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Os processos de biorremediacdo fazem uso de ndeiergos para minimizar poluentes de
hidrocarbonetos de petréleo, tornando-se uma aligemestratégica as convencionais tecnologias para
remediacdo de areas contaminadas, com menor cpsi@cmnal e minimos efeitos adversos ao
ambiente. Este trabalho avalia o potencial de diediacdo por biossurfactantes produzidos em meio
mineral suplementado com fontes alternativas dieoca&r, como vinhaca, manipueira e éleo residual de
fritura. Quatorze microrganismos, selecionados tesdte de biodegradabilidade em petréleo, na pgasen
do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (D@ foram avaliados quanto a capacidade de remogéo
de solos contaminados com petrdleo. Os resultadtidos mostraram que os biossurfactantes em meio
mineral suplementado com 6leo e manipueira, emestragdes de 1,5%, conseguiram remediar o 6leo
da areia de praia contaminada pelo petrdleo ena&3%o, para o microrganismo isolado do solo. Esse
percentual foi superior aos biossurfactantes caaisrau sintéticos existentes e disponiveis no atkrc
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Bioremediation processes make use of micro-organiemminimize pollutants from oil hydrocarbons,
making it a strategic alternative to conventioredhinologies for contaminated areas remediatiorh) wit
minimum operational cost and adverse effects taeth@éronment. This study evaluates the potential fo
bioremediation by biosurfactants produced in mihenadium supplemented with alternative carbon
sources such as vinasse, cassava wastewater (maa)pand residual oil for frying. Fourteen micro-
organisms, selected for testing the biodegradghiiftoil, in the presence of the redox indicato8-2,
dichlorophenol indophenol (DCPIP), were evaluatedthe capacity of remove oil contaminated soils.
The results showed that the biosurfactants in nmediupplemented with mineral oil and manipueira at
concentrations 1.5% were able to overcome the foleach sand polluted by oil in about 83% to the
micro-organism isolated from soil. This percentages higher than the commercial biosurfactants or

synthetic existing and available on the market.
Keywords: Biosurfactants; Agroindustrial wastespi@mediation

1. INTRODUCAO

A contaminagdo causada pela exploracdo do pet®lseus derivados causam grande
impacto ambiental e as técnicas para sua remedig@gaorecebido destaque nas ultimas
décadas, pois essas substancias apresentam padesadxicas, mutagénicas e carcinogénicas
aos seres humanos [1,2].

Grande parte das reservas de petr6leo encontra-sean e 0s processos de transporte,
estocagem e refino sdo os responsaveis pela igliodde quantidades consideraveis desse
composto no ambiente. Os derramamentos aciderggietddleo causam, geralmente, grandes
impactos ambientais, o que exige a remogéo imedateontaminante. Atualmente, diversas
estratégias para remediacdo de é&reas afetadasepolep estdo disponiveis. Todavia, as
técnicas convencionais apresentam problemas opee€i em razdo do seu alto custo,
necessidade de pessoal e de equipamentos espelbaliBiorremediacdo € uma tecnologia que
utiliza microrganismos para minimizar ou removelupates de hidrocarbonetos de petréleo do
ambiente ou a sua reduc¢do a niveis de concentsae#tdveis [3]. Diante disso, os processos de
biorremediacdo tornam-se uma alternativa as tegrasoconvencionais para remediacdo de
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areas contaminadas com petréleo e seus derivamtogjim menor custo operacional e minimos
efeitos adversos ao ambiente [4, 5, 6].

Surfactantes sdo moléculas com propriedades téraoaue possuem grupos hidrofilicos e
hidrofébicos, os quais determinam propriedades cadsorcao, formacdo de micelas, formagéo
de macro e micro emulsdes, lubrificacdo, acdo eaptemou antiespumante, capacidade
molhante, solubilizacdo e detergéncia, imprescaidivnos processos de biorremediacao,
podendo ser produzidas por sintese quimica (sarflest sintéticos) ou biologica
(biossurfactantes) [7].

A aplicacdo dos biossurfactantes esta diretameel@cionada as propriedades fisico-
quimicas de cada composto [8]. Entre as vantagdne ®s surfactantes quimicos, destacam-se
a biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior @eaeducéo da tensdo superficial, estabilidade
térmica e producdo a partir de substratos renovavgiesar disto, o alto custo para sua
obtenc¢do impede sua viabilidade de aplicacao [9habr mercado para os biossurfactantes € a
indastria petrolifera, onde sado utilizados na peddu de petréleo ou incorporados em
formulagbes de Oleos lubrificantes [4,10]. Outrgdicacbes incluem os processos de
biorremediacéo e dispersao no derramamento de, @aemocado e mobilizacdo de residuos de
Oleo de tanques de armazenamento e a recuperafféarade de petréleo.

Muitas espécies de bactérias liberam biossurfatania presenca de hidrocarbonetos
hidrofébicos, promovendo o aumento da solubilida#sses compostos no meio [10,11].
Estudos também citam a capacidade de crescimentundm Cladosporium resinagl2],
frequentemente isolado de tanques combustiveisitigmar misturas de alcanos, produzindo
acidos graxos e fosfolipidios extracelulares, pp@cnente o acido dodecandico e a
fosfatidilcolina, aumentando a taxa de degradagdachno em até 30% [13].

Os microrganismos produtores de surfactantes tangm&iam ser usados para aumentar a
solubilizacdo de outros grupos de compostos orgértiaxicos, como os defensivos agricolas
[14]. A degradacdo de hexaclorociclohexano Pseudomonas aeruginos$ai relatada, sendo
gue outros organoclorados como DDT (Dicl@idenil-Tricloroetano)e ciclodienos também
foram emulsificados em menor grau [13]. O surfaetade P. aeruginosalUG2 aumentou a
solubilizacdo de hexaclorobifenila aderida ao soleesultou na recuperacdo de até 31% do
composto na fase aquosa [13], trés vezes superiobtida com o surfactante quimico,
lignossulfonato de sodio. Os biossurfactantes #ehido crescente atencao nos ultimos anos
por sua biodegradabilidade, baixa toxicidade erdigade de aplicacdes e funcionalidade sob
condicBes extremas.

Como estratégia para a redugéo dos altos custeodacao industrial de biossurfactante, os
subprodutos da agroindustria vém sendo avaliadesocéonte de carbono alternativa,
favorecendo, também, a minimizacéo do impacto amudieausado pelo descarte inadequado
desses rejeitos no ambiente [8, 15,16].

Este trabalho avalia o potencial de biorremediagéwobiana facilitada pela producéo de
biossurfactantes produzidos em meio mineral supitade com fontes alternativas de carbono,
como vinhaca, manipueira e Oleo residual de fritupartir de microrganismos isolados do solo
contaminado por estes residuos e selecionadosgstéode biodegradabilidade em petrdleo, na
presenca do indicador redox 2,6-diclorofenol indofe DCPIP). A importancia deste estudo
visa externar a preocupacdo ambiental em reapapweiduos agroindustriais e inserir o fator
social como fruto de avancos tecnoldgicos, aliadantardisciplinaridade, permitindo a
viabilidade do desenvolvimento sustentével.

2. MATERIAIS E METODOS

Os residuos agroindustriais, manipueira (M) e ah@/) e 6Oleo de frituras (O), foram
adquiridos em induastrias de Alagoas. A manipueodl adquirida em casa de farinha no
municipio de Junqueiro. A vinhaca foi gentiimengglida pela usina Cachoeira, localizada em
Maceid. O 6leo vegetal residual foi obtido de ustaarante dentro da Universidade Federal de
Alagoas. Utilizou-se solo comum, coletado nas pnidddes do laboratério, para a
contaminacdo das amostras.
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Foram utilizados onze isolados microbianos pragstale biossurfactantes (2, 3, 5, 7, 10,
13, 17, 25, 33, 35 e 43) [17], 3 microrganismodaidos em pesquisas anteriores pelo
Laboratério de Ensino em Engenharia Quimica (C2e €©4.0) e a leveduidarrowia lipolytica
583 (IMUFRJ 50682), gentilmente cedida pelo BIOSHE=Gcola de Quimica da UFRJ.

Os onze microrganismos isolados foram previamedéntificados através do teste de
biodegradabilidade, no qual se verifica 0 potenoi@robiano de produzir biossurfactantes,
realizando-se uma triagem inicial por meio da e biorremediagdo do petroleo, baseada
no uso do indicador redox 2,6-diclorofenol indofe(@CPIP) [18]. Neste teste, durante a
oxidacdo microbiana dos hidrocarbonetos, elétrofs sansferidos até aceptores como
oxigénio, nitrato e sulfato. Ao incorporar um acepde elétron como o DCPIP ao meio de
cultura, é possivel averiguar a capacidade dosong@nismos em utilizar hidrocarbonetos
como substrato a partir da observacdo de mudancaldeacdo do DCPIP de azul (oxidado)
para incolor (reduzido). Todos 0s onze microrganisiioram capazes de oxidar o DCPIP em
concentracdes de até 1% de petrdleo.

A capacidade de remocgdo de solos contaminados dem féi feita de acordo com
metodologia descrita na literatura [19]. A adeqoag@ biossurfactantes para a recuperacao de
0leo como o petroleo foi realizada utilizando 186egareia da praia impregnadas com 15 mL
do 6leo. FragBes de 10 g da areia contaminada foearsferidas para Erlenmeyers de 250 mL,
nos quais 30 mL de agua destilada foram adicionadoso controle negativo, 30 mL do
surfactante sintético SESlauril sulfato de sédio) foram adicionados comatoale positivo e
30 mL de solugéo aquosa de biossurfactante a unt@ctvacéo de 1,5 %.

No tratamento, as amostras foram incubadas em utadagorbital shakey a 110 rpm por
24 horas a 24°C e, em seguida, centrifugadas ar@d@@or 20 minutos para a separacao da
solugéo de lavagem e da areia.

A quantidade de 6leo residual que permaneceu e &@pés a utilizacdo do biossurfactante
foi determinada, por gravimetria, como a quantiddelenaterial extraido da areia com hexano
[15].

A Figura 1 esquematiza o processo de contaminag&mrala de praia com o Oleo cru até
remocao do petréleo pelas 14 amostras de sobrdeaddinres de células microbianas, que
apresentaram em estudos anteriores capacidadeiltarfa contato com os microrganimos no
processo de biorremediacdo. As amostras das detendes composicoes do meio mineral
foram utilizadas na concentracdo 1,5% (v/v). Aadd praia (a) foi contaminada pelo 6leo (b)
e distribuida em Erlenmeyers (c), que receberaamasstras de biossurfactante, mantendo um
contato de 24h ershakera 24°C e 110rpm (d). ApOs esse periodo, obtivesaros 6leos
recuperados pela biorremediagao (e).

Figura 1: Etapas do processo de biorremediacdo epgl de praia contaminada com petrdleo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A vantagem de se ter neste estudo varias amositasbianas, por mais que ndo se tenha a
identificacdo completa das espécies, € vantajass permite uma varredura nas caracteristicas
gue mais se enquadram na técnica de biorremedigcaunodegradacdo do petrdleo em
ambientes naturais ou em laboratério ndo podeesdéizada por uma Unica espécie microbiana,
uma vez que este poluente é constituido por véipss de hidrocarbonetos e nenhum
microrganismo é capaz de degradar sozinho toda®mpostos ali presentes [16, 20, 21]. A
complexidade dos processos metabdlicos necessagssadegradacao leva a formacédo de
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consorcios, com microrganismos de diferentes gé&nerespécies, cada um especializado
em degradar uma ou varias fracdes do o6leo.

Os resultados do potencial para avaliar a capaeidad 14 amostras de biossurfactantes
na biorremediagdo do petrdleedido pela PETROBRASNnos sete meios: glicose (G),
vinhaca (V), manipueira (M), 6leo + glicose (OGg®+ vinhacga (OV), éleo + manipueira
(OM) e vinhaca + manipueira (VM), além de agua,stdeofactante sintético SE® da
leveduraYarrowia lipolytica583 (IMUFRJ 50682) sdo mostrados nas Figuras 2 a 4.
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Figura 2: Potencial de biorremediacéo (%) dos lddsiurfactantes, Yarrowia lipolytica e SLiSa
concentracao de 1,5% (v/v) em meios de glicose (@¢o + glicose (OG).

Nos ensaios formulados com 2% de glicose (FigureoB3ervou-se que alguns isolados
microbianos (2, 3, 7, 17, 35, 43 e C2) tinham cajaate acima de 60% em reduzir a
contaminacdo pelo petréleo. Porém, na presencalidesey (G), nenhum biossurfactante
superou a biorremediacao conduzidayarrowia lipolytica583 (IMUFRJ 50682), de 78%, até
mesmo o surfactante sintético Sl .Sjue biorremediou 76%. A suplementacdo com o6leo
residual (OG) ndo auxiliou o processo, sendo mefiognte que a agua.

Na Figura 3, visualiza-se que os meios formulasogresenca de vinhaca (V) ndo geraram
resultados satisfatorios. A excegdo foram os isal&b, suplementado com manipueira (VM),
gue gerou um potencial de recuperar 85% do 6leodarareia de praia contaminada com
petréleo, maior do qu¥arrowia lipolytica583 (IMUFRJ 50682) e SI%S e C2, suplementado
com Oleo residual de fritura (OV), com capacidadéidrremediacdo em torno de 65%.
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Figura 3: Potencial de biorremediacéo (%) dos 1ddsurfactantes na concentracdo de 1,5% (v/v) em
meios de vinhaca (V), éleo + vinhaca (OV) e vinhagaanipueira (VM).
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Os resultados de biorremediacdo em meio com marapsigplementado com 6leo de fritura
(OM) foram relevantes, comprovando mais uma vefic&gncia da suplementa¢éo como fonte
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de carbono alternativa para a producdo de biossarfes. Nesta condicdo, como ilustra a
Figura 4, o potencial dos biossurfactantes foi malo que quando os mesmos foram
provenientes de qualquer outra formulacdo do mémemal, chegando a recuperarem acima de
60% de petroleo.
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Figura 4: Potencial de biorremediacéo (%) dos 1ddsurfactantes na concentracdo de 1,5% (v/v) em
meios de manipueira (M), 6leo + manipueira (OMjihaca + manipueira (VM).

A aplicabilidade dos microrganismos em estudo mzgsso de biorremediacdo do 6leo cru
foi constatada, sendo sua eficiéncia validada quacmmparado ao S[°Se a Yarrowia
lipolytica 583 (IMUFRJ 50682), um microrganismo identificadoliteratura como competente
produtor de biossurfactante.

Estas analises foram realizadas a partir da produgds eficiente de biossurfactante, com o
residuo agroindustrial manipueira suplementado 6teo residual de fritura como fonte de
carbono, e apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Desempenho dos biossurfactantes em melagdipo de microrganismo em meio suplementado
com 6leo de fritura e manipueira.

Amostra de Tipo de Coloracéo de Potencial de
biossurfactantes microrganismo Gram biorremediacdo (%)
2 levedura 80,66
3 levedura 65,37
5 levedura 83,07
7 bactéria - 77,51
10 bactéria + 66,51
13 bactéria + 73,82
17 levedura 77,37
25 bactéria - 63,79
33 bactéria - 66,94
35 bactéria - 63,82
43 bactéria + 75,54
Cc2 bactéria - 69,61
Cc9 bactéria + 71,30
C10 bactéria + 65,25
YL levedura 78,12
SLS® 76,38

Os biossurfactantes produzidos a partir de leved{@a3, 5, 17) apresentaram potenciais de
biorremediacéo superiores a 70% e ao¥areowia lipolyticae do surfactante sintético St
excecdo do obtido pela levedura 3. Quanto aosuifassantes produzidos por bactérias (7, 10,
13, 25, 33, 35, C2, C9 e C10), estas em sua mdsydaa negativas, foram obtidos potenciais
de biorremediacdo entre 63 e 78%, sendo menosmfis que aqueles produzidos pelas
leveduras.
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Tais resultados corroboram a importancia de seilivant residuos em processos
biotecnoldgicos visando a producdo dos sabdes dibal®. Neste estudo, o biotensoativo
produzido pela leveduraarrowia lipoltica tendo a glicose como substrato, teve resultados
inferiores ao de leveduras e bactérias que ut@imaa manipueira e o 6leo de fritura como fonte
de carbono para o processo de producdo de biossunties, bem como substrato alternativo
para o isolamento de microrganismos.

Alcancou-se, portanto, dois focos principais nésibalho, ou seja, o reaproveitamento da
biomassa, ressaltando a importancia ambientalp@a@ucao de biotensoativos a partir destas
fontes alternativas de carbono como suplementagdmeio mineral, com propriedades de
biorremediacéo.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a biorrendalia¢ favorecida pelo uso de substratos
de baixo custo, éleo residual de fritura e maniayeialidando a importancia da fonte oleosa
como indutora na producdo de biossurfactantesxcAgéio se deu pelo isolado 35, uma bactéria
Gram negativa, que teve um maior potencial de @aldg 6leo cru (85%) quando produzido a
partir da mistura de vinhaga e manipueira com fdetearbono ao meio mineral.
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