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RESUMO

O presente trabalho teve como obijetivo investigar a degradag¢ao do querosene de
aviacdo (QAV) movimentado pelo terminal portuario de Suape — PE, por isolados
bacterianos autdctones. Oito linhagens (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 e B8), isoladas de
amostras de solo contaminado por petroderivados, provenientes da regido da Lagoa da
Barra, Suape - PE, e uma linhagem de Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39,
proveniente de colecdo, foram utilizadas. Culturas puras e mistas foram selecionadas
quanto ao seu potencial degradador utilizando-se a técnica do indicador 2,6 Diclorofenol
indofenol através da verificagdo da ocorréncia de oxidagao bioldgica, indicada pela
mudanga na coloragdo do meio de Bushnell-Haas (BH) em frascos de 250mL. As
culturas selecionadas foram aclimatadas em frascos de 500mL por 12 dias em
concentragdes crescentes de QAV variando de 1 a 15%, e utilizando-se a relagao C:N
de 200:1 (bioestimulo N1) e de 50:1 (bioestimulo N2), em meio de BH modificado.
Ensaios de biodegradagdo com 15% de querosene em frascos de 2800mL, foram
realizados, submetendo-se as culturas selecionadas as mesmas condi¢des anteriores,
por 60 dias. A cultura pura B6, e as culturas mistas B6B5, B6B7, B6B4 e B4B5B6B7
foram as selecionadas na etapa inicial. O bioestimulo N2 promoveu uma maior
degradagdo do combustivel pelas culturas puras e mistas do que o bioestimulo N1.
Quanto a avaliagdo da biodegradabilidade, a cultura pura B6 apresentou os maiores
percentuais de redugao dos nove constituintes analisados do querosene. A linhagem de
Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, apresentou grande capacidade adaptativa a
fonte de carbono, podendo ser utilizada como cultura aléctone em estudos de

biodegradabilidade envolvendo bioaumento.
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ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the degradation of jet fuel from Suape Port
Terminal — PE, Brazil, by autochthonous bacterial isolates. Eight isolates from
contaminated soil samples by petroleum derivatives, and a known bacterial strain
Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, were utilized. Pure and mixed cultures were
selected by means of investigations on its degradatives abilities, by utilizing the redox
indicator 2,6 Dichlorophenol indophenol (DCPIP), and observing changes in color of the
mineral Bushnell-Haas medium (BH), that indicates occurrence of biological oxidations.
Selected cultures were acclimated in 500mL flasks containing BH medium containing
two C: N ratio: C:N ratio 200:1 (biostimulation N1) and C:N ratio 50:1 (biostimulation
N2), simultaneously, concentrations of jet fuel were augmented from 1 to 15%, and
cultures were allowed to grow for 12 days in each jet fuel concentration. Biodegradation
assays in flasks (2800mL) were conduced at the same biostimulation conditions
described before, only in 15% jet fuel concentration in BH modified media, by 60 days.
The B6 pure culture and mixed cultures B6B5, B6B7, B6B4 and B4B5B6B7, were
selected on the selection procedure. The N2 biostimulation promoted higher degradation
of the jet fuel by the selected pure and mixed cultures than N1 biostimulation. The
highest degradation values of the nine constituents of jet fuel sample, were observed by
utilizing B6 isolate in N2 biostimulation. Bacterial strain Pseudomonas aeruginosa
DAUFPE 39 demonstrate high adaptation to carbon source, and hence, could be a

successful alochthonous culture in biodegradation studies involving bioaugmentation.



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 1

1. INTRODUCAO

Nas diversas atividades humanas sdo consumidas e produzidas grandes
quantidades de energia. Atividades agricolas, industriais e extrativistas, responsaveis
pela sustentacado e sobrevivéncia das populagdes mundiais, requerem montantes extras
de energia. A maior parte dessa energia é produzida por combustiveis fosseis. Dentre
os combustiveis fosseis, o petréleo é o mais importante por ser o mais amplamente
explorado e utilizado, sendo responsavel pelo sustento tecnolégico da civilizagao.
Embora surjam tecnologias alternativas de utilizagado de recursos renovaveis, como uma
nova perspectiva para a produgcdo de energia, o petrdleo ainda € o recurso que
predomina devido aos fatores econdmicos e politicos, sendo considerado o “esteio da
civilizagao contemporanea” (TIMMIS & PIEPER, 1998).

A contaminagdo de lengdis freaticos, solos, ambientes estuarinos e marinhos
decorrente de atividades petroliferas, devido as falhas inerentes aos processos de
extragao, producgao, transporte e armazenamento de petréleo e de seus derivados, tem
sido uma das maiores preocupagdes da sociedade civil e de 6rgaos governamentais
nas ultimas trés décadas. Devido aos derramamentos acidentais de Oleo cru e
petroderivados, grande quantidade de material recalcitrante se acumula em ambientes
aquaticos, em zonas costeiras e em regides proximas a terminais de transporte e
distribuigdo de combustiveis (OUDOT, 1994; ALEXANDER, 1994).

As diferentes fracbes de derivados de petroleo ocupam posi¢des intermediarias de
recalcitrancia, variando desde os mais biodegradaveis até os moderadamente
recalcitrantes (BARTHA, 1996). O acumulo de petroleo e seus derivados no meio
ambiente tem efeito téxico sobre os seres vivos. Essa toxicidade pode ser avaliada pela
taxa de mortalidade de organismos representativos de importdncia econdmica ou
ecologica (CHAPMAN, 2002; JUVONEM et al, 1999). O efeito toxico do material no
ambiente pode ser minimizado por métodos abioticos (remogéo, separacao, adicao de
surfactantes, decomposi¢do fotoquimica), e por ac¢do bioldgica (biorremediacdo)
(ATLAS 1995a; ATLAS 1995¢).
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A biorremediacdo é uma tecnologia que utiliza microrganismos ou processos
microbianos para degradar contaminantes ambientais, sendo desta forma considerada
uma “solucdo verde” (ATLAS, 1995a; ATLAS, 1998; MAIER, 1999). Embora a
biorremediagao seja vista como uma tecnologia emergente, ha registros da utilizagdo de
microrganismos em processos de descontaminagao e tratamento de dejetos industriais
e municipais de pelo menos cem anos. Os processos de biorremediacdo modernos
diferem dos anteriores basicamente no que diz respeito ao tipo de substancia envolvida
e a matriz onde é feita a biorremediacao. Particularmente, a biorremediagao de petréleo
e de seus derivados, bem como de pesticidas, € uma preocupagao mais recente da
sociedade que reivindica por solugbes rapidas e eficazes. A priori, o resultado da
biorremediagdo vai depender da genética, do metabolismo e da fisiologia dos

microrganismos empregados no processo (ECKENFELDER 1989).

Estatisticas mostram que, no Brasil, atividades como: carga e descarga de
petréleo e derivados, operagdes de lavagem de tanques de navios, tratamentos de 6leo
entre outras, contribuem com 90% da poluicdo por hidrocarbonetos de petréleo.
Acidentes com transporte contribuem com apenas de 5 a 10% da poluigdo, porém, sua
ocorréncia € muito mais danosa ao ambiente, caso ndo seja controlada rapidamente
(VITAL,1992; URURAHY, 1998; URURAHY et al 1998).

Nos ultimos anos, a Petréleo do Brasil S.A. (PETROBRAS), até entdo responsavel
pela producao, refino, transporte, armazenamento e distribuicdo do petréleo no Brasil,
experimenta uma nova realidade no mercado nacional de petréleo. A quebra do
monopolio estatal traz consigo perspectivas de novos empreendimentos, uma
exploracdo de petréleo mais intensa e uma maior produgdo de petroderivados. Por
consequéncia, novas estratégias estardo sendo definidas com o intuito de manter a
competitividade, com exceléncia em gerenciamento ambiental e seguranga operacional
(MENICONI et al, 2002). Com a perspectiva de desenvolver novas tecnologias, quer
seja para aperfeigoar a seguranga na exploragdo e no transporte, quer seja na
mitigacdo dos danos ambientais causados por derrames rotineiros e acidentais, novos

estudos estido sendo desenvolvidos.
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O Terminal Portuario de Suape-PE abriga importantes distribuidoras de
combustiveis de petréleo. O querosene de aviacdo, comercialmente conhecido como
QAV, é hoje o terceiro produto mais movimentado do Terminal (CAVALCANTI, 2002). O
armazenamento e o transporte de QAV podem trazer riscos de contaminagao

ambiental, quer seja no solo, no mar ou em rios.

A contaminagdo do solo e agua por petroderivados tem se tornado uma
preocupacao crescente nas ultimas décadas. A tecnologia de degradagdo desses
poluentes, envolvendo o emprego de microrganismos, constitui uma alternativa
ecologicamente adequada para recuperar locais impactados por atividades petroliferas.
Sendo assim, a avaliacdo da degradabilidade do querosene, armazenado no Terminal
Portuario de Suape, por microrganismos autoctones, bem como a analise da
ecotoxicidade do material biodegradado, sédo investigagdes bastante oportunas para os

tempos atuais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a degradacao do querosene de aviagdo, movimentado pelo Terminal

Portuario de Suape, por isolados bacterianos autdctones.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar linhagens e associagbes microbianas mais promissoras;

o Efetuar ensaios de aclimatacao, em varias concentracées do poluente;

¢ Realizar ensaios de biodegradabilidade com os isolados e consércios selecionados,
variando a relagao carbono/nitrogénio;

e Avaliar a ecotoxicidade do material mais biodegradado.



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 5

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 POLUICAO POR PETROLEO E DERIVADOS

A formacao e origem do petréleo, remonta a era paleozdica, periodo permiano, a
partir de organismos existentes em mares rasos extintos. Em sua grande maioria, o
petroleo e seus derivados sdo formados por uma mistura complexa de compostos
organicos. A maior parte desses compostos sdo hidrocarbonetos cuja composigao
abrange uma complexa variedade de liquidos, gases, n-alcanos, parafinas ramificadas,
parafinas ciclicas, compostos aromaticos e outros compostos organicos que servem
como fonte de carbono para uma grande variedade de microrganismos. A frag&o liquida
total do petréleo € denominada de 6leo cru, a qual é constituida de quatro classes
principais de hidrocarbonetos: saturados, aromaticos, resinas e asfaltenos
(FLOODGATE, 1984; WALTER et al, 1997; GLAZER & NIKAIDO, 1995; ATLAS, 19953,
1995c). A tabela 1 mostra as principais fragdes de petréleo obtidas por destilagao, e

suas respectivas composicoes.

Embora seja de origem biogénica, as caracteristicas do petroleo tém sido
alteradas ao longo dos séculos por processos geologicos. Durante milhares de anos,
estas alteragcées tém concorrido para a evolugdo e adaptacdo de microrganismos,
tornando-os aptos a degradar hidrocarbonetos. Entretanto, a agdo antrépica nos ultimos
dois séculos tem sido responsavel pela aceleracdo da formagao de novos compostos
que sao langados no ambiente, e que, por sua vez, sdo mais recalcitrantes e toxicos
que os compostos de origem (ATLAS & BARTHA, 1972; ATLAS, 1995a; ATLAS,
1995¢).

Derramamentos de oleo tém sido, frequentemente, divulgados pela midia e
relatados através dos trabalhos na area de biorremediagdo (GUPTA et al 1995; CHO et
al, 1997; RUBERTO at al, 2003). O caminho percorrido pela fonte oleosa, sua
dispersao, bem como os danos causados aos ecossistemas, variam de um ambiente

para outro.
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Tabela 1 . Composic¢éo do Petréleo (BAKER & HERSON, 1994)

Produto (fragcéo destilada) Principais componentes

Gas Alcanos de cadeia normal ou
ramificada, com um a cinco atomos de
carbono. Ex. etano, propano, butano

Gasolina Hidrocarbonetos de cadeia normal ou
ramificada, com 6 e 10 atomos de
carbono. Ciclanos e alquilbenzenos
estdo presentes.

Querosene/ 6leo Diesel n.° 1 Hidrocarbonetos com 11 a 12 atomos
de carbono. N-alcanos sao
predominantes, alcanos ramificados,
ciclo-alcanos, aromaticos, e misturas
de ciclanos com aromaticos. Baixos
niveis de benzeno. Poucos
poliaromaticos.

Oleo Diesel leve Hidrocarbonetos com 12 a 18 atomos
de carbono. Percentual de n-alcanos
maior que o do querosene. Ciclanos,
oleofinas, oleofinas aromaticas mistas
estdo presentes.

Oleo Diesel pesado Hidrocarbonetos com 18 a 25 atomos
de carbono

Lubrificantes Hidrocarbonetos com 26 a 28 atomos
de carbono

Compostos policiclicos pesados
Asfalticos

3.1.1 Destino do Petréleo nos Ambientes Aquaticos

Devido ao espalhamento lateral do d6leo, a dificuldade de sua contencdo na
superficie da agua e aos danos causados a biota marinha, maior atengao tem sido dada
a remediacao de ambientes aquaticos. Nestes ambientes, o petrdleo, provoca a morte
de peixes, aves marinhas e outras formas de vida. O 6leo derramado pode permanecer
por mais ou menos tempo numa determinada area, dependendo da corrente marinha,
da sua composicao e de uma série de fatores, tais como: fisicos (turbuléncia da agua),
quimicos (fotodecomposigéo), e biolégicos (biodegradagéo), o que determinara o seu

destino no mar, o seu grau de toxicidade e o seu tempo de persisténcia (ATLAS,1984).
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As aguas dos mares e oceanos sao constituidas de uma mistura de sais cuja
concentragdo varia de acordo com a estagcdo do ano e a regido geografica. Esta
variagao associada a degradagao quimica e fisica do petréleo contribui para a formagao
de centenas de compostos complexos, com graus especificos de toxicidade e
recalcitrancia (FLOODGATE, 1984).

As descargas no mar, apesar de serem quase sempre em maior quantidade do
que em terra, sdo mais susceptiveis a biodegradacdo. Devido ao menor tempo de
residéncia das aguas dos mares, o Oleo nessas areas tem mais facilidade de ser
biodegradado do que em areas proximas a estuarios, onde o tempo de residéncia das
aguas é bem maior, causando maiores danos a biota local. O tempo de residéncia da
agua esta diretamente relacionado ao aporte de minerais e de oxigénio que sao fatores
de elevada importancia na biodegradagdo de hidrocarbonetos de petroleo (ATLAS,
1981a; ATLAS, 1984; ATLAS, 1981b; ATLAS, 1995a).

Grande parte das descargas de petroleo e de petroderivados se da por lavagens
de tanques de navios em alto mar. Apds a descarga do produto, os tanques sao cheios
com a agua do mar, para que seja mantida a estabilidade do navio. Antes de fazer uma
nova carga com produto, essa agua é descartada no mar, e com ela, sao descartadas
algumas dezenas de milhares de litros de petroderivados. Outra forma, bem mais
drastica, se da pelo vazamento de produto por naufragios, decorrentes de rupturas na
estrutura do navio. Em regides préximas a terminais portuarios, a possibilidade de
ocorrer derrames devido as falhas operacionais € bastante frequente (LEVY et al, 1981;
WHYTMAN et al, 1975).

O petrdleo é encontrado no ambiente marinho em quatro estados: filme, solugao,
emulsdo e em grumos. Muitos tipos de 6leos sao espalhados rapidamente e reduzidos
a uma camada muito fina. A espessura dessa camada numa area de aguas paradas
dependera: da taxa de evaporacdo, da tensao superficial do 6leo e da agua do mar
neste local e o acumulo de hidrocarbonetos, nesta camada, afeta diretamente a vida

marinha que se encontra imediatamente abaixo dela (ATLAS, 1984). Os grumos sao
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encontrados em tamanhos variados, sendo depositados no fundo do mar devido ao seu
peso e essas particulas se acumulam e se complexam, formando uma camada de
material altamente recalcitrante (MARTY & SALIOT, 1976).

Nos rios e lagos, o petroleo e seus derivados podem persistir por mais tempo,
dependendo da natureza do 6leo e da sua composicao, além do tempo de residéncia
da agua, que nesses casos € bem maior que nos mares e oceanos. Por exemplo, os
Oleos leves, que sao ricos em material toxico constituido por aromaticos volateis,
permanecem menos tempo que os Oleos pesados e os combustiveis maritimos. O dleo
cru, por sua vez, € menos susceptivel a degradagédo do que os seus derivados (ATLAS
& BARTHA, 1972).

3.1.2 Destino do Petroleo no Solo

Sabe-se que, no solo, o 6leo além de sofrer processo de fotodecomposicao,
percola e pode atingir o lengol freatico (BARTHA 1996). Em ambientes terrestres a
distribuicdo dos derivados liquidos de petrdleo é pontual, com espalhamento lateral
pouco extenso e de facil controle. A area atingida no solo € bem pequena quando
comparada a area de mesma quantidade de poluente derramado no mar ou mesmo em
lagoas. Os principais problemas da contaminagdo em solo estdo relacionados ao
espalhamento vertical (percolagéo), devido ao constante risco de atingir o lencol freatico
(CORSEUIL et al 1997). A natureza fisico-quimica do solo e o tamanho de suas
particulas influenciam diretamente na percolacdo e na degradagdo do poluente.
Fracbes de argila e silte-argila, por exemplo, sdo mais susceptiveis a formacédo de
complexos com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que as fracbes de areia. Tal
fendbmeno se deve ndo somente a granulometria, mas também a presenca de argilo-
minerais que sado capazes de formar complexos com substancias ciclicas de baixo
peso molecular e alquil-substituidas (AMELLAL et al, 2001; NOCENTINI et al 2000;
IJAH, 1998; [JAH & ANTAI, 2003).
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3.2 PROCESSOS DE DESCONTAMINAGCAO

3.2.1 Processos Abidticos

Os processos abidticos de descontaminagdo de areas poluidas sao definidos
como aqueles que envolvem métodos quimicos ou fisicos de remocgado de poluentes.
Os métodos quimicos mais comuns sdo: a neutralizagdo, a precipitacdo, oxidagao,
aplicacdo de surfactantes e a extragdo por solventes (KOVALICK, 1991; PINA et al,
2002; YERUSHALMI et al, 2003). Ha de se ressaltar ainda a remogao por separadores
de agua e ¢dleo, que é um método mecanico simples baseado na diferenca de

densidade entre a agua e a fase oleosa apolar (MAIER 1999).

Alguns processos abidticos ocorrem naturalmente, ndo dependendo de aplicagao
de métodos fisicos ou quimicos, como € o caso da evaporagao. A fotoxidagdo ou
fotodecomposicado € outra forma natural de atenuagdo do poluente, que é observavel
em locais contaminados, sendo esse processo o responsavel pela transformagao do
petréleo em ambientes aquaticos (PATEL et al 1979; FERNANDES, 1994).

3.2.2 Processo Bidtico: Biorremediagao

Devido a complexidade dos poluentes, heterogeneidade dos ambientes e o grau
de dissolugao do poluente no ambiente, o sucesso da biorremediagao depende de uma
relagdo interdisciplinar com outras ciéncias como: geologia, ecologia, engenharia,
microbiologia e quimica (IJAH & ANTAI, 2003).

A biorremediacao pode ser definida como um processo espontaneo ou controlado,
no qual a catélise biolégica age sobre o poluente, e desta forma, remedia ou elimina
contaminantes ambientais. Quanto ao local onde ocorre, ela pode ser classificada
como:

Biorremediacédo in situ — é o tipo de biorremediagdo que ocorre no local onde
houve o derrame e 0s microrganismos presentes no sitio poluido conduzem o processo

de biodegradacdo. Pode ocorrer com a adicdo de nutrientes para aumentar a
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velocidade de biodegradagao, sendo esse procedimento chamado de bioestimulo, ou

com a adicdo de microrganismos exdgenos a microbiota nativa, o bioaumento.

Exemplo: bioventing (WALTER, 1997; KOWALICK, 1991).

Biorremediacédo ex situ — modalidade de biorremediacdo que envolve a remogao

do material contaminado para outra area. Exemplos: biorreatores,

compostagem (GLAZER & NIKAIDO, 1995; ALEXANDER, 1994).

A tabela 2 mostra as principais técnicas de biorremediagédo e suas caracteristicas
(BAKER & HERSON, 1994).

Tabela 2 . Tecnologias de Tratamento de Biorremediacdo (BAKER & HERSON,

1994)

Técnica

Descrigéo

Bioaumento

Biofiltros

Bioestimulo

Biorreatores

Bioventing

Compostagem

Adicdo de culturas bacterianas ao
meio contaminado; freqlientemente
usada em biorreatores e sistemas
ex situ.

Uso de colunas de suspensao
microbiana para tratar emissdes de
gases

Estimulagdo da populagao nativa .
Pode ser feita in situ ou ex situ
Biodegradagdo em um container ou
reator; pode ser usada para tratar
liquidos ou lodo

Tratamento de solo contaminado ,
através da passagem de oxigénio
pelo solo para estimular o
crescimento e atividade
microbianas.

Tratamento aerodbico, termofilico,
no qual o material contaminado €&
misturado; pode ser feito usando
pilhas estaticas, ou reatores de
alimentagao continua

Segundo Baker & Herson (1994) as principais vantagens da biorremediagéo séo:

=  Pode ser feita no local;

= Mantém ruptura minima do sitio contaminado;

= Eliminagdo de custos de transportes;

»= Eliminagdo de poluentes de forma permanente;

landfarming,
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= Elimina persisténcia prolongada de determinados poluentes.

3.3 BIODEGRADABILIDADE DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

3.3.1 Fatores que Influenciam na Biodegradagao

A biodegradacdo de materiais orgénicos no ambiente € mediada geralmente por
bactérias e fungos. As bactérias possuem caracteristicas metabdlicas diversas que as
colocam num grupo de microrganismos de reconhecida atividade degradadora.
Variabilidade genética, crescimento rapido e facilidade para se aclimatar rapidamente
em diversos ambientes sdo as principais caracteristicas. Essas caracteristicas sao
fundamentais na selegcdo de microrganismos para processos de biorremediagcdo. A
otimizagao de parametros como: pH, nutrientes, oxigénio e temperatura possibilitam um
melhor desempenho dos microrganismos na biodegradacdo. Uma maxima eficiéncia
nesse processo de biodegradacédo levara a mineralizagdo do poluente com a produgao
de CO; e agua (FRANKENBERGER Jr, 1992; ATLAS & BARTHA, 1972).

Os principais fatores ambientais que afetam a biodegradabilidade sao:

» Disponibilidade de Oxigénio

Geralmente, sob condicdes aerdbicas, a biorremediacdo ocorre mais facilmente.
Regides proximas a superficie do solo tém demonstrado maior velocidade na taxa de
biodegradagédo, enquanto que em regides mais profundas verifica-se que estas taxas
diminuem (NOCENTINI et al, 2000; AMELLAL, 2001).

= Presenca de Matéria Organica
A presenca de matéria organica pode indicar a presenga de elementos alternativos

que aumentam a taxa de biodegradacao (IJAH, 1998).

» Disponibilidade de Nitrogénio e Fésforo
Bactérias heterotroficas e fungos, além de uma fonte de carbono, necessitam para

o crescimento, de um outro grupo de nutrientes e de um aceptor de elétrons. Este
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aceptor de elétrons € o O, para os aerdbios mas pode ser nitrato, sulfato, CO, , ferro
férrico ou compostos organicos para bactérias que tem habilidades para utilizar essas
substancias como aceptor de elétrons no processo de metabolizagdo da fonte de
energia. Muitas bactérias ou fungos requerem baixas concentracbes de vitaminas,
aminoacidos, vitaminas lipossoluveis, que sdao moléculas organicas chamadas de fator
de crescimento. A auséncia dessas moléculas no ambiente, pode prejudicar o
crescimento microbiano (ATLAS & BARTHA 1972). Descargas de 6leo por vazamentos
acidentais de tanques de navios, em ambientes marinhos e estuarinos, tém suscitado
muitos estudos a respeito das condigcdes nutricionais em tais ambientes. Estas
investigacbes mostram que a degradacdo do Oleo em agua do mar é mais rapida
quando compostos a base de nitrogénio e fosforo sdo adicionados (FERNANDES,
1994; RAMADAN, 1990).

= Temperatura

A temperatura varia de ambiente para ambiente e de acordo com a sazonalidade.
Para um determinado aumento ou decréscimo de temperatura a magnitude da resposta
quanto a biodegradagdo varia com o ambiente e com o tipo de poluente, o que é
refletido na fisiologia dos microrganismos envolvidos. Em geral, temperaturas ideais
para a biodegradacgao, estdo na faixa entre 20 e 35 °C (LEAHY & COLWELL, 1990).

n pH

Para a maioria dos microrganismos envolvidos no processo de biorremediacéao, a
faixa de pH mais favoravel para o seu crescimento se situa entre 6,0 e 8,0 com um valor
otimo em torno de 7,0, sendo que os fungos sdo mais tolerantes a condi¢gbes acidas.
Em solos, os valores de pH podem ser muito variados, estendendo-se desde de 2,5 a
11,0 em solos acidos e em desertos alcalinos, respectivamente. Esse parametro
influencia negativamente a capacidade dos microrganismos degradarem
hidrocarbonetos em solo (ATLAS,1998; LEAHY & COLWEL, 1990).
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= Salinidade

Alta salinidade parece afetar negativamente a atividade microbiana. E sabido que
os fungos resistem menos a condi¢gdes de alta salinidade do que as bactérias. Em
ambientes costeiros, a biorremediagao € afetada pelas alta concentragao salina (YANG
et al, 1999; DEL’ARCO & FRANCA, 1999).

= Atividade de Agua

A atividade de agua se refere a quantidade de agua que efetivamente esta
disponivel para os microrganismos no processo de biodegradacado. Esta atividade esta
condicionada ao tipo de solo e a estrutura do poluente (DIBBLE & BARTHA, 1976).

Além dos fatores ja mencionados, pode-se citar ainda um fator bi6tico importante,
que é a predacgao por protozodrios. Alguns protozoarios sdo predadores naturais de
bactérias e sua presenga, muitas vezes, € inevitavel no ambiente que precisa ser
biorremediado (RAMADAM et al 1990).

3.3.2 Biodisponibilidade

Para que haja uma biodegradacdo efetiva, além das condi¢des fisicas e
ambientais ja mencionadas, é necessario também que os compostos com baixa
toxicidade estejam sob formas disponiveis, de modo que seja possivel a assimilagdo
pelos microrganismos. A estrutura dos compostos pode influenciar a velocidade de
biodegradagao por estar relacionada com a disponibilidade do composto a agao
microbiana. Em fungao da estrutura espacial do composto, pode-se prever se 0 mesmo
sera mais ou menos biodegradado em relagdo a um outro de estrutura diferente (efeito
espacial). Compostos ramificados, por exemplo, sdo mais dificeis de serem degradados
do que compostos de cadeia normal. Também em funcdo da eletronegatividade dos
ligantes, pode-se prever a biodisponibilidade do composto em relagédo a um outro (efeito

eletrébnico). Quanto maior for a eletronegatividade do ligante, menor sera a
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biodisponibilidade e consequentemente menor sera a taxa de biodegradagdo (MAIER
1999).

Os compostos organicos que contaminam solos podem ser modificados por
processos quimicos de polimerizagdo, podendo resultar na formagdo de uma nova
substancia menos susceptivel a biodegradacdo. Estes compostos podem ainda reagir
com acido humico ou serem “sequestrados” por substancias que nao lhes alteram a
composi¢cdo, mas os tornam indisponiveis para os microrganismos (AMELLAL et al,
2001).

3.3.3 Aspectos Bioquimicos da Biodegradagao de Hidrocarbonetos

Algumas generalizagdes podem ser feitas acerca do processo de biodegradagao

de hidrocarbonetos, como as que se seguem:

a. Hidrocarbonetos alifaticos sdo geralmente mais facilmente biodegradados

que os aromaticos;

b. Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia normal sdo mais faceis de serem
biodegradados que os de cadeia ramificada. A introdu¢do de uma
ramificacdo dentro de uma molécula do hidrocarboneto diminuira sua

degradabilidade;

c. Hidrocarbonetos saturados sdo mais susceptiveis a degradagado que os
insaturados. A presengca de dupla ou tripla ligagdo C-C dificulta a

biodegradacao;

d. Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa sao mais facilmente degradados
que os de cadeia curta. Hidrocarbonetos com menos de nove atomos de
carbono sao mais dificeis de serem degradados devido a sua toxicidade
para 0s microrganismos. Muitos microrganismos especializados (ex:

metanotroficos) podem degradar esses hidrocarbonetos e o comprimento
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de cadeia 6timo para a biodegradagéo parece ser de dez a vinte atomos de
carbono (BRITON, 1984).

Os alcanos de cadeia normal sdao degradados primariamente por oxidagao do
grupo metil terminal, seguido de uma clivagem da molécula na regido entre o segundo e
o terceiro carbono da cadeia (pB-clivagem). Outras vias como a oxidagao sub-terminal
pela metanooxigenase encontrada em Pseudomonas methanica, também tem sido
documentada (BRITON, 1984). A reacéo inicial na degradag¢ao do grupo metil envolve a
adicao direta do oxigénio ao carbono terminal do hidrocarboneto. Esta reagdo é
mediada por uma classe de enzimas chamadas oxigenases. A adigcdo do oxigénio ao
carbono primario promove a formacado de um alcool primario, que € oxidado a aldeido e
finalmente transformado a acido graxo. Um fragmento longo de dois carbonos terminais
€ clivado produzindo o acetil CoA, que entra na via metabdlica do ciclo de Krebs. Uma
repeticdo sequencial destas reagdes resulta na completa oxidagdo da molécula de
hidrocarboneto. Na figura 1, observa-se a sequéncia de reagdes proposta como via de
degradagéao de alcanos (BAKER & HERSON, 1994).

A A ND" NaDHeH g NDHsH
i N N
CHCCE > CHOHCHMCH <> CHOGH)CHy > COOHGH)CHs
DODECANO oz/\\ ho AL ALDEIDO AQDO ORGANICO
ATPCoA AMP FAD FADH, HO

N N \
COOHCHHCH > 00.CoACH,)(CHs <> COCoACH=CHCH)gCH > CO-CoA-CHCOHCH)sCH;

ACIDO ORGANICO

NAD' NADH -+ Hf O GoA
|

S

> CO0ACHC(CH KO, gooch«Pg)g% > AODDGRIYO +'Cr-00-0oA > KREES

D

Figura 1 — Sequéncia de reacdes de degradacao de n-alcanos (BAKER &
HERSON, 1994).
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A presenca de ramificagbes na molécula de alcano dificulta a B-clivagem e torna a
molécula refrataria a biodegradacgao. O pristano (2,6,10,14-tetrametilpentadecano) por
exemplo, é extremamente resistente a biodegradagdo devido as suas ramificagoes
(RONTANI & GIUSTI, 1986).

A oxidacao dos hidrocarbonetos alifaticos insaturados nao ocorre da mesma forma
que a dos alcanos. Muitos estudos de degradacéo de alcenos tém focalizado moléculas
que contém dupla ligagdo no carbono terminal. Esta posicdo permite varios
mecanismos de ataque e diversas maneiras de degradacdo de alcenos tém sido
observadas (SEEGER et al, 1997).

Hidrocarbonetos aromaticos como, benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno sao
encontrados, predominantemente, nas fracbes leves de petréleo, como a gasolina,
muito embora possam também estar presentes em quantidades sob a forma de tragos,
em diversas fragdes pesadas. A degradacgédo aerdbica de aromaticos por bactérias foi
demonstrada pela primeira vez em meados de 1900 (ALEXANDER, 1994). H& um

numero elevado de vias metabdlicas envolvidas na degradagao de aromaticos.

O benzeno é degradado primeiro pela conversdo em catecol ou em
protocatecolato. O nucleo aromatico nesses compostos é subsequentemente aberto por
uma dessas duas vias: a ortoclivagem (via do 3-oxodipato) ou pela metaclivagem. A
ortoclivagem envolve a clivagem de catecol ou protocatecolato entre os dois grupos
hidroxil. Este processo leva a formacdo dos respectivos compostos: muconato e
mucolactona, 0s quais sao também metabolizados a
4-oxadipato enol-lactona e depois ao 3-oxiadipato (beta-cetoadipato). O metabolismo
procede a formacédo do acetil-CoA e succinato. Na metaclivagem, por outro lado, a
clivagem inicial do anel, ocorre adjacente ao grupo hidroxil, formando o semi-aldeido 2-
hidroxil-mucénico, como produto inicial da clivagem do anel. Subsequentemente a orto
e metaclivagem do anel aromatico procede a formagdo de piruvato, formiato, e
acetaldeido, que vao alimentar o ciclo de Krebs. A figura 2, mostra a sequéncia de

reacdes para a formacédo do catecol e protocatecolato, proveniente da degradagao de
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benzeno e de poli-aromaticos (antraceno, fenantreno e naftaleno), e na figura 3 estao
apresentados os esquemas das reacdes de orto e metaclivagem do anel aromatico
(SEEGER et al 1997; BAKER & HERSON, 1994).

(a)

Benzeno

antraceno, fenantreno @
naftalent\ T
OH

OH H
- = —— > Clivagem do anel

Catecol
CHgy / \

S—o &

Tolueno Benzoato Fenol

Hs
COOH

COOH

COOH T~

P-Toluato O H —>Clivagem do anel
/P-Hidroxibenzoato OH

OH

COOH / Protocatecolato

@ COOH

Benzoato

OCHgj
OH
V anilato
Figura 2 — Degradacéo inicial do benzeno: (a) Formacao do catecol e

(b) Formacéo do protocatecolato (SEEGER et al 1997).
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(a)
e - (+)- muconolactona
Catecol cis, cis- acido muconico 3-cetoadipato enol lactona
OH N COOH COOH
| coo -0 > [0 "
N E——
o - COOH .~ C=0 C—0
beta- cetoadipato .
beta - cetoadipil coA acetil-CoA succinato

o o <‘3H3 COOH
Y~ COOH " "CO-SCoA c=0 =+ Cc=0
COOH COOH | |
SCo COOH

Ciclo de Krebs

(b)
Catecol semialdeido-2 hidroximucdnico
COOH 4-hidroxi-2-oxivalerato  acetaldeido ~piruvato
OH COOH CH, COOH CHs CHs
- | . u — > CH; COOH \ c=0
7 Z S 0H ——> HC=0 + |
OH OH N

CHs
2-oxipent-4-enato H OH \ /

Ciclo de Krebs

Figura 3 — Clivagem do anel aromatico: (a) Ortoclivagem (b) Metaclivagem
(BAKER & HERSON, 1994).

Os benzenos alquil substituidos (tolueno, etilbenzeno) séo inicialmente oxidados
utilizando uma das vias existentes. Se o ataque inicial for no anel aromatico, alquil-
catecol é formado, o qual pode ser clivado utilizando a meta ou a ortoclivagem. Se o
grupo alquil for oxidado inicialmente, quase sempre, acidos carboxilicos aromaticos sao
formados. Por exemplo, a oxidagao inicial da alquil-substituicdo do p-xileno leva a
formagado do acido toluico. Esse acido carboxilico aromatico pode ser convertido em

homoagentisato ou gentisato. A clivagem do anel aromatico ocorre, subsequentemente,



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 19

com a formacé&o de intermediarios como fumarato e acetoacetato, que alimentam o ciclo
de Krebs (ALEXANDER, 1994).

3.3.4 Fendbmenos de Interface

A biodegradagdo de hidrocarbonetos de petréleo ocorre em um sistema
multifasico composto por matéria organica insoluvel, agua, sais e microrganismos.
Neste sistema, a interface agua-6leo é bastante distinta, por causa da imiscibilidade das
fases aquosa e oleosa. A compreensdao dos fendmenos ocorridos nesta interface
permite fazer o controle dos processos de assimilagdo de compostos organicos, e a

otimizacao de parametros nutricionais e respiratérios (URURAHY, 1998).

Segundo Rosemberg (1991), a assimilagdo de hidrocarbonetos exige
hidrofobicidade da superficie celular, embora nem todos os microrganismos que
possuem esta hidrofobicidade sdo degradadores de hidrocarbonetos € nem todos os
degradadores de hidrocarbonetos sdo capazes de sobreviver em superficie oleosa
(RON & ROSEMBERG, 2001; 2002).

O grau de solubilidade dos hidrocarbonetos de petrdleo € um fator importante para
avaliar o mecanismo utilizado pelos microrganismos na degradacg&o. Na tabela 3, estao
apresentadas as solubilidades de alguns hidrocarbonetos encontrados no petroleo e
seus derivados (ALEXANDER, 1994).

Tabela 3 - Solubilidade em &agua de alguns hidrocarbonetos do petréleo
(ALEXANDER, 1994)

Grupo Composto mg/litro
Hidrocarbonetos alifaticos Heptano 2,9x10°
Octano 6,6x10™

Nonano 2,2x10™

Decano 5,2x102

Hexadecano 2,0x10°

Eicosano 1,1x10°

Hidrocarbonetos aromaticos Naftaleno 3,1x10'

Bifenil 7.2x10°
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Tabela 3 (continuacdo) — Solubilidade em agua de alguns hidrocarbonetos do
petréleo (ALEXANDER, 1994)

Grupo Composto mg/litro
Hidrocarbonetos aromaticos Acenafteno 4,3x10O
Antraceno 5,0x1072

Fenantreno 1,1x10°

Pireno 1,3x10™

Criseno 2,0x1073

1,2 — Benzopireno 5,3x10°

Existem trés mecanismos através dos quais se explica a assimilacdo de
hidrocarbonetos por via microbiana. Estes mecanismos focalizam a forma como o
hidrocarboneto é transferido do ambiente a superficie da célula, e depois é transportada
através da membrana para regides intracelulares por agdo enzimatica (ALEXANDER,
1994; URURAHY, 1998). Tais mecanismos sao:

a) Utilizacdo do composto organico apenas na fase aquosa

O microrganismo é capaz de utilizar apenas as moléculas que estao dissolvidas
na fase aquosa. Estes microrganismos sdo comumente encontrados em substratos de
baixa solubilidade. A presenca de substancia ou mistura de substancias de baixa
solubilidade na fase aquosa pode ser medida pelo coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow), que é a razao entre a quantidade da substancia que esta efetivamente dissolvida
em octanol e a quantidade que esta dssolvida em agua, num sistema com quantidades
iguais de agua e octanol. Desta forma, a utilizagdo de substrato disponivel apenas na
fase aquosa € comum em substincias com baixos valores de K,,. O crescimento
microbiano (decorrente da degradagao do poluente) esta condicionado a disponibilidade
do composto orgénico a estes microrganismos, presumivelmente ndo produtores de
biossurfactantes. Para que haja uma degradacao efetiva, € necessario que a taxa de
dissolugdo espontdnea seja maior que a taxa de biodegradagdo. Quando ocorre um

aumento significativo de biomassa, a demanda biolégica de carbono excede a taxa de
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dissolugcdo espontanea da substancia e a atividade microbiana ficara limitada a esta
taxa de dissolucgao.
b) Contato direto dos microrganismos com a fase ndo-aquosa

Os microrganismos aderem diretamente a superficie da fase oleosa e
metabolizam os seus constituintes. Bactérias que crescem em hidrocarbonetos
alifaticos em solugao aquosa, freqlientemente se fixam ao substrato organico e, se este
se encontra sob a forma de goticulas, as células retidas por estas goticulas também
podem formar aglomerados. Para muitos microrganismos, a aderéncia da célula € um

pré-requisito para a degradacao.

c) Excrecdo de produtos que induzem a formacdo de goticulas de substrato
menores que 1um

Em muitos casos € evidenciada a produgédo de substancias que sao capazes de
aumentar a taxa de consumo de substrato oleoso. Nestes casos, a taxa de
biodegradagdo aumenta concomitantemente com a biomassa e ndo ha dependéncia
direta da taxa de dissolugdo espontdnea da fase ndo-aquosa. Estas substancias sao
chamadas de biossurfactantes, ou bioemulsificantes, e sua produgdo aumenta o
coeficiente de particdo da substancia para a fase aquosa, potencializando a taxa de
biodegradagado. Os surfactantes s&o moléculas anfifilicas, que possuem uma por¢ao
hidrofilica e outra hidrofébica. Em baixas concentragdes, os surfactantes sdo soluveis
em agua e a proporcado em que se aumenta a concentragdo, os surfactantes se
agregam em micelas. A menor concentragdo em que se observa a produgao de micelas
€ chamada de concentragdo micelar critica — CMC. As micelas s&o formadas por uma
regido interna hidrofébica e uma regido externa hidrofilica. A porgédo terminal hidrofilica
fica voltada para o meio aquoso (Figura 4). O substrato hidrofébico n&o-soluvel fica,
presumivelmente incorporado no interior da micela aparentando estar dissolvido na fase
aquosa. Este fenbmeno é conhecido como “pseudossolubilizagdo”, uma vez que, a
goticula oleosa esta retida na regido interna da micela, e ndo esta dissolvida na fase
aquosa. Muitos microrganismos degradadores de alcanos ou de Oleo cru, excretam
agentes emulsificantes que induzem a formacdo de goticulas de substrato, de

tamanhos que variam entre 0,1 e 1,0um.
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Regido

%//

‘\%8\

Regido
hidrofébica

Figura 4 — Esquema de uma micela (ALEXANDER, 1994)
Segundo a classificagdo de Zajic & Mahomedy (1984), os biossurfactantes estao
divididos em cinco grupos: glicolipideos, lipossacarideos, lipopeptideos, fosfolipidios e

acidos graxos.

H4, pelo menos duas maneiras pelas quais os biossurfactantes estdo envolvidos
na biodegradagéo de hidrocarbonetos: através do aumento da superficie de contato do
material oleoso e do aumento da biodisponibilidade do hidrocarboneto. Neste ultimo
caso, o biossurfactante atua na desor¢gao das moléculas do hidrocarboneto de baixa
solubilidade (RON & ROSEMBERG, 2002).

3.4 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E TOXICOLOGICAS DO QUEROSENE

O querosene de aviagao, também chamado de jet fuel ou QAV (ANP, 2000) é o
combustivel de aviacdo mais utilizado no mundo. Por estar mais disponivel que a
gasolina, foi o combustivel mais utilizado nos avides de combate durante a Segunda
Guerra Mundial, passando por um longo processo de aperfeicoamento nos Estados
Unidos, o que propiciou a producao de diferentes classes de querosene de aviagao, a
partir de misturas com outras substancias, como por exemplo, o benzeno. Por
consequéncia, o desenvolvimento de aeronaves comerciais, apos a Segunda Guerra

Mundial, centrou-se na utilizagao dos diferentes tipos de querosene (IRWIN et al, 1999).
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Quanto as caracteristicas de refino, o querosene de aviagdo € considerado um
médio destilado. Os médios destilados incluem, além do querosene comercial
(querosene iluminante - QIl), o 6leo Diesel e o d6leo combustivel, os quais contém
parafinas, cicloparafinas, aromaticos e oleofinas de aproximadamente Cyg a Cy. As
parafinas de cadeia normal sdo os constituintes em maior propor¢do no querosene,
variando entre Cq; e Cy2 (ATLAS, 1984). Os aromaticos incluem alquilbenzenos,
toluenos, naftalenos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPA. As proporgdes
dos componentes podem variar de um tipo de querosene para outro, ou ainda, de um
poco de petroleo para outro. Kanikkannan et al (2001), estudando os efeitos da
absorcao cutanea de um tipo de querosene de aviagao, o JP-8, obtiveram as fracdes de

hidrocarbonetos por cromatografia gasosa as quais estao descritas na tabela 4.

O ponto de ebulicdo do querosene se situa, normalmente, bem acima do ponto de
ebulicdo do benzeno. E comum encontrar tipos de querosene com ponto de ebuligdo
um pouco mais proximo ao do benzeno devido as misturas feitas com esta substancia
(IRWIN et al, 1999).

Tabela 4 - Composicéo do querosene JP-8 ( KANIKKANNAN et al., 2001)

Componentes Percentual (m/m)

Alifaticos

Undecano 6,00
Dodecano 4,50
Decano 3,80
Tridecano 2,70
Tetradecano 1,80
Nonano 1,10
Penatadecano 1,00
Dietilaenoglicol-monometil-eter 0,08
Aromaticos

Trimetil-benzeno 1,00
Metil-naftalenos 1,20
Dimetil-naftalenos 0,78
Dimetil-benzeno 0,59
Naftaleno 0,26
Etil-benzeno 0,15
Tolueno 0,06

Total 25,06
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Bernabei et al (2003), realizando estudos detalhados da composigdo do QAV por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, identificaram mais de 20
diferentes HPA (entre eles, alquilnaftalenos, acenaftenos, fenantreno, antraceno) e mais

de 60 hidrocarbonetos aromaticos em nivel de tragos.

Da mesma forma que os demais derivados liquidos de petréleo, o querosene é
armazenado em tanques nos terminais de combustiveis. Como sdo recebidos
carregamentos de diversos portos e refinarias, € comum que o material esteja
misturado. Desta forma, como as propriedades fisico-quimicas variam de uma fonte de
extracdo para outra, devem ser considerados valores compreendidos numa faixa com
maximo e minimo, especificados para transporte, armazenamento e distribuicdo. Esses
valores, maximos e/ou minimos, garantem intervalos ou limites nos quais o produto
mantém suas caracteristicas de combustdo, seguranga no armazenamento,

escoamento e corrosividade, entre outras.

A tabela 5 mostra as principais caracteristicas fisico-quimicas do querosene de
aviacao, considerando as faixas de valores que obedecem as especificacbes da
Agéncia Nacional do Petroleo, definidas nas normas da ABNT, ASTM e IP, para

transporte, armazenamento e comercializagdo do produto (ANP, 2000).

Tabela 5 - Especificacdes para querosene de aviacao (ANP, 2000).

CARACTERiSTICAs  YUNIDADE '\ \\ires METODOS

S ABNT IP ASTM
claro, limpido e
visivelmente
isento de agua
nao dissolvida e
material sélido a
temperatura
ambiente normal.

APARENCIA
Aspecto (visual)

COMPOSICAO

mg i
KOH/g 0,015 354 D 3242

Aromaticos , max % volume 25,0 MB 424 156 D 1319

Acidez total, max
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Tabela 5 (continuacao) - Especificagdes para querosene de aviagdo (ANP, 2000).

CARACTERISTICAS

Enxofre total, max

Enxofre mercaptidico,
max.

ou Ensaio Doctor
Componentes na refinaria
produtora

- Fracao hidrotratada

VOLATILIDADE
Destilacéo

- P.LLE. (ponto inicial de
ebulicdo)

- 10% vol. Recuperado,
max.

- 50% vol. Recuperado
- 90% vol. Recuperado
- P.F.E. (ponto final de
ebulicdo), max.

- Residuo, max.

- Perda, max.

Ponto de fulgor, min.

Massa especifica a 20°C
FLUIDEZ

Ponto de congelamento,
max.

Viscosidade a -20°C, max.
COMBUSTAO

Poder calorifico inferior,
min.

UNIDADE
S

% massa

% massa

% volume

°C

°C

°C
°C

°C

% volume
% volume
°C

kg/m3

(mm2/s)
cSt

MJ/kg

LIMITES

0,30

0,0030

negativo

anotar

Anotar

205

Anotar
Anotar

300

1,5
1,5
40 ou

38

771 -837

8,0

42,8

METODOS
ABNT P ASTM
D 1266, D
1552
NBR 6563 ;gg’ 2‘7‘2 D 2622. D
! 4294,
D5453
NBR 6298 342 D 3227
MB 339 30 D 4952
NBR 9619 123 D 86
NBR 7974 D 56
170 ou
] A6 D 3828
160 0u D 1298 ou
NBR 7148 355 D 4052
D 2386, D
5901,
NBR 7975 16 D4305 (4)
ou
D 5972
NBR
o, T D 445
12, 355, 53‘:‘,)%29’ D
381 !

D4809
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Tabela 5 (continuacao) - Especificagdes para querosene de aviacado (ANP, 2000).

] METODOS
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITES ABNT P ASTM
. , NBR
- Ponto de fuligem, min.  mm 25 11909 57 D 1322
Oou
. , NBR
- Ponto de fuligem, min. e mm 19 11909 57 D 1322
- Naftalenos, max. % volume 3,0 - D 1840
CORROSAO
qurosmdade a prata, 1 297
max.
Corrosividade ao cobre(2h
a 100°C), méx 1 MB 287 154 D 130
ESTABILIDADE -
Estabilidade térmica a
260°C 323 D 3241
—.queda’de pressao no mm Hg 250
filtro, max.
- depdsito no tubo (visual) - <3
(n&o podera ter
depdsito de cor
anormal ou
pavao)
CONTAMINANTES
Goma atual, max. mfl 100 7 MB 289 131 D 381
Tolerancia a agua NBR 6577 289 D 1094
- condic¢des interfaciais, 1b
[néx.
Indice de separacao de
agua, MSEP ) D 3948
- Com dissipador de ) 70
cargas estaticas, min.
- Sem dissipador de ) 85

cargas estaticas, min.
CONDUTIVIDADE
- Condutividade elétrica  pS/m 50 — 450 274 D 2624
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Tabela 5 (continuacao) - Especificagdes para querosene de aviacado (ANP, 2000).

LUBRICIDADE, max. mm 0.85 D 5001
ADITIVOS
. Antioxidante mg/L

- Combustivel nao-

hidrotratado:

Opcional, max 24,0

- Combustivel hidrotratado:

Mandatadrio 17,0-24,0
Desativador de metal mg/L

- Opcional, max. 5,7
Dissipador de cargas
estaticas:

- Opcional

Primeira Aditivagdo, max. 3,0
Segunda Aditivagao -

concentracdo acumulada , 5,0
max.

Inibidor de corroséao /

melhorador

de lubricidade

Inibidor de formagao de

gelo

mg/L

O querosene de aviagao possui volatilidade e solubilidade moderadas, podendo
causar toxicidade a biota, em graus variaveis, de moderada a aguda, dependendo da
concentracao das substancias aromaticas especificas presentes em sua composicao.
Sua presencga na coluna de agua pode afetar populagbes de Daphinia sp. (copepoda),
por muitas semanas. Entre os efeitos de longo prazo dos componentes mais volateis e
mais soluveis em agua, incluem-se a contaminacao de solos, de lengéis freaticos e de
sedimentos. Tais efeitos podem estar associados aos HPA, alquil-HPA e
alquilbenzenos, constituintes do querosene de aviagdo. Embora os HPA ndo sejam
encontrados em grandes quantidades no QAV, sua presenga € causadora de grande
risco potencial para 0 meio ambiente. De modo geral, a toxicidade aguda nao é
evidenciada em seres humanos, peixes ou em vida selvagem, como resultado de
exposicao a baixos niveis de concentragdo de um HPA isoladamente. Normalmente, os
HPA estado associados ao risco de toxicidade crénica. Esse risco inclui o acometimento

de cancer, sendo, frequentemente resultado da exposicado a misturas complexas de
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aromaticos de risco cronico (alquil-HPA, HPA, benzenos e alquilbenzenos) e ndo a
compostos simples. Muitos HPA, apresentam consideravel biodisponibilidade e,
consequentemente, grande mobilidade em organismos vivos, sobretudo em plantas,
causando quase sempre efeitos danosos. A CL 5o para ratos (via oral) é estimada em
25g/kg e para coelhos (via cutdnea) em 8g/kg. Os efeitos notorios em coelhos sao

irritacéo na pele e alteragdes hepaticas (IRWIN et al, 1997).

Nos seres humanos, os efeitos crbnicos da exposicdo aos HPA incluem:
modificagdes no figado, efeitos danosos nos rins, coragéo, pulmdes e sistema nervoso.
Aumento no desenvolvimento de células cancerosas, efeitos genotoxicos, fetotoxicos
também estdo associados a diversos componentes do QAV. A exposi¢ao no ambiente
de trabalho pode ocorrer por contato com vapor, liquido ou aerossol. A inalagéo e a
exposicao dérmica sao as rotas mais comuns de exposicdo. As formas liquida e
aerossol podem provocar efeitos sistémicos, sendo irritante para os olhos, pele e
sistema respiratério. Os disturbios ocupacionais na pele sdo a segunda causa de
doencas ocupacionais mais relatadas. As substancias toxicas presentes no QAV podem
causar irritacdo devido a mudancas estruturais nos lipideos da pele ou por causar
citotoxicidade (KABBUR et al.,, 2001). A inalagdo por tempo prolongado provoca
sintomas neurocomportamentais como: nausea, enxaqueca, fadiga e vertigem
(KABBUR et al, 2001; KANIKKANNAN et al, 2001; KANIKKANNAN et al, 2002).

Compostos como benzeno, tolueno e xileno tendem a evaporar rapidamente para
a atmosfera ou migrar para o lencol freatico. Estas substancias ocupam uma faixa
intermediaria de coeficiente de particao octanol / agua. Quando expostos ao oxigénio e
a luz solar, sofrem quebra, rapidamente. Quase sempre, muitos desses compostos
tendem a ser mais recalcitrantes no lengol freatico que em aguas superficiais. Os
compostos que tendem a ser mais recalcitrantes e passiveis de se ligarem a particulas
solidas sao, em geral, HPA, alquil-HPA e alquil-benzenos. Metabdlitos provenientes da
transformacdo de alguns componentes do QAV podem causar impactos bioldgicos e
perturbagdes em sistemas bioldgicos, apds a degradagao dos hidrocarbonetos originais.

Esses efeitos podem ter como causa: descargas de baixo nivel de toxicidade crbnica
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proveniente de metabdlitos toxicos, substancias toxicas bioacumuladas de organismos

mortos e material celular decorrente de lise (IRWIN et al, 1997).

3.5 ECOTOXICIDADE

Os primeiros estudos no campo da ecotoxicologia surgiram junto com a
necessidade de se estabelecer critérios para estudar os efeitos toxicos de determinadas
substancias poluentes sobre a biota, a fim de se ter um controle da emissdo de
poluentes no ambiente, ou de se estabelecer parametros para saber quais os niveis
toleraveis de poluicdo. Freqientemente, as maiores dificuldades encontradas, tem sido
as de se determinar a abrangéncia de tais efeitos nos organismos, e a
representatividade que esses efeitos, observados para um grupo de organismos, possa
ter para uma comunidade. Os efeitos toxicos das substancias nos organismos vivos,
podem se manifestar em diferentes niveis: sub-celular ou celular, nos tecidos, nos
Orgaos ou nos organismos inteiro. Embora o conhecimento do mecanismo de agéo seja
muito importante, para fins de estudos meramente toxicolégicos, por si sé ndo é o

bastante para predizer danos a biota susceptivel a exposi¢ao ao poluente (ABEL,1991).

Os estudos de ecotoxicologia compreendem a integracdo entre os dominios da
toxicologia e da ecologia e tem por objetivo, entender e predizer os efeitos das
substancias toxicas nas comunidades naturais sob condi¢bes realisticas de exposigao
(CHAPMAN, 2002). As substancias toxicas podem atuar de forma aguda ou crénica em

organismos no ambiente.

A ecotoxicologia estuda a existéncia dessas formas de tocixidade nos organismos
e a relacdo de tais organismos no ambiente, através de testes especificos com
organismos padrdo, selecionados de acordo com determinados critérios.
Microrganismos séo utilizados com frequéncia em testes de ecotoxicidade por serem de
facil manipulagao, por terem versatilidade bioquimica e pela rapidez com que se obtém
os resultados (TORSLOV, 1992). Ambientes poluidos por substancias recalcitrantes e

submetidos a algum tipo de tratamento remediante devem ser avaliados quanto a

ecotoxicidade.
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Para escolher o organismo padrdo, sdo necessarios alguns critérios. Um dos
critérios mais comuns € a disponibilidade do organismo no ambiente. Este critério leva
em conta a existéncia em grande quantidade do organismo e a sua relagao direta com o
equilibrio do ambiente, porém pode apresentar falhas com relagdo a exatiddo dos

resultados e a aproximagéo das condigdes realisticas (CHAPMAN, 1999; 2002).

A substancia toxica pode atuar direta ou indiretamente no organismo teste. De
forma direta, causa mortalidade em curto prazo e, indiretamente, causa toxicidade
aguda em produtores ou consumidores primarios ou cronica em niveis troficos
subsequentes. Para uma resposta mais abrangente, € importante o estudo da
toxicidade da substancia nos quatro niveis troficos: produtor, consumidor primario,

consumidor secundario e decompositor (CALOW, 1996).

A tabela 6 mostra os principais critérios considerados padroes de selecao de

organismos, comparados com alguns sugeridos por Chapman (1999).

Tabela 6 - Comparacao entre os critérios (padrdo e sugerido) para a selecao de
organismos indicadores usados em teste de ecotoxicidade (CHAPMAN,

1999).
Padrao Sugerido

Um importante grupo ecolégico Espécies chaves ou dominantes

(baseado na taxonomia, nivel identificadas por estudos de

tréfico ou nicho). comunidades de base

Amplamente disponivel (menos Razoavelmente disponivel (maior

esforco). esforco).

Facilmente cultivado e Pode ser razoavelmente coletado

geneticamente estavel no campo e cultivado em
laboratério

N&o especificado Pode ser testado com outros taxa
Pontos finais ecologicamente e
toxicologicamente relevantes.

Respostas consistentes e Pode ser testado no laboratério ou

mensuraveis aos toxicos campo.

O estudo de testes de toxicidade envolvendo bactérias tem aumentado

consideravelmente nas ultimas duas décadas devido a sua facil manipulagdo (BITTON
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& DUTKA, 1986). Muitas das vias metabodlicas das bactérias estdo presentes nos
organismos superiores e, frequentemente, respondem as substéncias quimicas de
maneira similar (QURESHI, 1984).

Bactérias sao utilizadas em testes de toxicidade para determinar o efeito ou o
“‘nao-efeito” de substancias quimicas em comunidades bacterianas do ambiente ou em
locais submetidos a tratamento de biorremediagcdo. A avaliacdo da toxicidade do
material biodegradado € de grande relevancia ambiental, tendo sido desenvolvidos
varios trabalhos com este enfoque (JUVONEN et al 1999, URURAHY et al, 1998).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA DE QUEROSENE

A amostra de querosene utilizada em todos os ensaios foi coletada do tanque
numero 06 do Terminal de Armazenagem Conjunta de Suape - PE e cedida pela
Unidade de Negécios e Transportes Aquaviarios de Suape (UNTA/NE — Suape) da
Petrobras Transportes S.A. - TRANSPETRO. A figura 5 mostra uma vista do referido
tanque.

Figura 5 — Tanque n.° 6 do Terminal de Armazenagem Conjunta de Suape-PE

4.1.1 Caracterizagao Quimica e Fisico-Quimica da Amostra de Querosene

A analise quimica da amostra de querosene referente a determinagcdo dos

hidrocarbonetos totais de petréleo — HTP, foi realizada pela Empresa Analytical



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 33

Solutions, cujos resultados foram obtidos de acordo com o procedimento laboratorial
padrao e protocolos da USEPA SW-846.

A caracterizacao fisico-quimica da amostra de querosene foi realizada no
laboratério da TRANSPETRO, em Suape - PE, e constou das seguintes analises:
destilacao, massa especifica a 20/4°C e ponto de fulgor, de acordo com a portaria 137
da Agéncia Nacional de Petrdleo - ANP, de 1° de outubro de 2000 (ANP, 2000). Esta
portaria esta baseada nas normas de referéncia da ASTM e ABNT correspondentes as

referidas analises.

4.2 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Foram utilizados oito isolados bacterianos obtidos de amostras de solo,
contaminado por petroderivados, coletadas na regido da Lagoa da Barra, localizada no
Complexo Industrial e Portuario de Suape — PE. Além das oito linhagens isoladas de
ambiente contaminado, foi testada também a linhagem de Pseudomonas aeruginosa
DAUFPE 39, pertencente a Colecdo de Microrganismos do Departamento de
Antibidticos da UFPE, como referéncia de espécie, ndo sendo isolada de local
contaminado por petroderivado. Tal inclusdo se deve ao fato de que o género
Pseudomonas € bastante citado na literatura, como um dos géneros que tem

potencialidade para degradar hidrocarbonetos de petréleo.

Inicialmente, adotou-se a nomenclatura: B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 e B8 para
designar os oito isolados, os quais receberam, posteriormente, os seguintes numeros
de identificacdo na Colegdo de Microrganismos do Departamento de Antibidticos da
UFPE: DAUFPE 832, DAUFPE 833, DAUFPE 834, DAUFPE 835, DAUFPE 836,
DAUFPE 837, DAUFPE 838 e DAUFPE 839, respectivamente. Neste trabalho sera
empregada a nomenclatura inicial.

O isolamento foi realizado aplicando-se a técnica do enriquecimento seletivo em
meio mineral sélido de Bushnell-Haas - BH, contendo o querosene como unica fonte de

carbono e energia (Tabela 7).
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Tabela 7 — Meio mineral de Bushnell-Haas (ATLAS, 1995b)

Componente

KH2PO4 1,009
KoHPO,4 1,009
NHsNO3 1,009
MgSQ4.7H,0 0,20g
FeCls; 0,05¢g
CaCl,.2H,0 0,02¢g
Agua destilada 1L

Quando sélido

Agar 15,09

pH 7,020,2

4.2.1 Manutencéao das Culturas Microbianas

Para manutencgao dos isolados foram efetuados repiques, a cada duas semanas,
em tubos de ensaio contendo o meio Triptic-Soy-Agar - TSA® (Tabela 8), os quais foram

mantidos sob refrigeragao (4 a 8° C) para a realizagao posterior dos ensaios.

Tabela 8 - Meio Triptic-Soy-Agar (ATLAS, 1995b)

Componente
Tripticase 15,09
Peptona de soja 5,0g
Agar 15,09
NaCl 5,09
Agua destilada 1L

pH 7,30,2
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4.2.2 Caracterizagao Preliminar dos Isolados

A caracterizagao morfologica foi realizada através da microscopia 6ptica. Com
relacédo ao tipo de parede celular dos oito isolados bacterianos, foi realizada a coloragao
diferencial pelo método de Gram, separando-os em dois grandes grupos (Gram
positivos e Gram negativos). Além disso, foram realizados os testes bioquimicos de
catalase e citocromo oxidase. Todas as metodologias foram seguidas por Cappuccino &
Sherman (1996).

4.3 SELEGAO DAS LINHAGENS E ASSOCIACOES MICROBIANAS

Para a selegcéo dos isolados bacterianos mais promissores, utilizou-se a técnica do
indicador redox 2,4 diclorofenol-indofenol - DCPIP (HANSON et al,1993) adaptada para
frascos Erlenmeyer (GOMES et al, 2004). O principio da técnica com este indicador
consiste em se verificar a ocorréncia de oxidagdo biolégica dos hidrocarbonetos,
constituintes do querosene, no meio de cultura e o DCPIP atua como o aceptor de
elétrons nesse processo de oxidacdo, ocorrendo, consequentemente, a mudanga de
coloracédo do meio de cultivo de azul para incolor, ou seja, viragem do indicador da

forma reduzida para a forma oxidada.

Inicialmente, as culturas foram crescidas por 12 horas sob agitacédo de 200 rpm a
30£1°C em frascos Erlenmeyer de 250mL, contendo 1% de querosene, 25% de inéculo
e 74% do meio mineral de Bushnell-Haas (Tabela 7), totalizando um volume de 75mL.
O inéculo foi preparado com 5mL de agua esterilizada, tendo como referéncia o tubo
n° 2 da escala de Mac Farland, o que corresponde a uma concentragao celular da
ordem de 3,0 x 10® células por mL. Decorrido o tempo de 12 horas, foram adicionados
0,02mL da solugéo do indicador DCPIP (0,8 mg/mL) e se aguardou a descoloragédo do

meio de cultivo.

Os tempos de viragem do indicador DCPIP no meio foram anotados e as quatro
primeiras culturas que descoloriram o meio de cultivo, foram selecionadas e agrupadas

para a realizagao dos ensaios em consorcios.
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De posse dos quatro isolados mais promissores, foram realizados ensaios em
consorcios aplicando-se a técnica do indicador DCPIP, com o intuito de encontrar a
associacdo bacteriana mais promissora. Os experimentos foram realizados em
triplicata, sendo comparados com os dois controles: um bidtico, contendo o meio
mineral BH, indculo e o indicador DCPIP, que € um composto aromatico; e um abidtico,

com o meio BH, querosene e o indicador DCPIP.

As associagbes microbianas foram crescidas nas mesmas condicdes dos
experimentos da etapa de selegéo dos isolados. A composi¢cao do indculo foi realizada,
primeiramente, utilizando-se 5mL de agua esterilizada e uma concentragao celular de
3,0 x 108UFC/mL (escala Mac Farland n° 2) de cada cultura, e em seguida, foram

misturados os indculos em volumes iguais para compor os controles.

Para avaliar, de maneira indireta, a potencialidade degradadora dos
microrganismos, através da producdo de substéncias tensoativas que favorecem a
biodegradagao, foram tomadas medidas de tensdo superficial do meio liquido isento de
células, no inicio dos experimentos e apés 20 dias (RON & ROSEMBERG, 2001; 2002;
LANG, 2002; BOGNOLO, 1998). As medidas de tensao superficial foram realizadas em
tensibmetro manual DU Nouy, pelo método da leitura através do anel de platina
(ASTM D -971, 1999).

Para averiguar a extensdo da biodegradacdao a partir da produgdo de acidos
organicos, resultantes da degradacé&o parcial dos hidrocarbonetos do QAV, foram
tomadas medidas de pH no inicio e apos 20 dias de experimento (FRANKEMBERGER
JR, 1992). As medicdes de pH foram realizadas em potenciémetro digital DIGIMED®
modelo DM-21.



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 37

4.4 ENSAIOS DE ACLIMATACAO DAS LINHAGENS E ASSOCIACOES
SELECIONADAS

As linhagens isoladas (B6 e a Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39) e as
associacdes selecionadas foram aclimatadas durante 12 dias em meios de Bushnell-
Haas modificados, contendo, em cada estagio de aclimatagdo, concentragbes
crescentes de querosene (1%, 3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13% e 15%).

Nestes experimentos, foram empregadas duas composi¢des modificadas do meio
de Bushnell-Haas: uma obedecendo a relagdo aproximada C:N de 200:1, denominada
de bioestimulo N1 e a outra em que a relagao aproximada C:N é de 50:1, chamada de
bioestimulo N2, a fim de verificar o desempenho na biodegradagéo dos isolados e das

associacdes microbianas, submetidas a estimulos nutricionais diferentes.

Para efeito de calculo da relagdo aproximada C:N, considerou-se a massa da
amostra de querosene como sendo a massa total de carbono presente nesta amostra,
uma vez que este petroderivado é constituido basicamente por hidrocarbonetos.
Portanto, a massa aproximada de carbono, é igual a densidade da amostra de
querosene (0,7975g/cm®) multiplicada pelo volume de querosene utilizado no meio de

cultivo. Esta relagao ¢ ilustrada pela formula:

mCaprox — dquerosene X unerosene

Onde:

mCaprox = massa aproximada de carbono na amostra de querosene;

dquerosene = densidade da amostra de querosene utilizada;

V

querosene = volume da amostra de querosene utilizada no meio de cultivo.

Por exemplo, para a concentracdo de 15%v/v de querosene, o volume de

querosene utilizado para compor 1000 mL de meio de cultivo € 150mL. Neste exemplo,



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 38

a massa aproximada de carbono encontrada para 150mL de querosene sera, portanto,

de 119,6 g de carbono por litro de meio de cultivo.

Para calcular a massa de NH4sNO3; a ser utilizada na composicdao do meio de

cultivo, utilizou-se a seguinte férmula:

mCapro/ x80,05
mCdesejada
mNH ,NO, =

28

Onde:

mNH,NO, = massa de nitrato de amoénio para compor o meio de cultivo;

mC___ = massa aproximada de carbono na amostra de querosene;

aprox

mC = proporc¢éo de carbono desejada na relagdo C:N.

desejada

Desta forma, a massa de NH4sNO3 para compor 1000 mL de meio de cultivo com a

relacdo C:N de 200:1 sera 1,71 gramas (Tabela 9).

Tabela 9 — Meio de Bushnell-Haas modificado utilizado no bioestimulo N1
(relagdo C:N = 200:1), para varios percentuais de querosene (1% a

15%)

Componentes

KH2PO4 1,009
K2HPO4 1,009
NH4NO3 variavel: (0,11g a 1,719)
MgS0Q4.7H,0 0,20g
FeCls 0,05g
CaCl,.2H,0 0,02¢g
Agua destilada 1L

pH 7,00,2
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Da mesma forma, aplicando-se as formulas anteriores para a relagéo C:N de 50:1,
obtém-se 6,999 de NH4NO3;, que sera a massa utilizada na composicao do meio
modificado de Bushnell-Haas. Assim, a relacdo 50:1, contém quatro vezes mais

nitrogénio que a relagéo 200:1 (Tabela 10).

Tanto na relagdo C:N de 200:1 quanto na de 50:1, a massa de NH4NO3 utilizada
variou de acordo com a variagcdo do percentual de querosene (de 1 a 15%) nos
experimentos de aclimatacdo, como estdo mostradas nas tabelas 9 e 10. Tais variacées
foram de 0,11 a 1,71g de NH4sNO;3 para a relacédo de 200:1, e de 0,45 a 6,999 de
NH4NO3 para a relagao de 50:1.

Tabela 10 — Meio de Bishnell-Haas modificado utilizado no bioestimulo N2
(relacdo C:N = 50:1), para varios percentuais de querosene (1% a

15%)

Componentes

KH2PO4 1,00
KoHPO,4 1,00
NH4NO3 variavel: (0,45g a 6,999)
MgSQ4.7H,0 0,20
FeCls 0,05
CaCl,.2H,0 0,02
Agua destilada 1L

pH 7,00,2

Os experimentos de aclimatagdo foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de
500mL, contendo 25% de inéculo, 74% de cada meio Bushnell-Haas modificado e 1%
de querosene, inicialmente. Apds 12 dias de cultivo, foram retirados 25% do material
bioprocessado para compor o inéculo do experimento seguinte no mesmo meio de BH,
contendo uma concentragao crescente de querosene, numa escala aritmética de razao
2. Foram feitas re-inoculagdes sucessivas até a concentragdo de 15% de querosene,

mantendo sempre 12 dias de aclimatagdo em cada concentracdo. No total, foram
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realizados oito estagios de aclimatagdo com percentuais crescentes de querosene (1%,
3%, 5%, 7%, 9%, 11%, 13% e 15%). Nos estagios 1%, 7% e 15% foram realizadas
determinagdes de: pH, tensao superficial e crescimento microbiano, com intervalos de
quatro dias. As medigdes de pH e tensao superficial foram realizadas da mesma

maneira que nos ensaios de selegéao.

A quantificagdo microbiana foi realizada em triplicata através da contagem de
unidades formadoras de colénias (UFC), utilizando a técnica spread plate, em placas

contendo o meio Triptic-Soy-Agar (TSA) para o desenvolvimento de coldnias (Figura 6).

Figura 6 — Placas contendo o meio Tripitic-Soy-Agar para a contagem das
unidades formadoras de col6nias por mililitro

4.5 ENSAIOS DE BIODEGRADAGAO

Os ensaios de biodegradacdo foram conduzidos em frascos Fernbach com
capacidade para 2800mL, contendo 20% de in6culo, 65% de cada meio mineral BH
modificado e 15% de querosene, totalizando 560mL, o que corresponde a uma relagéo
de aeragao, volume do meio para volume do frasco de 1:5. Estes frascos foram

submetidos a agitagdo de 200 rpm e a temperatura de 30+£1°C por 60 dias (Figura 7).
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Transferiu-se, apos 12 dias de aclimatacdo, 112 mL da suspensao microbiana
aclimatada a 15%, para os frascos Fernbach contendo o meio de Bushnell-Haas

modificado e 15% de querosene.

Durante todo o ensaio, foram realizadas medi¢cbes de: pH, tensao superficial e

crescimento microbiano, com intervalos de cinco dias.

Figura 7 — Experimentos de biodegradacao em frascos Fernbach

A biodegradagao dos hidrocarbonetos do querosene foi avaliada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrémetro de massa (GC-MS) a fim de verificar a ocorréncia da
biodegradagéao, através do decaimento dos picos de concentragdo dos constituintes do
querosene em funcdo do tempo de retencdo. Apds 35 e 60 dias de processamento,
aliquotas de 50 mL, foram centrifugadas a 10.000 rpm a temperatura de 5° C. Nos
sobrenadantes foram realizadas as determinacdes de pH e tensao superficial. Aliquotas
de 10 mL do sobrenadante foram submetidas a extragao da fase apolar com heptano e

nos extratos foram efetuadas as analises cromatograficas.
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As condi¢des operacionais utilizadas nas analises cromatograficas estao descritas
na tabela 11, e estas analises foram realizadas na Central Analitica do Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE.

Tabela 11 — Condi¢cdes operacionais do sistema GC-MS

Parametros do GC-MS Valores
Tgmeeratura inicial de 250,0°C
injecéo

Temperatura da interface 280,0°C
Modo de controle Split
Pressao de entrada 56,7 Kpa
Fluxo da coluna 1,0mL/min
Velocidade linear 36,5cm/seg
Taxa de fracionamento 1/50
Fluxo total 52,5mL/min
Parametros da coluna Descricao/valores
Nome DB-5 ms
Numero de série US 1372916
Espessura 0,25um
Comprimento 30,0m

Diametro interno 0,25mm
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4.6 ENSAIO DE ECOTOXICIDADE

O teste de ecotoxicidade foi efetuado apenas no ensaio que apresentou o maior
percentual de biodegradagéo. Este teste foi realizado na Companhia Pernambucana de
Meio Ambiente e Recursos Hidricos — CPRH, utilizando-se a fotobactéria Vibrio fisheri,
a fim de se determinar a concentragao letal da amostra para cinquenta por cento da
populagao deste microrganismo (CLsp), de acordo com a metodologia descrita na norma
alema DIN 38/412-34 (DIN, 1997).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS QUIMICAS E FiSICO-QUIMICAS DA AMOSTRA DE
QUEROSENE

A analise quimica da amostra de querosene, referente a determinagcdo dos

hidrocarbonetos totais do petréleo — HTP, esta apresentada na figura 8 e na tabela 12.
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Figura 8 — Perfil cromatografico da amostra de querosene quanto aos hidrocarbonetos

totais do petréleo

Tabela 12 — Hidrocarbonetos encontrados na amostra de querosene e suas
respectivas concentragcdes

Fracdo de alcano Concentragéo (ug/L)
nC11 11187827,0
nC12 10498752,0

nC14 16308723,0
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Tabela 12 (continuacédo) — Hidrocarbonetos encontrados na amostra de querosene
e suas respectivas concentracoes

Fragao de alcano Concentragao (ug/L)
nC13 11526770,0
nC15 14499274,0
nC16 13907540,0
nC17 12166636,0
Pri 6051782,0
nC18 9802196,0
Phy 5003180,0
nC19 4783560,6
nC20 7753550,5
nC21 6007040,5
nC22 4356778,0
nC23 3444458,0
nC24 2912936,8
nC25 1144700,8
nC26 1724891,9
nC27 722265,1
nC28 406982,8
nC29 244642,5
nC30 138607,4
nC31 83970,8
nC32 412871
nC33 24259,2
nC34 18500,9
nC35 N.D.*
nC36 N.D.*
Limite Detecgéo: 200,0
TOTAL 149687248,1

N.D.* —nao detectado

O perfil cromatografico de amostras de querosene, apresentado na figura 8,
evidencia que este petroderivado abrange a faixa de hidrocarbonetos que se estende
de Cg a Cjzq1. Observa-se na tabela 12 que os maiores constituintes na amostra do
querosene sdo os alcanos, abrangendo a faixa de C44 a C47. Os alcanos ramificados
pristano e fitano, que sdo citados na literatura como recalcitrantes (PRITCHARD et al,

1996; URURAHY, 1998), estdo presentes na referida amostra em menor concentragao.
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A tabela 13 mostra os resultados das analises fisico-quimicas da amostra de
querosene. Estas analises fazem parte do conjunto de analises, realizadas pelo
laboratério de controle de qualidade da TRANSPETRO-SUAPE, para liberagcao de

cargas e descargas de navios transportadores de derivados claros de petroleo.

Tabela 13- Caracteristicas fisico-quimicas da amostra de querosene.

Caracteristica Valores Norma de
referéncia
Aspecto Claro, limpido, N&o aplicavel
isento de agua (comparacéao
e material visual)
sélido em
suspensdo a
temperatura
ambiente
Massa normal. ASTM 1298 /
especifica NBR 7148
a 20/4°C 797,6
(Kg/m®) ASTM D 56 /
NBR MB 42
Ponto de fulgor 43,0
(°C) ASTM D 86/
NBR MB 9619
Destilagcao:
20% 168,0
recuperado
(°C).
Ponto final
de ebulicdo 271,0
(°C)
1,2
Residuo

(% volume)

0,3
Perda
(% volume)
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A amostra de querosene apresenta valores tipicos de: ponto de fulgor, destilagcéo e
massa especifica para querosene de aviagao (Tabela 13) e os seus valores encontram-

se dentro das especificagcdes da Agéncia Nacional de Petroleo — ANP (ANP, 2000).

5.2 CARACTERIZACAO PRELIMINAR DOS ISOLADOS

Na tabela 14 estdo apresentadas as caracteristicas microscopicas e bioquimicas
dos isolados. Observa-se que todos os isolados exibem a morfologia celular de
bastonetes, com exceg¢do do isolado B1 que tem a forma de cocos. Quanto a
diferenciagao tintorial de Gram, todas as linhagens sdo Gram negativas, exceto a B2 e
a B6 que sao Gram positivas. Com relagado a existéncia de enzima catalase, apenas
trés isolados (B3, B6 eB7) apresentam prova positiva. Quanto ao teste de citocromo
oxidase, somente trés linhagens (B6, B7 e B8) exibiram resultado positivo. O aspecto

macroscopico dos referidos isolados esta mostrado na figura 9.

Tabela 14 — Caracteristicas microscépicas e bioquimicas dos isolados, quanto a
morfologia, provas bioquimicas de catalase, citocromo oxidadse e
teste tintorial de Gram

Isolado Morfologia Coloragédo de  Catalase Oxidase
Gram
B1 Cocos - - -
B2 Bastonetes + - -
B3 Bastonetes - + -
B4 Bastonetes - - -
B5 Bastonetes - - -
B6 Bastonetes + + +
B7 Bastonetes - + +

B8 Bastonetes - - +
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Figura 9 — Aspecto macroscopico dos oito isolados bacterianos obtidos
de amostra de solo contaminado por petroderivados.

5.3 SELECAO DOS ISOLADOS E DAS ASSOCIAGCOES MICROBIANAS

Os ensaios de selecdo foram realizados com todos os isolados, aplicando-se a
técnica do indicador redox 2,6 diclorofenol indofenol — DCPIP. Verificou-se que as
linhagens B6, B7, BS e B4 descoloriram o meio de cultivo, apos 15, 67, 172 e 240
horas, respectivamente (Figuras 10 e 11). Como estes isolados foram os primeiros que
descoloriram o meio, portanto foram os selecionados para a realizacdo dos ensaios em

consorcios.

Figura 10 — Viragem do indicador DCPIP pelo isolado B6 no meio Bishnell-Haas,
apoés 15 horas de cultivo.
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Figura 11 — Viragem do indicador DCPIP pelos isolados B5, B6 e B7 ap0s 15, 67 e
172 horas de cultivo, respectivamente.

Os isolados B1, B2, B3 e B8 descoloriram o meio com um tempo superior a 240
horas, ndo sendo utilizados nos ensaios subsequentes, todavia, deve-se levar em
consideragao que os mesmos tém potencial degradador, uma vez que foram isolados
de um meio contendo o querosene como unica fonte de carbono, embora tenham se
mostrado menos velozes quanto ao inicio da oxidagao biolégica, quando comparados
as quatro linhagens selecionadas (HANSON et al 1993; BRADDOCK & CATTERALL
1999; BROWN & BRADDOCK, 1990).

Hanson et al (1993), utilizando placas multi-pogos para testar o potencial
degradador de cinco isolados bacterianos com relagéo ao d6leo cru, verificaram, que os
isolados selecionados ocasionaram mudanca na coloragdo do meio contendo o
indicador DCPIP, apés 12 horas de incubacdo, enquanto que, os isolados que
responderam com menor rapidez ao processo de oxidagado biolégica apresentaram a

viragem do indicador DCPIP apds 24 horas de incubagao.

Outro critério, utilizado para determinar o numero mais provavel de
microrganismos com potencialidade para degradar 6leo cru, € apresentado por Brown &

Braddock (1990) que consiste na verificagao da ruptura da superficie oleosa do meio de
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cultura em placas multi-pogos. Os referidos autores atribuem a ruptura da superficie

oleosa a produgao de biossurfactante no inicio do processo de biodegradacgao.

Para compor as associacbes, foram utilizados os quatros isolados mais
promissores, formando-se os pares: B4B5; B4B6; B4B7; B5B6; B5B7, B6B7 e o
consorcio, constituido pela mistura dos quatro isolados selecionados (B4B5B6B7).
Todos os ensaios foram submetidos as mesmas condigdes dos experimentos efetuados
com as linhagens isoladas, aplicando a mesma técnica do indicador DCPIP a fim de

selecionar a associagdo mais promissora.

Verificou-se que nas associagbes microbianas em que o isolado B6 estava
presente (B6B5, B6B7, B6B4 e B4B5B6B7), ocorreu a descoloragdo do meio de cultivo
com apenas 10 horas (Figura 12), o que evidencia uma redug¢ao de 5 horas no tempo
de viragem do indicador DCPIP, quando comparado ao experimento com a linhagem
isolada B6 (Figura 10). Esta redugdo de tempo na oxidagdo biolégica sugere que o
isolado B6 exerce um certo efeito sinérgico para com as demais linhagens, indicando
que as associagbes tem maior potencialidade para degradar o querosene que a
linhagem B6 isoladamente. As demais associagdes microbianas apresentaram a

viragem do indicador apés 160 horas de incubagéo.

k {i 11—t /
,

o) { BG/B‘ :
MRG0 /&

T4

& '

-

Figura 12 — Viragem do indicador DCPIP pelas associa¢fes que contém o isolado
B6 apos 10 horas de cultivo.
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As figuras 13 e 14 mostram os valores de pH, iniciais e apés 20 dias de

experimento, para os isolados e as associagdes microbianas, respectivamente.

0 pH inicial

7,54 .
@ pH 20dias

7,0
6,5
pH

6,0

5,54

5,0

C B4 B5 B6 B7

Isolados

Figura 13 — pH dos isolados e do controle abi6tico no inicio e apos 20 dias de
experimento
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Figura 14 - pH dos controles (bidtico e abidtico) e das associacdes microbianas,
no inicio e apo6s 20 dias de experimento.

Nota-se, na figura 16, que ocorreu uma maior queda no valor do pH (15%) para o
ensaio com o isolado B6 do que para o demais isolados, o que nos leva a inferir que

houve uma maior produgao de acidos organicos por este isolado. Verifica-se ainda que
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os valores de pH para os isolados B7, B5 e B4, ao final de 20 dias, foram préximos

entre si, indicando que o teor de acidos orgéanicos produzido foi semelhante.

Quanto as associagbes, a figura 14 mostra que os maiores decréscimos dos
valores de pH ocorreram para as duplas associagdes B6B5 e B6B7, decréscimos estes
que séo da ordem de 15%, tal qual observado para a linhagem B6 isolada (Figura 13),
evidenciando a presenga marcante da referida linhagem no que tange a producéo de
acidos organicos provenientes do processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos
(FRANKENBERGER JR., 1992). O consorcio B4B5B6B7 apresentou uma reducao de
pH semelhante as duplas associagbes que contém o isolado B6 (cerca de 13%), o que

reforga o efeito predominante do isolado B6 com relagdo as demais linhagens.

Nas tabelas 15 e 16, estao apresentados os valores de tensao superficial iniciais e

apods 20 dias de experimento, com os isolados e consércios, respectivamente.

Tabela 15 - Tensao superficial, inicial e apdés 20 dias de experimento, com 0s
isolados B4, B5, B6 e B7.

Isolado Tensao superficial Tensao superficial Reducao (%)
inicial final
Controle abiético 60,9 59,8 1,8
B4 60,9 40,5 33,5
B5 60,9 46,0 24,5
B6 60,9 36,7 39,7
B7 60,9 33,9 44,3

A tabela 15 mostra que os isolados B7 e B6 exibiram as maiores redugdes nos
valores de tensao superficial (44,3% e 39,7%, respectivamente). Embora o isolado B7
nao tenha sido o primeiro isolado selecionado, por n&o ter realizado a viragem do
indicador DCPIP no meio em menor tempo, foi o que produziu maior quantidade de
compostos ativos de superficie, indicando ser uma linhagem promissora no que se
refere a produgao de biossurfactante (RON & ROSEMBERG, 2002).
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Tabela 16 — Tensao superficial, inicial e apds 20 dias de experimento, com as
associacdes microbianas.

Associacao Tenséo superficial Tens&o superficial Reducéo (%)
inicial final

B5B4 60,9 58,6 3,7
B6B4 60,9 34,2 43,8
B6B5 60,9 32,0 47,5
B6B7 60,9 33,6 44,8
B7B5 60,9 57,6 54
B7B4 60,9 58,6 3,7
Consorcio

B4B5B6B7 60,9 42,7 29,9
Controle abidtico 60,9 59,8 1,8
Controle biético 60,9 60,9 0,0

Na tabela 16, observa-se que as maiores redugdes nos valores de tensao
superficial ocorreram com as duplas associa¢cées B6BS, B6B7 e B6B4 (47,5% e 44,8%
e 43,8%, respectivamente) em que o isolado B6 fez parte. Redugdes estas que foram
superiores as obtida pela linhagem B6, isoladamente (39,7%), o que nos leva a crer que
o referido isolado potencializou a produgdo de substancias tensoativas favorecendo a
disponibilidade da fonte oleosa a agdo microbiana. O consorcio (B6B5B4B7)
apresentou, em seguida, a maior taxa de redugdo da tensdo superficial (29,9%),

indicando a potencialidade deste consércio no tocante a produgao de biossurfactante.

5.4 ENSAIOS DE ACLIMATAGAO

Os ensaios de aclimatacdo foram realizados durante 12 dias, com as linhagens
(B6 e Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39), e as associacbes B6B5, B6B7, B5B6B7,
as quais foram submetidas a teores crescentes de querosene (1%, 3%, 5%, 7%, 9%,
11%, 13% e 15%) e a estimulos diferentes da fonte de nitrogénio em relagdo a fonte de
carbono (C:N de 200:1 e de 50:1). Apenas nos ensaios com 1%, 7% e 15% de
querosene foram determinados os parametros de: tensao superficial, pH e crescimento
microbiano. Os resultados referentes aos ensaios contendo 1% de querosene tanto na
aplicacdo da relagdo C:N de 200:1 (bioestimulo N1) como na relagdo C:N de 50:1

(bioestimulo N2), estdo apresentados nas figuras 15 a 19, e estes foram escolhidos
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para serem discutidos. Os demais ensaios (7% e 15%), por apresentarem
comportamento semelhante aos de 1%, estao apresentados no

anexo A.

As figuras 15 e 16 mostram os perfis de tensdo superficial e crescimento
microbiano das linhagens, B6 e Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, durante os

ensaios de aclimatacao a 1% de querosene submetidos aos bioestimulos N1 e N2.
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Figura 15 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem B6
em funcao do tempo de aclimacao em meio contendo 1% de
qguerosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e de 50:1 (N2)
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Figura 16 - Perfil da tens&o superficial e crescimento microbiano da linhagem de
Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39 ao longo do tempo de aclimacéo
em meio contendo 1% de querosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e de
50:1 (N2)

Comparando as figuras 15 e 16, vé-se que os valores de tensdo superficial, ao
final da aclimatagdo, para o isolado B6 foram bastante inferiores (30,0mN/m) aos
observados para a cultura de Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, a qual apresentou
os maiores valores finais de tensao superficial, estabilizando a partir de 96 horas num
valor em torno de 50 mN/m. Isto, provavelmente se deve ao fato de que a cultura de
colecdo nao foi isolada de ambiente contaminado com petréleo, embora o género
Pseudomonas, seja citado na literatura como um género de grande potencialidade para
biodegradar hidrocarbonetos de petréleo. Varios autores enfatizam que a adaptagéo da
cultura microbiana ao poluente &€ um fator preponderante no processo de
biodegradagao. Microrganismos isolados de ambientes com histérico de poluigao por
hidrocarbonetos de petréleo, tem maior habilidade para degradar tais poluentes
(ENGLERT & KENZIE, 1993; KILBANE Il et al, 2000).
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Nota-se, nas figuras 15 e 16, que o crescimento microbiano, tanto do isolado B6
como de P. aeruginosa, atinge, com 96 horas, uma densidade da ordem de
10° UFC/mL.

Nas figuras 17, 18 e 19, estdo apresentados os perfis de tensao superficial e
crescimento microbiano dos consorcios B6B5, B6B7 e B6B5B7, nos ensaios de

aclimatacao a 1% de querosene, submetidos ao bioestimulos N1 e N2.
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Figura 17 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da associagéao
B6B5 em funcado do tempo de aclimag&o em meio contendo 1% de
qguerosene e relacdo C:N de 200:1 (N1) e de 50:1 (N2).
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Figura 18 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da associagéo
B6B7 em funcao do tempo de aclimacdo em meio contendo 1% de
qguerosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e de 50:1 (N2)
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Figura 19 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano do consaércio
B5B6B7 em funcdo do tempo de aclimacdo em meio contendo 1%
de querosene e relagcdo C:N de 200:1 (N1) e de 50:1 (N2)

Observa-se, nas figuras 17, 18 e 19, que as associa¢coes B6B5, B6B7 e B5B6B7
apresentaram um comportamento semelhante quanto ao crescimento microbiano,
alcangando quantificagdes maximas da ordem de 10° UFC/mL, com 96 horas de

aclimatagdo, para em seguida declinar, provavelmente, devido as condi¢gbes de cultivo
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serem bastante seletivas. Verifica-se ainda, que, no periodo compreendido entre 192 e
280 horas de aclimatagdo, ocorre uma estabilizacdo na concentragdo celular (10°
UFC/mL), o que é tipico de fase estacionaria. Ao mesmo tempo, verifica-se que, nesse
citado periodo, ocorre uma maior queda nos valores de tensao superficial (de 40 para
em torno de 30 mN/m), o que indica a ocorréncia de substancias tensoativas. RON &
ROSEMBERG (2001;2002), destacam que, compostos ativos de superficie, produzidos
frequentemente por microrganismos degradadores de hidrocarbonetos de petréleo, tem

a sua maior producao na fase estacionaria do crescimento microbiano.

De uma maneira geral, durante a etapa de aclimatagdo com 1% de querosene, os
valores de tensdo superficial e de crescimento microbiano obtidos com todas as
culturas, foram préximos para os bioestimulos N1 (C:N de 200:1) e N2 (C:N de 50:1),
verificando-se que os valores de tensao superficial foram um pouco inferiores no
bioestimulo N2 do que no N1 (variagbes de 2,9% a 10%), decorrente da maior
producdo de substéncias tensoativas. Quanto a quantificacdo de microrganismos,
observa-se que o bioestimulo N2 foi ligeiramente superior ao bioestimulo N1 (entre 8%
e 47,5%), denotando que a relagdo C:N de 50:1 promoveu uma melhor condicéo

nutricional para as culturas, puras e mista.

A atribuicao de valores 6timos da relacédo C:N, tem sido discutida amplamente por
diversos autores. Alexander (1994) reporta valores que variam de 50:1 a 400:1,
enquanto Baker & Herson (1994) propuseram relagdes de C:N na faixa de 10:1 a 200:1.
Walworth et al (1997) sugerem um estudo acurado dos niveis criticos de nitrogénio para
encontrar os mais adequados a fim de suprir as necessidades nutricionais do
microrganismo com respeito a este elemento, sem que ocorra a inibigdo do crescimento

microbiano.

Na tabela 17 estao discriminados os valores de pH, iniciais e finais, bem como os
percentuais de reducdo desses valores, apdés 12 dias de aclimatacdo com 1% de

querosene, utilizando os bioestimulos N1 e N2.
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Tabela 17 — pH, inicial e final, dos ensaios de aclimatagédo a 1% de querosene,
submetidos aos bioestimulos N1 e N2

Associacao/lsolado pH inicial pH final Reducéo (%)
N1 N2 N1 N2 N1 N2
B6 7,2 7,2 5,6 5,2 22,2 27,7
B6B5 7,2 7,2 5,4 53 25,0 26,3
B6B7 7,2 7,2 5,6 54 22,2 25,0
DAUFPE 39 7,2 7,2 6,5 6,2 9,7 13,8
B5B6B7 7,2 7,2 55 53 23,6 26,3
Controle abidtico 7,2 7,2 7,1 7,1 1,3 1,3

Observa-se na tabela 17 que as maiores redugdes de pH ocorreram com todas as
culturas, isoladas ou em consorcios, quando se empregou o bioestimulo N2. Tal fato
era de se esperar, uma vez que, aumentos na concentragcédo de nitrogénio, favorecem a
biodegradagdo, e consequentemente, maior producdo de acidos intermediarios
(ATLAS, 1984).

5.5 ENSAIOS DE BIODEGRADACAO

Os ensaios de biodegradabilidade foram realizados, durante 60 dias, com as
mesmas culturas, isoladas e em consorcios, que foram aclimatadas, porém
empregando apenas o percentual de 15% de querosene. Nestes ensaios foram
avaliados: o pH, a tensdo superficial e o crescimento microbiano, a intervalos de 5 dias,
e o percentual dos hidrocarbonetos residuais no material biodegradado, com 35 e 60

dias de bioprocessamento.

5.5.1 Tens&o Superficial e Crescimento Microbiano

As figuras 20 a 24 mostram os perfis de tensido superficial e a quantificacdo
microbiana das linhagens, B6 e Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, e dos
consorcios B6B5, B6B7 e BSB6B7.



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 60

Verifica-se em todas as figuras (20 a 24), tanto no bioestimulo N1 como no N2,
uma queda da tensao superficial ao longo do processo, provocada, provavelmente pela
producdo de substancias tensoativas que promovem um aumento na superficie de
contato agua-oleo, contribuindo para que ocorra uma maior disponibilidade da fonte
oleosa a acado microbiana. Segundo RON & ROSEMBERG (2001; 2002) a medida da

tensdao superficial dos meios bioprocessados com derivados de petroleo € uma

avaliacado indireta da ocorréncia de biodegradacao.
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Figura 20 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem B6
ao longo dos 60 dias, em meio contendo 15% de querosene e C:N de

200:1(N1) e 50:1 (N2).
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Figura 21 - Perfil da tensdo superficial e crescimento microbiano da linhagem
Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39 ao longo dos 60 dias, em meio
contendo 15% de querosene e C:N de 200:1(N1) e 50:1 (N2)
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Figura 22 - Perfil da tensao superficial e crescimento microbiano da associagéao
B6B5 ao longo dos 60 dias, em meio contendo 15% de querosene e
C:N de 200:1(N1) e 50:1 (N2)
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Figura 23 - Perfil da tensao superficial e crescimento microbiano da associagéo
B6B7 ao longo dos 60 dias, em meio contendo 15% de querosene e
C:N de 200:1(N1) e 50:1 (N2)
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Figura 24 - Perfil da tensdo superficial e crescimento microbiano do consércio
B5B6B7 ao longo dos 60 dias, em meio contendo 15% de querosene
e C:N de 200:1(N1) e 50:1 (N2)

Observa-se, nas figuras 20 a 24 com os bioestimulos N1 e N2, que ocorre,

geralmente, no periodo final do processo (50 a 60 dias), uma estabilizagdo da tensao
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superficial em torno de um valor, o qual é variavel de acordo com a cultura ensaiada, ou
seja, para as linhagens, B6 e P. aeruginosa DAUFPE 39, os valores foram cerca de 27
e 33mN/m, e para as associagdes B6B5, B6B7 e B5B6B7 de 36, 44 e 29 mN/m,
respectivamente. Segundo Neufeld et al, 1980, o tempo de duragdo do
bioprocessamento, é primordial para a observagdao da estabilizacdo da tensao

superficial em torno de um valor.

Valores semelhantes foram encontrados por Lang (2002), utilizando
biossurfactante produzido por Norcadia sp. cultivada em meio contendo n-hexadecano
como fonte de carbono e energia, obteve uma redugao da tensao superficial da ordem
de 28mN/m.

Neufeld et al (1980), partindo de um meio aquoso com tensdo superficial de
aproximadamente, 70,0mN/m, obtiveram resultados da ordem de 26,5 mN/m com
Acinetobacter calcoaceticus cultivada em meio mineral contendo 2% de

n-hexadecano como fonte de carbono, em fermentacao continua por 30 horas.

Bognolo (1998), em sua revisdo, mostra valores de tensao superficial de alguns
biossurfactantes. Entre eles, estdo os raminolipidios 1, 2 e 3, com valores entre 28,0 e
31,0 mN/m.

Para uma melhor avaliacdo dos valores de tensdo superficial, iniciais e finais, de
todas as culturas, foi elaborada a Tabela 18, levando-se em conta os bioestimulos N1 e
N2. Pode-se observar que as maiores reducdes de tensdo superficial ocorreram, em
ordem decrescente, para o isolado B6 (51%), o consorcio, BSB6B7 (48%), a associagao
B6B5 (43%), a linhagem de P. aeruginosa (40%) e o consorcio B6B7 (27%).
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Tabela 18 — Valores de tensé&o superficial, iniciais e apds 60 dias, dos ensaios de
biodegradacédo, submetidos aos bioestimulos N1 e N2

Associacdo/lsolado  Tenséao inicial Tensao final Reducao (%)
N1 N2 N1 N2 N1 N2
B6 58,0 53,0 28,0 26,1 51,7 50,75
B6B5 60,6 60,3 37,9 34,1 37,4 43,4
B6B7 59,0 58,9 45,5 42,5 22,8 27,8
DAUFPE 39 55,0 53,0 33,0 32,9 40,0 37,9
B5B6B7 55,0 55,4 29,1 28,5 47,0 48,5
Controle abiético 60,9 60,9 59,1 59,1 2,9 2,9

De uma maneira geral, as redugdes percentuais de tensdo superficial foram
maiores nos ensaios submetidos ao bioestimulo N2 do que no N1 para as culturas em
consorcios, enquanto que para as culturas puras, B6 e P. aeruginosa DAUFPE 39, as

redugdes bioestimulo N1 foram maiores do que no bioestimulo N2.

Vale destacar que, a linhagem de P. aeruginosa DAUFPE 39 apresentou redugdes
de tensao superficial maiores que o consorcio B6B7, o que € surpreendedor, uma vez
que a mesma apresentou maiores valores finais de tensao superficial nos ensaios de

aclimatacgao.

Rosemberg (1991), ressalta que a Pseudomonas aeruginosa, € uma espécie
degradadora de hidrocarbonetos, com reduzida capacidade de se estabelecer em
superficies oleosas, embora seja responsavel por altas taxas de biodegradacéo,

quando aclimatada e submetida a bioestimulo.

Nota-se, em todas as figuras (20 a 24), que as quantificagbes microbianas
maximas ocorreram no periodo entre 15 e 25 dias de biodegradagédo com valores
compreendidos entre 10% a 10"" UFC/mL. Logo em seguida, verifica-se uma queda nas
quantificacdes de bactérias metabolicamente ativas, por se tratar de uma condicdo de

cultivo altamente seletiva, vindo, posteriormente, a se estabilizar, abrangendo valores
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na faixa de 10* a 10’ UFC/mL. Tal fato foi evidenciado por Espirito-Santo, (2002), que,
trabalhando com 6leo Diesel em frascos, aplicou inéculos da ordem de 10" UFC/mL e
observou, apdés 8 dias, um crescimento maximo, tanto de leveduras quanto de bactérias
(108 a 10° UFC/mL), porém, apds 20 dias, essas quantificacbes decresceram para a
faixa de 10° a 10° UFC/mL.

Nos ensaios com as linhagens B6 e P aeruginosa, (Figuras 20 e 21), verifica-se
curvas ascendentes de crescimento microbiano com pequena fase lag de cinco dias,
enquanto que para o consércio BSB6B7 (Figura 24), o crescimento € imediato, ndo
existindo fase lag de adaptagdo a nova carga de poluente, o que é decorrente da etapa
de aclimatagdo com igual teor do contaminante organico. Segundo Alexander (1994),
apoés a aclimatagao, a taxa de metabolizacdo do poluente pode ser maior ou menor,
porém se uma nova adigdo do poluente for feita, a degradacédo desse incremento

ocorrera com um periodo de aclimatagdo pequeno ou praticamente inexistente.

As associacbes B6B5 e B6B7 (Figuras 22 e 23), apresentaram, tanto no
bioestimulo N1 como no N2, um decréscimo inicial da populagdo microbiana, o que é
de se estranhar, uma vez que todos os isolados e consorcios foram aclimatados por 12
dias com 15% de querosene. Pode-se supor que, partindo-se de um consoércio com
menor potencial degradador, devido a interagdes entre eles, seja necessario um tempo
maior de aclimatacédo para que, ao se iniciar o experimento de biodegradagao, ocorra

uma diminui¢cdo da fase de adaptagao a nova carga de poluente.

A linhagem de Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, apresentou quantificacdo
microbiana maxima (bioestimulo N1) da ordem de 10" UFC/mL em 15 dias de processo
(Figura 21). Apesar de nao ter sido isolada de ambiente poluido, a versatilidade do seu
potencial genético lhe permitiu crescer expressivamente devido a facil adaptagado aos

hidrocarbonetos do querosene.
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5.5.2 pH

Na tabela 19, estao discriminados os valores de pH, iniciais e finais, como também
o percentual de reducdo desses valores, nos ensaios de biodegradagdo com as

culturas, puras e mistas, submetidas aos bioestimulos N1 e N2.

Tabela 19 - pH inicial e com 60 dias de biodegradacéo

Associacao/lsolado pH inicial pH final Reducéo (%)
N1 N2 N1 N2 N1 N2
B6 7,0 6,9 4,8 4,8 31,4 30,4
B6B5 7,0 7,1 57 5,2 18,5 26,7
B6B7 7,2 6,8 5,6 5,5 22,2 19,1
DAUFPE 39 6,9 6,1 5,1 4,8 26,8 21,3
B5B6B7 6,9 6,8 5,2 4,8 24.6 29,4
Controle abidtico 7,2 7,2 7,1 7.1 1,3 1,3

Quanto a producdo de metabdlitos acidos, observa-se, na tabela 19, que as
reducdes de pH ocorreram, em ordem decrescente para: o isolado B6 (31,4%
bioestimulo N1), o consorcio B5B6B7 (29,4% bioestimulo N2), a linhagem de P.
aeruginosa e a associacdo B6B5 (26,8% bioestimulo N1 - e 26,7% bioestimulo N2

respectivamente) e a associagéo B6B7 (22,2% bioestimulo N1).

O pH inicial difere do pH do meio de cultura (7,2) nos ensaios de biodegradagao
porque o inéculo foi preparado com o meio, contendo células e produto metabdlico,
proveniente dos ensaios de aclimatagdo a 15% de querosene (Tabela 19). Desta
forma, os isolados ou consércios que apresentaram maior producdo de metabdlitos
acidos na etapa de aclimatagcdo, produziram indéculos mais acidos, diminuindo

consequentemente o pH no inicio dos ensaios de biodegradacgao.

Leahy & Colwell (1990) sugerem que valores de pH entre 6,0 e 8,0 sdo os mais
favoraveis a acdo de microrganismos degradadores de petroleo, embora seja bastante

difundido que os fungos s&o mais tolerantes a condigdes acidas (ATLAS, 1981a).
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Alvarez (2002), investigando a produgdo de compostos alquilados pela beta-
oxidagdo de hidrocarbonetos, detectou varios intermediarios acidos, entre eles, os
acidos: hexadecandico, fenildecandico e pristandico, derivados de n-alcanos,
monoaroaticos, poliaromaticos e de misturas, como o 6leo Diesel, o querosene e o 6leo
cru. Estes metabdlitos acidos sao seguramente responsaveis pela redugcdo do pH na

fase aquosa.

5.5.3 Andlises Cromatograficas

A avaliagao da biodegradabilidade de cada composto que constitui o querosene foi
realizada por comparacgéo entre os compostos encontrados no controle com os dos
ensaios propriamente ditos. Desta forma, considerou-se o controle como sendo a

concentracdo maxima de cada composto (100%).

Os resultados, das analises cromatograficas do controle, indicaram 89 picos, dos
quais apenas 13 puderam ser identificados com maior precisao (Tabela 20). Destes
treze picos, apenas os nove primeiros (n-decano, 4-metildecano, 3-eti-2,7-dimetiloctano,
n-undecano, dodecano, 6-metil-dodecano, 2,6,10,14- tetrametiloctano, n-tridecano,
2,6,11-trimetildodecano) puderam ser visualizados em quase todos os ensaios e

portanto foram utilizados para fins de um estudo comparativo.

As figuras 25 a 28 mostram teores percentuais dos hidrocarbonetos residuais
existentes nos materiais biodegradados pelas linhagens, B6 e Pseudomonas
aeruginosa, e pelos consorcios B6B5, B6B7 e B5B6B7, submetidos aos bioestimulos
N1 e N2 apdés 35 e 60 dias de processamento respectivamente. Para uma melhor
avaliacdo, nas tabelas 21 e 22, estdo discriminados os percentuais residuais do

material biodegradado por todas culturas ensaiadas, em ambos os bioestimulos.
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Tanto com 35 dias como com 60 dias de bioprocessamento, observou-se, maior
degradacéao dos hidrocarbonetos do querosene nos ensaios submetidos ao bioestimulo

N2 do que no N1, em todas as culturas ensaiadas (Tabela 21 e 22).

Tabela 20 — Compostos identificados no querosene

Numero do Tempo de Area do pico  Percentual Nome do
pico retengao(min.) composto
01 4,997 173085635 5,7 n-decano
02 5,319 77732178 2,6 4-metildecano
03 5,558 80003898 2,7 3-etil, 2,7-
dimetiloctano
04 6,462 233943103 7,8 n-undecano
05 7,960 472807610 15,7 Dodecano
06 8,163 284654620 9,4 6-metil-
dodecano
07 9,032 442587630 14,7 2,6,10,14-
tetrametilhepta
no
08 9,433 303908974 10,1 n-tridecano
09 10,520 213506627 7,1 2,6,11-
trimetildodecan
o
10 10,843 365532468 12,1 n-tetradecano
11 11,317 59276335 2,0 n-hexano
12 11,688 132298249 4,4 n-eicosano
13 12,183 179190610 59 Policiclicos

aromaticos*

*A biblioteca do espectrometro de massa - MS apresentou com pouca precisao, muitos
poli-aromaticos provaveis neste tempo de retencéo.
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de biodegradacéo,

e N2.

Tabela 21 — Percentuais residuais dos hidrocarbonetos do QAV, ap6s 35 dias

com as culturas B6, B6B5, B6B7, P.
aeruginosa DAUFPE 39 e B5B6B7 utilizando os bioestimulos N1

Bioestimulo Hidrocarboneto Percentual residual por Isolado / Associagao

N1 C B6 B6B5 B6B7 DAUFPE 39 B5B6B7
n-decano 100 38,30 20,10 42,40 79,00 4,60
4-metildecano 100 99,50 14,00 59,50 16,20 25,60
3-etil-2,7-dimetiloctano 100 15,10 16,70 52,20 100,00 16,60
n-undecano 100 92,40 36,00 65,70 89,20 32,40
Dodecano 100 11,90 22,60 33,00 93,60 15,00
6-metil-dodecano 100 12,70 19,10 43,80 97,60 12,40
2,6,10,14-
tetrametilheptadecano 100 22,80 12,00 42,00 85,20 13,50
n-tridecano 100 98,90 22,80 70,00 45,30 24,30
2,6,11-trimetildodecano 100 28,50 99,90 50,80 99,80 23,00

N2 C B6 B6B5 B6B7 DAUFPE 39 B5B6B7
n-decano 100 0,20 5,10 25,00 77,00 4,00
4-metildecano 100 0,50 14,00 28,30 15,00 18,90
3-etil-2,7-dimetiloctano 100 0,10 14,10 21,10 98,70 15,00
n-undecano 100 1,80 28,80 44,80 51,30 30,00
dodecano 100 0,10 15,50 30,40 84,80 6,60
6-metil-dodecano 100 0,50 13,40 33,40 71,30 12,00
2,6,10,14-
tetrametilheptadecano 100 0,30 9,60 27,50 77,40 7,70
n-tridecano 100 0,60 2,40 49,40 40,00 24,30
2,6,11-trimetildodecano 100 0,30 99,80 32,90 70,90 13,60
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Tabela 22 — Percentuais residuais dos hidrocarbonetos do QAV, ap6s 60 dias
de biodegradacdo, com as culturas B6, B6B5, B6B7, P.
aeruginosa DAUFPE 39 e B5B6B7 utilizando os bioestimulos N1

e N2.

Bioestimulo Hidrocarboneto % residual por Isolado / Associagao

N1 C B6 B6B5 B6B7 DAUFPE 39 | B5B6B7
n-decano 100 6,20 21,00 27,30 1,40 1,90
4-metildecano 100 8,00 15,90 20,70 1,60 2,30
3-etil-2,7-dimetiloctano 100 11,10 19,20 24,40 0,90 3,80
n-undecano 100 0,50 39,60 38,60 3,20 5,30
dodecano 100 3,00 36,40 33,10 11,40 5,10
6-metil-dodecano 100 3,70 25,80 22,50 7,60 4,2
2,6,10,14-
tetrametilheptadecano 100 15,40 91,00 96,80 3,00 0,01
n-tridecano 100 5,70 32,50 32,50 12,80 9,10
2,6,11-trimetildodecano 100 19,20 15,70 94,50 11,40 9,20

N2 C B6 B6B5 B6B7 DAUFPE 39 | B5B6B7
n-decano 100 N/D 10,60 25,00 1,00 N/D
4-metildecano 100 N/D 0,90 17,90 1,10 N/D
3-etil-2,7-dimetiloctano 100 N/D 15,00 15,20 0,01 N/D
n-undecano 100 0,40 20,30 36,10 0,90 0,20
dodecano 100 0,20 15,10 28,90 2,80 0,50
6-metil-dodecano 100 0,01 10,60 19,60 0,60 0,40
2,6,10,14-
tetrametilheptadecano 100 0,10 54,30 89,40 1,80 0,50
n-tridecano 100 0,20 17,30 27,80 3,70 1,20
2,6,11-trimetildodecano 100 0,20 12,00 94,00 2,10 0,7

*N/D = ndo detectado
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Percentuais de hidrocarbonetos de querosene apds 60 dias de
biodegradacdo com as linhagens isoladas (B6 e Pseudomonas
aeruginosa DAUFPE — 39) e os consorcios (B6B5, B6B7 e B5B6B7),
utilizando o bioestimulo N2.

Nota-se, nas tabelas 21 e 22, que o isolado B6 apresentou as maiores

nutricionais como nos tempos de bioprocessamento. Os cromatogramas relativos as
N2 com 35 e 60 dias de processamento estdo mostrados nas figuras 29 e 30. Os

degradagbes em todos os constituintes analisados tanto nas diferentes condigbes
concentragdes dos hidrocarbonetos degradados pelo isolado B6 nos bioestimulos N1 e

cromatogramas das demais culturas encontram-se no anexo B.

Figura 28 —
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Os compostos ramificados 2,6,10,14-tetrametilheptadecano e
2,6,11-trimetil dodecano, foram os que apresentaram maior persisténcia com 60 dias de
bioprocessamento empregando os consorcios B6B5 e B6B7. A Dbaixa
biodegradabilidade destes compostos, comparada aos demais, provavelmente, esta
relacionada a sua baixa biodisponibilidade para os microrganismos. De acordo com
Maier (1999), hidrocarbonetos ramificados tém menor biodisponibilidade quando

comparados aos de cadeia normal.

Os compostos n-decano, 4-metil-decano e 3-etil, 2,7-dimetiloctano, ndo foram
detectados apds 60 dias de processamento com o isolado B6 e o BS5B6B7, submetidos
ao bioestimulo N2. E provavel que esses compostos, tenham sido completamente
eliminados, ou biotransformados, podendo, os seus produtos, serem detectados em

outro tempo de retengao que nao foi abrangido.

Atlas (1981b) trabalhando com dleo cru verificou uma redugéo, da ordem de 50%,
para n-alcanos a partir de 14 dias de processo de biodegradacdo. O desaparecimento
completo de n-alcanos com menos de 26 atomos de carbono ocorreu com 28 dias.

Alcanos com mais de 28 atomos de carbono persistiram por mais de 42 dias.

Cunha & Leite (2000), realizando ensaios de biodegradagéo de gasolina em meio
mineral, verificaram melhores taxas de degradagao para n-undecano e n-tridecano apés
72 horas de processamento. Um consorcio de bactérias (Pseudomonas aeruginosa,
Burkhuroderia cepacia e Pseudomonas alcaligenes) reduziu n-alcanos com Cg em
19,9%; C11 em 26,4%; C12 em 21,5% e C43 em 25,3%. Maiores taxas foram observadas

com o aumento da concentragao da fonte de nitrogénio (NH4NO3) no meio de cultura.

Ruberto et al, (2003), apdés 50 dias de processamento, obtiveram reducdes na
concentracdo média dos hidrocarbonetos de 6leo Diesel em torno de 35% e 65% com
relagdo a concentragao inicial, trabalhando com a relagdo nutricional C:N:P de
100:12:3.
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Ururahy (1998), trabalhando com 10% de borra oleosa (em frascos agitados),
obteve melhores resultados de biodegradacdo com a relagdo C:N 100:1, quando
comparada a relagdo C:N de 50:1. Seus melhores resultados com este percentual de
borra foram 20,7% de eficiéncia de biodegradagao com a relagdo C:N de 100:1 e 20,0%

com a relagédo C:N de 50:1 ap6s 42 dias de processamento.

5.6 ENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

O isolado B6 foi o que apresentou os melhores resultados nos ensaios de
biodegradagdo e o material resultante dos ensaios (no bioestimulo N2) com 35 e 60

dias de processamento, foi escolhido para realizagao dos ensaios de ecotoxicidade.

A amostra biodegradada com 35 dias necessitou, para ser determinada a
CLso, de uma diluicdo 256 vezes a amostra original (FDB = 256), enquanto que para a
amostra biodegradada com 60 dias foi necessario um fator de diluicdo de 128 (FDB =
128). As concentragbes estimadas para a Clsyp, sdo respectivamente, 390,6ppm e
781,2ppm.

Tais resultados indicam que, de acordo com os padrdes de ecotoxicidade para
efluentes liquidos, ambas as amostras encontram-se com niveis ndo toleraveis de
toxicidade. Para os objetivos do presente estudo, entretanto, tais resultados sao
satisfatérios porque a reducéo da toxicidade de um processamento para o outro foi da
ordem de 50%.

Santa Anna et al (2002), investigando a produgdo de biossurfactantes por
Pseudomonas aeruginosa, testaram o material resultante dos ensaios quanto a sua
ecotoxicidade utilizando a fotobactéria Vibrio fisheri e encontraram valores em torno de

13,0 ppm para a CLsy do material isento de células.
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Figura 29 — Cromatogramas do isolado B6 C:N 200:1- (a) apés 60 dias; (b) ap6s 35
dias e (c) controle abidtico.
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(@)

Figura 30 - Cromatogramas do isolado B6 C:N 50:1 — (a) ap6s 60 dias; (b) apds 35
dias e (c) controle abiético.
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6. CONCLUSOES

a. A adaptagdo da técnica, aplicada a placas multi-pogos por Hanson et al (1993),
para frascos agitados, utilizando o indicador 2,6 diclorofenol indofenol no meio de
cultivo, serviu para selecionar microrganismos, isolados ou em consorcios, com

potencialidade para degradar hidrocarbonetos;

b. Na etapa de selegédo, a linhagem B6 e as associagbes B6B5, B6B7, B6B4 e
B4B5B6B7 foram as selecionadas, dentre oito isolados bacterianos e seus

consorcios, por apresentarem maior potencialidade para degradar o querosene;

c. O isolado B7 e os consorcios B6B4, B6B5 e B6B7 exibiram, nos ensaios de
selecdo, reducdes nos valores de tensao superficial (244,3%) superiores ao
isolado B6 (39,7%), indicando ser culturas promissoras no que se refere a

producao de substancias tensoativas.

d. Durante a etapa de aclimatacdo a 1% de querosene, os valores de: tensao
superficial, pH e crescimento microbiano, no bioestimulo N1, foram préximos ao
bioestimulo N2, sendo que esta ultima condigdo promoveu uma maior produgao
de substancias tensoativas, acidos orgéanicos e conferiu uma melhor condigao
nutricional para as culturas B6, B6B5 e B6B7, dando quantificagdes ligeiramente

superiores;

e. Nos ensaios de aclimatacdo a 1% de querosene, verificou-se que o crescimento
microbiano, em todas as culturas selecionadas, alcangou uma quantificagéo
maxima (cerca de 10°UFC/mL) com 96 horas de processo, declinando, em
seguida para estabilizar, no periodo de 192 a 280 horas (em torno de
108UFC/mL), periodo este em que houve maior reducdo na tensao superficial,

indicando maior producao de substancias tensoativas;
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f. Nos ensaios de biodegradacdo, as maiores concentragdes microbianas
ocorreram no periodo entre 15 e 25 dias de biodegradagao (108 a 10"" UCF/mL),
havendo, em seguida, uma queda nessas quantificagoes (104 a 10’ UFC/mL) por

se tratar de uma condicao de cultivo bastante seletiva;

g. Observou-se, nos experimentos de biodegradacdo, que as produgdes de
metabolitos acidos ocorreram, em ordem decrescente, para: B6 (31,0%),
B5B6B7 (29,4% - bioestimulo N2), P. aeruginosa (26,8% - bioestimulo N1), B6B5
(26,7% - bioestimulo N2) e B6B7 (21,0%);

h. Nos ensaios de biodegradacdo, as redugdes de tensdo superficial foram, em
média, de: 51% (B6), 47% (B5B6B7), 40% (B6B5), 36% (P. aeruginosa DAUFPE
39) e 25% (B6B7), e estas reducdes foram maiores nos ensaios de submetidos
ao bioestimulo N2 do que ao N1, para os consoércios, enquanto que ocorreu o

inverso para as culturas puras;

i. O bioestimulo N2 (relagdo C:N de 50:1), promoveu uma maior degradagao do
querosene pelos isolados (B6 e P. aeruginosa) e consorcios (B6B5, B6B7 e
B5B6B7) do que o bioestimulo N1 (relagado C:N de 200:1);

j- O isolado B6, submetido ao bioestimulo N2, apresentou as maiores degradagdes
em todos os nove constituintes analisados do querosene seguido do consorcio
B5B6B7;

kK. A linhagem de Pseudomonas aeruginosa DAUFPE 39, apesar de ter exibido os
maiores valores finais de tensao superficial (~50mN/m) na etapa de aclimatacéo,
apresentou, nos ensaios de biodegradacdo com 15% de querosene,
quantificacdes microbianas da ordem de 10" UFC/mL, em 15 dias de processo,
demonstrando uma grande capacidade de se adaptar a condigbes de altas

concentragcdes de hidrocarbonetos de petrodleo;
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Os compostos com maiores ramificagbes, como o 2,6,10,14-tetrametil-
heptadecano e 2,6,11 trimetildodecano, mostraram-se mais persistentes a
degradagdo para os consércios B6B5 e B6B7, apdés 60 dias de

bioprocessamento;

. Os ensaios de ecotoxicidade mostraram uma redugao de 50% na toxicidade do

material degradado pelo isolado B6, quando decorreu o tempo de 35 para 60

dias de experimento, evidenciando a degradac¢ao de substancias toxicas.



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 82

7. SUGESTOES
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Avaliar a potencialidade dos isolados frente a hidrocarbonetos puros, a fim de

compor um consorcio de microrganismos que atuem em cometabolismo;

Realizar ensaios de biodegradagdo em biorreator com isolados e consorcios

promissores;

Verificar o crescimento de bactérias na interface, paralelamente ao crescimento
na fase aquosa, a fim de estimar com maior precisdo a populacido microbiana

total;

Acompanhar a variagao da tenséao interfacial, concomitantemente com a tensao
superficial, a fim de se verificar os isolados que possuem maior atividade na

interface agua-odleo;

Realizar ensaios de ecotoxicidade com organismos representativos da biota

marinha local;

Avaliar a producéao de biossurfactantes;

Realizar ensaios de biodegradagao simulando uma contaminagdo de querosene
em solo, testando diferentes relagdes de C:N:P, (bioestimulo), e diferentes
in6culos com microrganismos aldctones (bioaumento), comparando com o

desempenho da populagao nativa;

Acompanhar o crescimento de bactérias hidrocarbonoclasticas.
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9 . ANEXOS

9.1 ANEXO A — GRAFICOS DOS EXPERIMENTOS DE ACLIMATACAO COM 7 E 15%
DE QAV
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Figura A.1 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem B6
em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo 7% de
guerosene e relacdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.2 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem P.
aeruginosa DAUFPE 39 em funcéo do tempo de aclimatagcdo em meio
contendo 7% de querosene e relacdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.3 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B6/B5 em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo
7% de querosene e relacdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.4 — Perfil da tensdo superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B6/B7 em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo
7% de querosene e relacdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.5 — Perfil da tens&o superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B5/B6/B7 em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio
contendo 7% de querosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.6 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem B6
em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo 15% de
guerosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)



Gomes, E. B. Biodegradabilidade de Querosene de Aviacdo... 96

60,0 —m— Crescim. N1
—B8— Crescim. N2
~ 190 2 | _e_T.s M
£ Z
£ 1500 E |—e—T.S N
5 z
> 140 5
S =
= 1400 &
E @
g 1350 g
O {300 8
0 ‘ ‘ ‘ 25,0
0 100 200 300 400
Tempo (horas)

Figura A.7 — Perfil da tenséo superficial e crescimento microbiano da linhagem P.
aeruginosa DAUFPE 39 em funcéo do tempo de aclimatacdo em meio
contendo 15% de querosene e relagdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.8 — Perfil da tensdo superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B6/B5 em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo
15% de querosene e relacao C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.9 — Perfil da tensdo superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B6/B7 em funcdo do tempo de aclimatacdo em meio contendo
15% de querosene e relacédo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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Figura A.10 — Perfil da tens@o superficial e crescimento microbiano da cultura
mista B5/B6/B7 em funcdo do tempo de aclimatagcdo em meio
contendo 15% de querosene e relagcdo C:N de 200:1 (N1) e 50:1 (N2)
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9.2 ANEXO B — CROMATOGRAMAS DOS HIDROCARBONETOS DO QAV COM 35 E
60 DIAS DE PROCESSO

Figura B.1 — Perfil cromatogréfico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B5B6B7 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N1.
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Figura B.2 — Perfil cromatogréfico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B5B6B7 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N2.
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Figura B.3 — Perfil cromatogréafico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B6B5 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N1.
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Figura B.4 — Perfil cromatogréfico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B6B5 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N2.
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Figura B.5 — Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B6B7 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N1.
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Figura B.6 — Perfil cromatogréfico dos hidrocarbonetos degradados pela cultura
mista B6B7 (a) com 35 e (b) com 60 dias de processamento, com
bioestimulo N2.
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Figura B.7 — Perfil cromatogréafico dos hidrocarbonetos degradados pela linhagem

P. aeruginosa DAUFPE 39 (a) com 35 e (b) com 60 dias de
processamento, com bioestimulo N1.
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Figura B.8 — Perfil cromatografico dos hidrocarbonetos degradados pela linhagem
P. aeruginosa DAUFPE 39 (a) com 35 e (b) com 60 dias de
processamento, com bioestimulo N2.
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9.3 ANEXO C — PRODUGAO CIENTIFICA

ADAPTATION OF A RAPID SCREENING TECHNIQUE
FOR PETROLEUM DEGRADING BACTERIA

Edelvio de Barros Gomes®; Patricia Barros de Macédo?; Maria de Fatima Vieira de
Queiroz Sousa'

1Departamento de Antibiéticos UFPE, Recife, PE, Brazil

2Departamento de Biologia UFRPE, Recife, PE, Brazil

ABSTRACT

An adaptation of a rapid and simple technique for screening of potential petroleum
hydrocarbons degrading bacteria, using the redox, was developed. Eight isolates and
six bacterial consortia were investigated on its degradative capabilities by utilizing Jet
fuel as the sole carbon source. Cultures were grown at 30+1°C, and 200-rpm shaker
using Bushnnell-Haas medium in 250mL Erlenmeyer’s flasks. Tests were performed by
adding 0,02mL of a 2,6 dichlorophenol indophenol (DCPIP) solution to the flasks after
12h incubation and by observing the time required to change the color of medium
containing indicator DCPIP, from blue to colourless. The isolate B6 changed the color of
medium after 15h, while all the others, after 67h. Microbial associations changed the
color of medium after 10h when B6 isolate was present. Lower pH and surface tension

values were observed in these combinations.

Key words: Bioremediation; jet fuel; screening technique
INTRODUCTION
Studies showed that bioremediation could be a cost-effective clean-up technology to
treat soils, seawater and sediments containing petroleum hydrocarbons. Spilled oils
removed by mechanical means usually allows the continuous presence and

accumulation of residual oils in the spilled area. Bioremediation is defined as an
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acceleration of the natural fate of oil pollutants and hence a natural solution that causes
minimal damages to the environment.

Hydrocarbons degrading microorganisms are commonly isolated in contaminated
soils and marine environment following oil spills. The screening of potential petroleum
degrading microorganisms is an important step toward development of a bioremediation
protocol. Techniques for screening of hydrocarbons degrading bacteria have been
develop.

Hanson et al (1993) developed a rapid and simple technique based on microbial
oxidation by observing the color change in the medium containing redox indicator
DCPIP used as the electron acceptor in cellular oxidation reactions. This technique was
conduced in microtitres. Usually, degradation of hydrocarbons is accompanied by
emulsification, resulting in a greater oil-water interface due to the presence of natural
emulsifiers (RON & ROSEMBERG, 2001). The production of biosurfactants (natural
emulsifiers) allows the uptake and utilization of hydrocarbons, hence, leads to the
growth of microbial cells and decreases in surface tension and pH in aqueous media.

The aims of this study is to select bacterial isolates and bacterial consortia on its
capabilities to degrade hydrocarbons presents in jet fuel by utilizing a redox modified
technique, and to compare this results to surface tension and pH data

(FRANKEMBERGER Jr., 2000).

MATERIAL AND METHODS

Isolates and culture conditions
Eight bacterial isolates (B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7 and B8) were obtained by

selective enrichment technique on cultures from petroleum derivatives contaminated soil
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samples (WALTER, 1995). This technique provided jet fuel as the sole carbon and
energy source, by increasing the concentration of the cited fuel. With the purpose of
adaptation, isolates were grown in rotatory shaker, at 200 rom and 30 £ 1 °C, in 250mL
Erlenmeyer’s flasks containing 75mL of Bushnell-Haas media from 12 hours.
Selection

After adaptation, selection was accomplished by adding 0,02mL of DCPIP in flasks,
allowing the growth at the same conditions described before. Flasks were observed at 4
hours intervals to verify the changes in color of indicator. The time required to change
the color of DCPIP from blue colorless were reported, and isolates with high abilities to
degrade jet fuel were grouped in double associations and submitted to the same
conditions.
Surface tension and pH measurements

Surface tension and pH were measured in aqueous phase before inoculation, and
after 20 days experiments. Measurements of surface tension were accomplished as
recommended by Dud-Noy (ASTM D 71, 1999), in manual tensiometer at 30+1°C.
Measurements of pH in aqueous phase were conduced utilizing pH measurements

devices.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolate B6, changed the color of medium after 15 hours; B7 after 67 hours; B5 after
172 hours and B4 after 240 hours. All the others isolates changed the color of medium
after 240hours. All the associations containing isolate B6, changed the color after 10
hours from incubation time, while others, required more than 150hours. Lower pH and

surface tension values were observed to isolates B6 (pH 6.1; surface tension 36.7mN/m)
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and B7 (pH 6.1 and surface tension 33.9mN/m). On associations, lower values were
observed to B6B5 (pH 6.1, surface tension 32.0mN/m), B6B7; (pH 6.1, surface tension
33.6mN/m), and B4B5B6B7 (pH 6.2, surface tension 47.2mN/m).

Results showed that, although B6 changed the color of medium more rapidly than
B7, surface tension values in B7 suggest that this isolated is the most indicated to
studies in biosurfactant production (RON & ROSEMBERG, 2001).

Isolate B6 may cause a synergic effect, when associated with other isolates. Other

association caused an inhibitory effect on abilities to oxidize hydrocarbons, instead.

CONCLUSIONS

The adaptation of method to flasks is more appreciable to determine degrading
potential in few isolates, because it require high quantities of flasks and space, and than,
is not viable. On the other hand, adaptation showed that it is very useful to determine

the potentiality of consortia to degrade hydrocarbons.
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