido
pelo experimento 8 (61,43%), ndo apresentando diferenca estatistica significativa. Os dois
experimentos que apresentaram as maiores degradacdes do hidrocarboneto sdo os que
apresentaram as maiores concentracdes de biossurfactantes adicionados (17,69 g/L e 20,76 g/L,
respectivamente), sugerindo assim uma influéncia na adig&o do dispersante industrial.

Pode-se relacionar também os experimentos 4 e 8, 0s que apresentaram ao final dos 10

dias de degradacdo, a um maior crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA,
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proporcionando assim uma maior taxa de degradacdo, tendo em vista, que quanto maior a
quantidade de microrganismos presentes maior serd a biodegradacdo do hidrocarboneto,
favorecendo assim o controle ambiental naquele microcosmo.

Ap0s a analise dos dados do planejamento fatorial foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) para verificar se 0 modelo proposto para a taxa de degradacdo possuia significancia
estatistica. propostos. A Tabela 5.2 apresenta os dados da analise de variancia (ANOVA), e a

Equacao (3) apresenta o modelo encontrado para a taxa de biodegradacéo.

Tabela 5. 2 - Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento fatorial para a degradacéo do

fenantreno.

F. Variacdo GL SQ MQ F sign. F pred.
Regressao 5 2084,618 416,9236 12,06* 0,04**

Residuo 5 172,888 34,5776 - -

F. Ajuste 3 9,573 3,191 - -

Erro Puro 2 163,345 81,6725 - -

Total 10 2257,506 - - -

R? 0,92

G.L — Grau de liberdade; SQ — Soma dos Quadrados; MQ- Média dos Quadrados. F s5) = 5,05; F@2) = 19,16.
Fonte: Autoria Propria, 2024

Taxa de Biodegradac&o do Fenantreno (%) = 39,54 — 5,15X1™ + 12, 71X + 27,94X2 +
3,00X2? + 15,67X1Xz (Eq. 3)

** X1 — Concentracdo de Fenantreno (mg/L); X, — Concentracdo do biossurfactante (g/L); X1Xz — Interacdo entre

a concentracdo de Fenantreno e a concentragdo do biossurfactante.

Com os dados presentes na Tabela 5.2 e na Equacdo (3), é possivel avaliar que o modelo
apresentado é significativo (F* > 1) e preditivo (F**< 1). Pode-se observar também que o
modelo em estudo conseguiu um valor de R? de 0,92, ou seja, o0 modelo proposto de
biodegradacdo consegue explicar cerca de 92% dos resultados, resultado este bastante
satisfatorio.

E possivel observar, também, que a variavel concentracio de biossurfactante apresenta
maior influéncia na taxa de biodegradacdo em comparacdo a varidavel concentracdo do
fenantreno. A Equacdo (3) apresenta 0 modelo encontrado para a taxa de biodegradacéo, com
esses dados, é possivel analisar que apenas o termo linear para a variavel biossurfactante
apresentou-se como significativo no sistema. A variavel concentracdo de fenantreno apresentou

sinal negativo, demonstrando que essa variavel atua de maneira negativa no sistema, ou seja,
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quanto maior a concentracdo dessa variavel menor seré a taxa de biodegradagdo gerada pela
Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA, sem a adi¢do do biossurfactante. Esse resultado
pode ser comprovado observando os valores de degradagdo do experimento 7, onde, a partir do
tempo de 5 dias de degradacdo a bactéria ndo conseguiu degradar de maneira eficiente, tornando
assim a taxa de biodegradagdo no tempo de 10 dias menor que nos outros tempos de analise.

A variavel concentracdo de biossurfactante apresenta sinais positivos, demonstrando
que a sua adicdo favorece a degradacdo do hidrocarboneto, sendo a Unica variavel, a apresentar
significancia no modelo da biodegradacdo do hidrocarboneto. Esses resultados eram esperados
tendo em vista que o biossurfactante como j& apresentado nos resultados anteriores, auxiliam

no crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP026, atuando como fonte de carbono, além de
favorecer a dispersdo e aumento da solubilidade do HPA no meio reativo.

Para ilustrar os efeitos das variaveis na biodegradacao do hidrocarboneto fenantreno, as

Figuras 5.10 e 5.11 apresentam a superficie de resposta e a curva de contorno do modelo,
respectivamente.

Figura 5. 10 - Superficie de resposta para a taxa de biodegradacdo do fenantreno em funcéo
das variaveis concentracdo de fenantreno e concentracao de biossurfactante.
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Figura 5. 11 - Curvas de contorno para a taxa de biodegradacéo do fenantreno em funcéo das

variaveis concentracdo de fenantreno e concentragdo de biossurfactante.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 5.10 e 5.11, pode-se entdo constatar
que as faixas de valores de intervalo de concentracdo de dispersante (g/L) na regido 6tima estao
compreendidas entre 16 g/L a 22 g/L.

A Figura 5.12 apresenta os resultados da taxa de biodegradacdo do fenantreno, nas
concentracdes estudadas no planejamento experimental, sem a presenca do biossurfactante
industrial.

Figura 5. 12 - Taxa de biodegradacédo para as 5 concentracfes de fenantreno estudadas sem a

adicdo do biossurfactante, durante os 10 dias de degradacéo.
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*Valores seguidos pela mesma letra mailscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra mindscula dentro do mesmo experimento nao apresentam
diferenca estatistica entre si.

Fonte: Autoria Propria, 2024.

Os resultados apresentados demonstram a importancia e influéncia da adicdo do
biossurfactante, em que, sem a adi¢do do biossurfactante, a maior taxa de biodegradacédo
apresentada foi de 28,58% para a concentracdo de 50 mg/L de fenantreno. Observa que as trés
primeiras concentracOes estudadas apresentaram um declinio em sua taxa de biodegradacao no
decorrer dos dez dias de estudo, podendo ser explicada, pois, como a Unica fonte de carbono
disponivel para as Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA era o hidrocarboneto adicionado,
ao adicionar concentracdes baixas desse HPA, ndo foi possivel o seu consumo e
consequentemente nao foi possivel a sua biodegradacéo.

Os resultados para a taxa de biodegradacdo do 2-MN na presenca do biossurfactante,

estdo apresentados na figura 5.13

Figura 5. 13 - Taxa de Biodegradacgdo do 2-MN para os 11 experimentos durante os 10 dias de

degradacéo na presenca do biossurfactante.
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*Valores seguidos pela mesma letra mailUscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra minascula dentro do mesmo experimento néo apresentam

diferenca estatistica entre si.

Fonte: Autoria Propria, 2024.
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A degradacdo do 2-MN, apresentou valores, ao final dos dez dias de anélise, variando
de 44,40 % para 0 experimento 7 a 97,22 % para 0 experimento 8, observa-se uma semelhanca
na degradacdo do hidrocarboneto em questdo, em relagdo ao hidrocarboneto anterior
(fenantreno), onde o0s experimentos com maiores concentracbes do biossurfactante
apresentaram maiores degradacdes (exp. 2, 4 e 8). Ja os experimentos com menor adi¢cdo do
biossurfactante ndo apresentaram uma degradacgdo relativamente satisfatoria (exp. 1,3 6 e 7),
evidenciando assim a importancia da adi¢do do dispersante e como este pode favorecer a taxa
de biodegradacéo.

Observa-se também que a taxa de biodegradacdo esta correlacionada ao crescimento
bactéria, onde 0s experimentos com os maiores crescimento da Pseudomonas apresentaram as
maiores taxas de degradacdo. E importante destacar que o aumento da taxa de biodegradac&o
em todos os experimentos foi positiva, ocorrendo aumento graduados ao passar dos tempos de
andlise, resultando assim em resultados positivos para a pesquisa.

Com o intuito de analisar quais fatores (varidveis independentes estudadas) apresentam
influéncia na varidvel dependente (taxa de biodegradacédo), foi realizada uma anéalise no
planejamento composto central, onde os resultados para o tempo de 10 dias relativos a cada

experimento e suas variaveis estdo descritas na Tabela 5.3.

Tabela 5. 3 - Resultados da taxa de biodegradacdo do 2-MN, em condi¢des experimentais de

acordo com a matriz do planejamento composto central.

. Concentracéao de _Concentragéo de Taxa de
Experimentos 2-MN (mg/L) (X1) Blossurfz?)c(tza)mte (9/L) Biodegradacéo (%)
1 100,0 (-1) 2,95 (-1) 51,89¢
2 100,0 (-1) 17,69 (+1) 89,8"
3 350,0 (+1) 2,95 (-1) 35,379
4 350,0 (+1) 17,69 (+1) 95,922
5 73,75 (-a) 10,32 (0) 72,391
6 426,25 (+a) 10,32 (0) 53,16°
! 250,0 (0) 0,10 (-a1) 44,401
8 250,0 (0) 20,76 (+0) 97,222
9(C) 250,0 (0) 10,32 (0) 81,49°
10 (C) 250,0 (0) 10,32 (0) 80,35¢
11 (C) 250,0 (0) 10,32 (0) 79,63°

*Valores seguidos pela mesma letra mindscula, na vertical, ndo apresentam diferenga estatistica entre si
Fonte: Autoria Propria, 2024

42
Francisco Bruno Ferreira de Freitas, Marco/ 2024



Capitulo 5: Resultados e Discussdes

A partir da Tabela 5.3, é possivel confirmar o que ja foi apresentado na Figura 5.13,
observando que estatisticamente falando os experimentos 4 e 8 ndo apresentaram estatistica nos
seus resultados, sendo justamente os dois experimentos com as maiores adi¢bes do
biossurfactante, apresentando também valores do 2-MN considerados altos de 350 mg/L e 250
mg/L, respectivamente. Os experimentos 1 e 6 também ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles. E importante frisar e destacar que os experimentos considerados pontos
centrais (9,10 e 11) apresentaram valores variando de 79,63% para o experimento 11 a 81,49%
para 0 experimento 9, porém néo foi apresentado diferenca estatistica, observando entdo que
para 0 2-MN a repetigdo no ponto central apresenta semelhanca entre eles.

Ap06s a analise dos dados do planejamento fatorial, foi realizada uma analise de variancia
(ANOVA) para verificar se 0 modelo proposto para a taxa de degradacdo possuia significancia
estatistica. propostos. A Tabela 5.4 apresenta os dados da analise de variancia (ANOVA), e a

Equacéo (4) apresenta 0 modelo encontrado para a taxa de biodegradacéo.

Tabela 5. 4 - Andlise de variancia (ANOVA) do planejamento fatorial para a degradacdo do 2-
MN.

F. Variagdo GL SQ MQ F sign. F pred.
Regressio 5 4269,64 853,928 42,15* 28,94"°
Residuo 5 101,882 20,2596 - -
F. Ajuste 3 99,589 33,1797 - -
Erro Puro 2 2,293 1,1465 - -
Total 10 4370,938 - - -
R? 0,98

G.L — Grau de liberdade; SQ — Soma dos Quadrados; MQ- Média dos Quadrados. Fss = 5,05; Fi2) = 19,16.
Fonte: Autoria Propria, 2024

Taxa de Biodegradacéo do Fenantreno (%) = 81,52 — 5,93*X1 — 17,65*X12 + 42,30*X2 —
9,48*X2? + 9,93*X1X> (Eq. 4)

** X1 — Concentracdo de Fenantreno (mg/L); X, — Concentracdo do biossurfactante (g/L); X1Xz — Interacdo entre
a concentracao de Fenantreno e a concentragdo do biossurfactante.

A partir da anélise da Tabela 5.4, constata-se que o modelo proposto para a degradagéo
do 2-MN apresentou significancia estatistica (F* > 1), porém, ndo se apresentou como preditivo
(F**> 1), apresentando uma falta de ajuste consideravel. Com esse resultado, pode-se perceber

gue o possivelmente esse modelo mostrado ndo se apresenta como o melhor para descrever o
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comportamento e, consequentemente, a taxa de biodegradacao desse hidrocarboneto em relagao
as concentracgdes de 2-MN e do biossurfactante.
Ainda analisando a Tabela 5.4, 0 R? apresentado € de 0,98, ou seja, 98 % dos resultados
sdo explicados pelo modelo apresentado. A partir da equacdo 4, observa-se que todas as
variaveis estudadas apresentam influéncia na resposta, taxa de biodegradacao, seja ela uma
influéncia positiva, como a varidvel concentracao de biossurfactante e a interacdo entre as duas
variaveis independentes, como também pode sofrer uma influéncia negativa, como no caso da
variavel concentracdo de 2-MN. Cono ja relatado anteriormente, essa influéncia negativa da
variavel hidrocarboneto, nos diz que quanto maior a sua concentragdo menor serd a taxa de
biodegradagéo. Enquanto a influéncia positiva da concentra¢éo de biossurfactante mostra que
guanto maior a sua concentracdo, maior sera a taxa de biodegradacdo, e quando ocorre a
interacdo entre as duas variaveis, o sistema é influenciado positivamente, tendo em vista que a
influéncia da concentracdo de biossurfactante é maior.
Para ilustrar os efeitos das variaveis na biodegradacdo do hidrocarboneto 2-MN, as
Figuras 5.14 e 5.15 apresentam a superficie de resposta e a curva de contorno do modelo,

respectivamente.

Figura 5. 14 - Superficie de resposta para a taxa de biodegradacdo do 2-MN em funcédo das
variaveis concentracdo de 2-MN e concentragdo de biossurfactante.
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Figura 5. 15 - Curvas de contorno para a taxa de biodegradagdo do 2-MN em funcéo das
variaveis concentracdo de 2-MN e concentragdo de biossurfactante
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Fonte: Autoria Propria, 2024

Analisando as Figuras, 5.14 e 5.15, tem-se a confirmacdo do que foi apresentado no
modelo proposto na equacdo 4, onde quanto maior a concentracdo do 2-MN menor sera a
resposta encontrada e quanto maior for a concentracdo do biossurfactante maior sera o valor da
resposta desejada. Observa também que a taxa 6tima do dispersante estudado para esse sistema
édel16g/La22qg/L.

A Figura 5.16 apresenta os resultados da taxa de biodegradacdo 2-MN, nas
concentracdes estudadas no planejamento experimental, sem a presenca do biossurfactante
industrial.
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Figura 5. 16 - Taxa de biodegradacéo para as 5 concentragdes do 2-MN estudadas sem a adicéo
do biossurfactante, durante os 10 dias de degradagé&o.
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Fonte: Autoria Propria, 2024.

De acordo com a Figura 5.16, observa que sem a adi¢cdo do biossurfactante, a taxa de
biodegradacdo apresenta uma diminuigdo em comparacdo aos resultados com a adicdo do
dispersante (Figura 5.13), apresentado valores variando de 10,82% para a concentracdo de
426,25 mg/L a 38,80% para a concentracdo de 100,0 mg/L. Com isso, tem-se que ao aumentar
a concentracdo de 2-MN a bactéria ndo é capaz de degradar de forma eficiente, tendo em vista
que as duas maiores concentracdes testadas apresentam as menores taxas de biodegradacéo,
enquanto as duas menores concentra¢des apresentaram as maiores taxas. Observa-se que 2-MN
pode agir como um composto téxico, até mesmo, para a bactéria, além de ndo estd 100%
biodisponivel para o seu crescimento e consumo. Martirani-Von Abercorn et al., 2016,
constataram em seu trabalho que o 2-MN apresentou também efeitos toxicos sobre as
comunidades bactérias testadas, diminuindo cerca de 3 vezes se comparada com a amostra
controle.

Mesmo apresentando esses resultados, o consumo e degradagdo desse hidrocarboneto

ao passar dos dias de analise se mostrou positivo. Se compararmos com os resultados
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apresentados para a degradacgéo do fenantreno sem a adi¢éo do dispersante, podemos notar que
a bactéria conseguiu maior eficiéncia na biodegradacdo do 2-MN do que o fenantreno, sem a
adicdo do biossurfactante. Isso pode ser explicado, pois a cadeia aromatica do 2-MN é menor,

em comparacédo a do fenantreno, entdo esse resultado ja era esperado.

5.3. Degradacdo da mistura dos hidrocarbonetos de petroleo

Com a finalidade de simular uma amostra real, tendo em vista que esses hidrocarbonetos
se encontram misturados em ambientes contaminados pelo derramamento de petréleo foi
realizado a biodegradacdo da mistura dos dois hidrocarbonetos nas concentracGes do
experimento 4, ou seja, foram misturados 50,0 mg/L do fenantreno e 350,0 mg/L do 2-MN,
além de ocorrer a adicdo de 17,69 g/L do biossurfactante industrial. Os resultados das analises

estdo dispostos na Tabela 5.5.

Tabela 5. 5 - Resultados das analises da degradacdo da mistura dos hidrocarbonetos de petrdleo

Parametros Resultados

pH 6,04 £ 0,63

Crescimento da P. aeruginosa (g/L) 44,95 + 0,07
Taxa de degradacdo do fenantreno (%) 11,12 £1,93
Taxa de degradacédo do 2-MN (%) 82,95+ 1,32

Fonte: Autoria Propria, 2024.

Observa-se que o valor de pH apresentou valor de 6,04, considerado proximo a
neutralidade, apresentado assim a possivel formacdo de éacidos durante a degradacdo dos
hidrocarbonetos. Esse valor proximo a neutralidade se deve a utilizacdo de um meio tamponante
para a degradacdo do contaminante tornando-se essencial para o crescimento da bactéria
estudada.

A Pseudomonas aeruginosa se mostrou capaz de crescer positivamente ao final dos dez
dias, apresentando valor de 44,95 g/L, demostrando que ela foi capaz de desenvolver e crescer,
utilizando tanto o biossurfactante quanto os hidrocarbonetos para a sua fonte de carbono. Se
compararmos com a crescimento da bactéria apresentada durante a degradacdo dos dois
hidrocarbonetos isolados, figuras 5.5 e 5.7, podemos observar que durante a degradagéo da
mistura a bactéria apresentou um crescimento alto em relacdo a degradacdo do fenantreno,
porém em comparacéo a degradacdo do 2-MN a bactéria apresentou resultados menores. Com
isso percebe-se que durante a mistura dos dois hidrocarbonetos a P.aeruginosa, obteve certas
dificuldades para o seu crescimento.

A bactéria mesmo apresentando valor de crescimento alto, apresentou certa dificuldade

em degradar o fenantreno, degradando apenas 11,12% do contaminante, enquanto o 2-MN a
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mesma foi capaz de degradar 82,95%, sendo assim mais eficaz na degradacéo do aromatico que
apresenta dos anéis na sua composi¢do. Esse resultado pode ser um fator que influenciou uma
maior degradacéo do 2-MN e uma menor degradacdo do fenantreno, como o 2-MN apresenta
uma cadeia aromatica menor, a bactéria conseguiu metabolizar melhor o hidrocarboneto invés
de degradar o fenantreno. Porém, é importante frisar que a bactéria foi capaz de degradar de
maneira promissora os dois hidrocarbonetos, na presenga do biossurfactante, em apenas dez
dias de degradacdo. Possivelmente, ao passar dos dias de biodegradacéo, a bactéria completaria

a degradacdo do 2-MN e iria continuar degradando o fenantreno.
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6. Conclusodes

O biossurfactante industrial utilizado no presente trabalho apresenta caracteristicas de
extrema importancia para o processo de biodegradacdo. O biossurfactante estudado mostrou
otimos resultados de indice de emulsificagdo para hidrocarbonetos e 6leo lubrificante,
apresentando resultados acima de 40% de emulsificacéo para diferentes concentrac6es de NaCl
adicionados, em concentracdes de biossurfactantes pequenas.

E possivel constatar com os resultados, que o crescimento da bactéria é influenciado
pela concentracdo do biossurfactante, demonstrando que além do mesmo favorecer a
solubilidade do hidrocarboneto, favorece o crescimento da Pseudomonas aeruginosa AP029-
GLVIIA, sendo utilizado como fonte de carbono pela mesma, indicando assim, que o
biossurfactante industrial é também consumido pelo microrganismo, sendo assim,
biodegradavel.

A bactéria Pseudomonas aeruginosa AP029-GLVIIA foi capaz de degradar o
fenantreno, sendo possivel degradar até 61,43 %, nas condicGes estudadas. Observa-se também
gue o biossurfactante industrial melhorou a taxa de biodegradacdo, sendo a Unica variavel que
apresentou influéncia significativa na resposta estudada. O modelo apresentado a partir dos
resultados da analise estatistica apresentou 92% dos dados explicados pelo mesmo, sendo
valores de extrema importancia, além de apresentar dados significativos e preditivos. Durante
a degradacdo do 2-MN, a bactéria estudada apresentou melhores resultados, chegando a
degradar cerca de 97,22 % do contaminante, nas condi¢bes estudadas. Novamente, o
biossurfactante melhorou a degradacdo do hidrocarboneto, apresentando a maior influéncia
positiva no modelo. O modelo apresentado para a degradacdo do 2-MN apresentou 98% dos
resultados explicados pelo mesmo, além de apresentar resultados significativos.

Os resultados também demonstram que sem a adi¢éo do biossurfactante € possivel sim,
realizar a degradacdo dos hidrocarbonetos aromaticos, porém ocorre a necessidade de mais dias
e possivelmente uma maior concentragdo de microrganismo.

A bactéria conseguiu degradar a mistura dos hidrocarbonetos aromaticos ao final dos
dez dias, com a adicdo do biossurfactante, apresentando para o 2-MN uma taxa de 82,95% e
para o fenantreno um valor de 11,12%. Ocorre a necessidade de maiores estudos com a
utilizacdo de amostras mais reais, e, possivelmente, uma mistura de microrganismos, tendo em
vista que cada microrganismo produz mecanismos de degradacédo especificos, podendo atingir

e degradar uma gama maior de hidrocarbonetos e poluentes.
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Curva de calibracdo da quantificagdo do crescimento microbiano da Pseudomonas aeruginosa
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APENDICE 11

Curva de calibracdo para quantificar a concentracdo do fenantreno (mg/L)
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APENDICE III

Curva de calibracéo para quantificar a concentragdo do 2-MN (mg/L)
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APENDICE IV

Valores de pH para a degradagdo do Fenantreno (a) e do 2-MN (b) durante os dez dias de
degradacéo na presenca do biossurfactante.
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*Valores seguidos pela mesma letra mailscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra mintscula dentro do mesmo experimento ndo apresentam

diferenca estatistica entre si.
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APENDICE V

Valores de pH para as 5 concentra¢@es do Fenantreno (a) e 2-MN (b) estudadas sem a adi¢do
do biossurfactante, durante os 10 dias de degradacéo
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*Valores seguidos pela mesma letra mailscula entre os experimentos, para cada tempo, ndo apresentam diferenca
estatistica entre si. ** Valores seguidos pela mesma letra mintscula dentro do mesmo experimento ndo apresentam

diferenca estatistica entre si.
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