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“Seja a mudancga que vocé deseja
ver no mundo”.
(Mahatma Gandhi)
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RESUMO

FARIA, Douglas. Biorremediacdo em Derramamento de Petréleo com Enfase na
Técnica de Encapsulamento de Micro-organismos Consorciados. Porto Alegre.
2018. Dissertacdo. Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de
Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

Os derramamentos de petréleo causam severos impactos ambientais e econémicos,
assim, a técnica de biorremediacdo vem sendo amplamente estudada com intuito de
utilizar micro-organismos para degradacdo do petrdleo. Devido a sua complexa
composigao, o petrdleo torna a acdo dos micro-organismos dificultada em relagéo a
metabolizacdo de seus componentes e, por isso, 0 uso do encapsulamento com
insercdo de biomassa vegetal fornece protecdo e insumo metabdlico inicial para
producdo de biossurfactantes, que aumentam a area superficial de contato entre os
metabdlitos e os micro-organismos, acarretando no aumento da degradacdo dos
compostos e maior eficiéncia no processo de biorremediacédo. Portanto, os objetivos
do presente trabalho sdo analisar as capsulas produzidas com uso de alginato de
sédio, biomassa vegetal e micro-organismos através de técnicas como: TGA, DSC,
MEV-FEG e contagem de células bacterianas viaveis, montar um delineamento
experimental fatorial fracionado para analisar a importancia das variaveis:
concentracdo de capsulas, diluicdo do petréleo, agitacdo, temperatura, duracdo do
processo e substrato utilizado (petréleo bruto ou fracdo alifatica pura) e,
posteriormente, avaliar a degradacdo do petréleo com uso de células microbianas
encapsuladas através de um delineamento fatorial completo. Os resultados de TGA
e DSC mostraram que as capsulas tém estabilidade térmica até 42 °C e que o
crescimento dos micro-organismos aumenta a estabilidade e a resisténcia térmica
do consoércio de bactérias. O MEV-FEG permitiu visualizar a presencga de poros na
membrana capsular e o numero de células bacterianas viaveis foram maiores em
capsulas contendo 1% (p/v) de alginato de sédio. O indice de emulsificacdo
apresentou um grande aumento (80%) a partir do quinto dia, assim como a tensao
superficial teve um grande decréscimo (48%) no mesmo periodo, indicando uma

maior producdo de biossurfactante. As andlises de degradacdo mostraram que
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todas as variaveis tém impacto no processo biolégico, no entanto, as mais
importantes sdo: concentracdo de substrato, tempo, agitacdo e temperatura.
Portanto, o planejamento fatorial completo indicou que houve um aumento na
concentracdo de C12 na maioria das amostras, mostrando que os hidrocarbonetos
de cadeia mais alta estdo sendo degradados primeiramente. Quanto as andlises
capsulares, as mesmas mostraram excelente estabilidade térmica e porosidade,
aumento do crescimento microbiolégico a baixas concentracdes de alginato de
sodio, diminuicdo da tenséo superficial e aumento da emulsificacdo na presenca de

petroleo.

Palavras-Chaves: petréleo, micro-organismos, encapsulamento, biorremediacéo,

degradacéo.



ABSTRACT

FARIA, Douglas. Bioremediation in Petroleum Spill with Emphasis on the
Encapsulation Technique of Consortium Microorganisms. Porto Alegre. 2018.
Master Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology,
PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

Oil spills cause severe environmental and economic impacts, so the
bioremediation technique has been widely studied in order to use microorganisms for
the degradation of petroleum. Due to its complex composition, petroleum makes the
action of the microorganisms difficult in relation to the metabolization of its
components and, therefore, the use of the encapsulation with plant biomass insertion
provides protection and initial metabolic input for the production of biosurfactants,
which increase the surface area of contact between the metabolites and the
microorganisms, resulting in increased degradation of the compounds and greater
efficiency in the bioremediation process. Therefore, the objectives of the present
work are to analyze the capsules produced with the use of sodium alginate, plant
biomass and microorganisms through techniques such as: TGA, DSC, MEV-FEG
and viable bacterium cell counting, set up a fractional factorial experimental design to
analyze the importance of the variables: capsule concentration, oil dilution, agitation,
temperature, process duration and substrate used (crude oil or pure aliphatic
fraction), and then evaluate the degradation of the oil using encapsulated microbial
cells through a factorial design.

The results of TGA and DSC showed that the capsules have thermal stability up to
42 °C and that growth of the microorganisms increases stability and thermal
resistance of bacterium consortium. MEV-FEG showed the presence of pores in the
capsular membrane and number of viable bacterium cell counts was increases in
capsules containing 1% (w / v) sodium alginate. The emulsification index showed a
large increase (80%) from the fifth day, just as the surface tension had a great
decrease (48%) in the same period, indicating a higher biosurfactant production. The
degradation analysis showed that all variables have an impact on the biological

process, however, the most important are: substrate concentration, time, agitation
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and temperature. Therefore, the full factorial design indicated that there was an
increase in C12 concentration in most samples, showing that the higher chain
hydrocarbons are being degraded in the first place. As for the capsular analyzes,
they showed excellent thermal stability and porosity, increased microbiological
growth at low sodium alginate concentrations, decreased surface tension and

increased emulsification in the presence of petroleum.

Key-words: petroleum, microorganisms, encapsulation, bioremediation, degradation.
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1. INTRODUCAO

O petroleo €, sem sombra de duvida, um produto de alto valor agregado para
a sociedade, pois devido ao seu refino, inUmeros produtos sao formados e
transformados, de forma a torna-lo um componente de destaque econdmico mundial
(Safdari et al., 2018). Apesar disso, os desastres ambientais causados por
derramamentos de petréleo tém sido uma grande preocupacao e alvo de criticas
pela sociedade, pois ele € uma das maiores fontes de contaminantes como
poluentes orgéanicos (benzeno, tolueno, etc.) e inorganicos, elementos como
vanadio, arsénio, niquel, etc., que oferecem grande risco para o meio ambiente e

para a saude publica (Brady, Brady e Borns, 2018).

O numero de derramamentos de petrdleo tém diminuido nas ultimas décadas
devido ao maior estudo em relacdo ao controle operacional das etapas de extracao
e transporte do petrdleo bruto. Apesar disso, ainda se registram diversos
derramamentos em ambientes naturais devido a, principalmente, fontes de erro
operacionais, como o controle de fluxo de petréleo, manutencdo, entre outros
(IOTPF, 2017; Figueiredo, Alvarez e Adams, 2018).

O petroleo possui diversos componentes complexos que dificilmente séo
retirados, em sua totalidade do ambiente poluido e, os métodos para remediacdo
sdo de alto custo e ndo podem garantir uma remoc¢ao muito eficiente (Morais et al.,
2006). Apbés o derramamento, o petroleo fica sujeito a diversos processos como
evaporacao, espalhamento, dissolucédo, entre outros e, todos esses processos
influenciam no tratamento e recuperacdo do ambiente contaminado (Kingston,
2002).

Com intuito de analisar e compreender técnicas de remocdo dos
componentes do petroleo em ambientes poluidos, varios métodos e formas de

tratamento vém sendo estudados (Murado et al.,, 2011). Uma das técnicas mais
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atuais, com alta eficiéncia e baixo custo € o uso de micro-organismos que degradam

alguns componentes quimicos do petréleo (Santos e Maranho, 2018).

Os processos bioldgicos, quando comparados aos processos fisicos e/ou
guimicos, Sdo mais seguros, menos agressivos ao meio ambiente, mais eficientes e
possuem menor custo de operagdo. Entretanto, o estudo relacionado ao substrato e
ao metabolismo microbiano deve ser realizado para otimizar o processo de
degradacgédo, 0 que ocasiona uma pesquisa mais apurada e demorada antes da
utilizacdo desta técnica (Mulligan, 2005; Perfumo et al., 2018). Assim, a
biorremediacdo € uma tecnologia ecoldgica para remediacdo de ambientes
marinhos contaminados por petréleo, pois usa o estimulo da atividade microbiana
para que ocorra a degradacdo dos compostos organicos e, também, a
transformacédo de compostos inorganicos (Mulligan et al., 2014; Perfumo et al.,
2018).

Existem diversos micro-organismos que possuem caracteristicas especificas
de degradacdo de compostos presentes no petréleo, e, devido aos iniUmeros micro-
organismos, a técnica de consorcio vem sendo utilizada, pois possibilita que a acao
enzimatica seja mais eficiente e o numero de enzimas produzidas para o
metabolismo seja maior (Cao et al., 2012). Logo, uma comunidade com trés ou mais
micro-organismos é inserida no ambiente poluido de forma a aumentar a eficiéncia
do processo de biodegradacéo do petréleo no ambiente marinho (Das e Chandran,
2011).

Uma preocupacado na utilizagdo de micro-organismos é o efeito causado por
acOes fisicas e quimicas do ambiente, como agitacdo, temperatura, disponibilidade
de nutrientes, presenca de metais pesados, entre outros (Klein et al., 2012). Assim,
uma técnica para combater tal problema é a producdo de capsulas que contendo
uma concentracdo de micro-organismos, tais capsulas possuem poros que
permitem o contato do micro-organismo e das enzimas com o0 substrato (compostos
do petréleo) e, ao mesmo tempo, protegem a comunidade microbiana de agentes
fisicos e quimicos que podem interferir na eficiéncia do processo de degradacao
(Etchepare et al., 2016).

7

Outro aspecto muito importante € a producao de biossurfactantes pelos

micro-organismos, tais moléculas sédo anfipaticas e permitem uma maior e mais
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facilitada area de contato entre o micro-organismo e o substrato. Como grande parte
do petrdleo ndo se dissolve em agua, a biodegradacao ocorre na regido interfacial
entre o petréleo e a agua, assim, o biossurfactante facilita o contato e aumenta a
guantidade de moléculas degradas pelos micro-organismos encapsulados (Oliveira
e Dias, 2017).

Portanto, o uso de micro-organismos encapsulados € uma técnica com
grande credibilidade e perspectivas de uso em grande escala, logo, estudos mais
aprofundados e analiticos devem ser realizados para aumentar a qualidade da

técnica que podem ser empregadas em variadas constituicbes quimicas do petroleo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é avaliar o uso da técnica de encapsulamento
de micro-organismos consorciados na biorremediacdo em derramamentos de
petrdleo, de forma a avaliar diferentes parametros que aperfeicoem a degradacéo
dos compostos alifaticos saturados presentes no petroleo através do metabolismo

microbiano.

2.1. Objetivos Especificos

Produzir e avaliar a estabilidade das capsulas formadas através de andlises
como: TGA, DSC, MEV-FEG, contagem de células bacterianas viaveis, indice de
emulsificacao e tensao superficial. Além disso, observar se a presenca de biomassa
vegetal oriunda da casca de tangerina funciona como substrato inicial para

multiplicagdo dos micro-organismos.

Utilizar o delineamento fatorial fracionado para avaliar a importancia de
diferentes variaveis, tais como: concentracdo de cépsulas, diluicdo do petrdleo em
meio salino sintético, agitacdo, temperatura, duracdo do processo e substrato
utilizado (petréleo bruto ou fracdo alifatica saturada pura), no processo de
biorremediacdo. Apds, utilizar o fracionamento fatorial completo, com as variaveis

mais significantes, para otimizar o processo de degradacéo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Capitulo dedicado a reviséo da literatura sobre o trabalho a ser desenvolvido,
destacando as pesquisas basicas, a evolucdo no tema, o estado da arte, as técnicas
para monitoramento, andlises e interpretacdo dos fendmenos, o0s principais

resultados divulgados e as tendéncias de linhas de pesquisa.

3.1. Petrbleo e seus Derramamentos

Petr6leo € originario do latim petroleum, que vém de petru, que significa
“pedra” e oleum, dleo, “6leo da pedra”, pois tem fonte rochosa (UNICAMP, 2017). E
formado pela decomposicao de matéria organica de forma lenta, que depositada no
subsolo em camadas sucessivas forma bacias sedimentares e, devido a presséo e a

temperatura, transforma-se em hidrocarbonetos e formam as jazidas (Paim, 2011).

Quando é extraido, recebe a denominacdo de 6leo cru, pois esta em seu
estado natural, formado por hidrocarbonetos e outros contaminantes em fracdes
menores (Junior, 2017). A partir desse 6leo cru, varias fracdes sdo obtidas atraves
do refino, tais como: gasolina, querosene, diesel, entre outros (Cui et al., 2018; Moro
e Nascimento, 2011). Assim, o petréleo € uma fonte de lucro para diversos paises e
geram produtos de alto valor agregado, entretanto, também é uma fonte de grandes
problemas ambientais devido aos constantes derramamentos de plataformas
petroliferas (Balke e Brown, 2018; Paim, 2011).

MilhGes de toneladas de petréleo foram derramados no mar nos ultimos anos,
sendo que 6.000 toneladas foram derramadas no ano de 2016 (IOTPF, 2017). Logo,
séo inumeros os casos de derramamento em todo o mundo e, que se tornam um

problema de grande importancia ambiental.
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Depois que ocorre o vazamento de petréleo, a dimensédo e velocidade com
que héa dispersdo depende de fatores como a dire¢cdo do vento e das marés como

apresentado na Figura 3.1.

OXIDACAO

EMULSIFICACAO

| —
ESPALHAMENTO

Figura 3.1. Diferentes formas de contaminacdo de petr6leo em ambiente marinho (Adaptado de
Kingston, 2002).

O Oleo se espalha por toda a superficie formando uma fina camada que
prejudica a troca de nutrientes e a penetracao da luz, de forma a afetar o processo
fotossintetizante do fitoplancton (Beazley et al.,, 2012). Os compostos volateis e
hidrocarbonetos mais leves evaporam de forma rapida e, outra pequena fragédo pode
se aderir a qualquer tipo de material suspenso na coluna d'agua e contaminar

sedimentos mais profundos (Gonzalez et al., 2009).

Além disso, a radiacdo ultravioleta (UV) pode propiciar rea¢gfes de oxidacgéo,
como a fotdlise, gerando produtos acidos e fendlicos que podem ser mais toxicos
que os hidrocarbonetos do petréleo, porém, tais produtos acabam sendo diluidos e
seus efeitos toxicos minimizados quando comparados aos hidrocarbonetos

dispostos pelo derramamento (Kingston, 2002).

Da mesma forma descrita, os hidrocarbonetos também acabam sendo
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diluidos, entretanto, a dissolu¢cdo ocorre de forma pequena, pois nem 1% dos
hidrocarbonetos se dissolvem em agua, assim formam-se pequenas gotas de 6leo
gue sao degradados pela insercdo de micro-organismos especificos na biota
contaminada (Kingston, 2002). A partir da Figura 3.2 podemos visualizar no mapa os

principais locais de ocorréncia de derramamentos de petrodleo.
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Figura 3.2. Localizacdo dos 20 derramamentos de petréleo desde 1967 (ITOPF, 2017).

A Tabela 3.1 mostra um resumo dos acidentes envolvendo derramamentos e

suas principais localizacoes.

Tabela 3.1. Os 20 maiores acidentes de derramamentos de petr6leo desde 1967 (Adaptado de
ITOPF, 2017).

Ranking Nomg do ANo Localizagao Quantidade derramada
navio (toneladas)
1 Atlantic 1979 | Tobago, Caribe 287.000
Express
700 milhas
2 ABT Summer | 1991 nauticas de 260.000
Angola
Castillo Préximo a baia
3 Bellver 1983 de Saldanha, 252.000
Africa do Sul
) Costa da
4 Amoco Cadiz | 1978 223.000
Bretanha,




25

Franca
5 Haven 1991 Genova, ltalia 144.000
700 milhas
nauticas da
) 132.
6 Odyssey 1988 Nova Escocia, 32.000
Canada
Torrey llhas Scilly,
! Canyon 1967 Reino Unido 119.000
8 Sea Star 1972 Golfo de Oma 115.000
renes Baia de
9 1980 Navarino, 100.000
Serenade . .
Grécia
) La Coruna,
10 Urquiola 1976 100.000
Espanha
Hawaiian Préoximo a
1 Patriot 1977 Honolulu, EUA 95.000
12 Independenta | 1979 Bosfor_o, 94.000
Turquia
Jakob Oporto,
13 Maersk 1975 Portugal 88.000
14 Braer 1993 | Ihas Shetland, 85.000
Reino Unido
15 | AegeanSea | 1992 | L&Ccoruna 74.000
Espanha
Milford Haven,
16 Sea Express 1996 Reino Unido 72.000
17 Khark 5 1989 | Froximoao 70.000
Marrocos
Préoximo a llha
18 Nova 1985 Kharg, Golfo 70.000
do Ira
Préximo a
19 Katina P. 1992 Maputu, 67.000
Mocgambique
Regiao
20 Petroperu 2016 amazobnica de 600 barris
Loreto

Nos anos 2000, ocorreram 181 derramamentos de petréleo de 7 toneladas ou

mais, somando-se 196.000 toneladas, sendo que 10 acidentes sdo responsaveis

por mais de 85% desse total e, entre o periodo de 2010-2016 foram observados 47

casos de derramamentos resultando em mais de 39.000 toneladas de petroleo
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despejados no mar, sendo que 83% correspondem a apenas 10 acidentes (ITOPF,
2017).

O total de acidentes em 2016 gerou um total de petréleo derramado de,
aproximadamente, 6.000 toneladas, sendo que a maioria ocorreu em acidentes de
grande escala (>700 toneladas). A Figura 3.3 mostra que os derramamentos de
petréleo tiveram um decaimento desde 1970, sendo assim, o niumero meédio de

grandes vazamentos de petroleo, desde 2010, é de 1,7 por ano (ITOPF, 2017).

1970-79
Média de 24 .5
derramamentos
fano

35

1980-89
Média de 9.4

NUMERO DE DERRAMAMENTOS
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1970 1974 1978

derramamentos
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1982

1986

1990-99
Médiade 7.7
derramamentos
fano

2000-09
Média de 3.2
derramamentos

2002 2006

2010-16
Média de 1.7
derramamentos

Figura 3.3. Numero de derramamentos de petréleo de 1970 a 2016 (Adaptado de ITOPF, 2017).

Ja a Figura 3.4, mostra as quantidades derramadas de 1970-2016, e as
empresas responsaveis pelos maiores derramamentos durante esse periodo, sendo
que, a diferenca de coloracdo nas barras correspondem a empresa responsavel

pelo derramamento.
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Figura 3.4. Quantidade de petréleo derramado de 1970 a 2016 e principais empresas responsaveis
(Adaptado de ITOPF, 2017).

E muito interessante notar que os derramamentos de grande escala tiveram
um grande decaimento ao longo das décadas. Além disso, também podemos inferir
que derramamentos menores (7-700 toneladas) também diminuiram durante os
anos. O numero médio de derramamentos por ano ha década de 1990 foi de 28,1
toneladas, reduzindo para 14,9 nos anos 2000 e para a década de 2010 € de 5,0, ou
seja, a analise de periodos por décadas demonstra a grande efetividade na
diminuicdo mundial dos derramamentos de petréleo (ITOPF, 2017). Na Figura 3.5
podemos observar o numero de derramamentos de grande e pequeno porte durante
as décadas de 1970-2010.
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3.5. Derramamentos de grande e pequeno porte de 1970 a 2016 (Adaptado de ITOPF, 2017).

Através dele, confirmamos a diminuicdo dos derramamentos de petroleo

apesar do aumento do comércio e exploracdo, conforme mostra a Figura 3.6.
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e ‘N. derramamentos > 7ton == Curva de exploragdo e comércio de petréleo e gas

Figura 3.6. NUmero de derramamentos de petréleo comparado com exploragéo e comércio do

petroleo de 1970 a 2016 (Adaptado de ITOPF, 2017).
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3.1.1. Principais causas dos derramamentos

Existem diversas fontes de erro para dar origem a um acidente de
derramamento de petréleo. Entretanto, os principais sdo: erros humanos, incéndios,
explosbes e encalhe, ainda, devemos considerar o estado do navio e a forma como
0 mesmo € navegado pois configuram risco para navegacdo (Fiorati, 1999). No
periodo de 1970 a 2016, quase 50% dos grandes derramamentos ocorreram
enquanto as embarcacbes estavam em andamento em aguas abertas, as
alocag0es, colisdes e aterramentos representam 59% das causas de derrame. Tais
causas ainda tem um grande aumento, cerca de 99%, quando as embarcacodes

estdo em andamento em aguas restritas (ITOPF, 2017).

A Figura 3.7 apresenta as principais causas de derramamentos e a diferenca
entre os locais em que ocorreram, confirmando que as causas dos acidentes estao
inteiramente ligadas a forma ou estado em que a embarcacdo se encontra

(ancorada ou néo, etc.).
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Figura 3.7. Principais causas de derramamento de petroleo (Adaptado de ITOPF, 2017).
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3.2. Composicao Quimica do Petroleo

O petréleo possui uma composi¢cdo quimica complexa e, de forma geral,
possui grandes variacdes de suas propriedades fisicas, como a densidade relativa
(0,80-1,00). Pode ser fluido e claro ou até mesmos viscoso e escuro com grandes
guantidades de compostos pesados (Hur et al., 2018; Speight, 2001). Tal mistura
heterogénea e complexa pode conter milhares de substancias organicas diferentes,
dessa forma, sdo dispostas 4 fracbes de acordo com a solubilidade em solventes
organicos: hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos aromaticos, resinas e
asfaltenos (Hur et al., 2018; Chen e Que, 2018; Das e Chandran, 2011).

Os hidrocarbonetos que comp&em o petroleo sdo formados por ligacdes entre
carbono e hidrogénio e podem apresentar diferentes estruturas, tais como:
aromaticas e alifaticas (ciclicas ou nado) (Cui et al., 2018; Van Hamme, 2003;
Andersen, 2001). Os aromaticos sdo caracterizados por possuirem um anel
benzénico em sua estrutura molecular, de forma que séo divididos em monociclicos
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno) e policiclicos aromaticos (HPAS)
como o0 antraceno, naftaleno e outros. Ja os alifaticos ou parafinas, ndo possuem
anel benzénico em sua estrutura e sdo formados por cadeias longas mantidas por
forcas dipolos induzidos e com baixa solubilidade. Além disso, podem ser divididos
em: alcanos, alcenos, alcinos e alcadienos (Matapour et al., 2018; Chambers et al.,
2018; Akmaz et al., 2011). Com relagdo aos asfaltenos, ainda ndo se conhece
totalmente a sua composi¢cdo, porém, possuem, predominantemente, anéis
aromaticos condensados, com heteroatomos (oxigénio, nitrogénio e enxofre),
substituicdes alquilicas e compostos metalicos (ferro, niquel, vanadio e outros)
(Chamber et al., 2018; Leon, 2000). Com isto, através da Tabela 3.2, podemos
observar alguns exemplos de hidrocarbonetos presentes no petrdleo e suas

caracteristicas.
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Tabela 3.2. Componentes do petroleo, caracteristicas e exemplos (Pehlivan e Ozbay, 2018; Onal,
Uzun e Putun, 2017; Bacon et al., 2000).

Hidrocarbonetos

Caracteristicas

Exemplos

Alifaticos

Menos densos que a
agua;

O tamanho da molécula é
inversamente proporcional
a sua volatilidade e

hidrossolubilidade.

Metano, propano,
butano, hexano,
octano, hexadecano,

eicosano, etc.

Cicloalifaticos

Possuem até 6 atomos de
carbono em forma de
anel;

Bastante resistentes a

degradacg&ao microbiana.

Cicloexano,
metilcicloexano,

metilciclopentano, etc.

Aromaticos

Muito volateis;
Possuem anel benzénico;
Resistentes a degradacéo

microbiana.

Benzeno, naftaleno,
tolueno, xileno,

fenantreno, etc.

Além disso, podemos utilizar a Figura 3.8, para analisar os diversos componentes

existentes no petrdleo de forma mais simplificada.



32

PETROLEO
HIDROCARBONETOS DEMAIS
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Figura 3.8. Principais componentes do petréleo e subgrupos (Adaptado de Kingston, 2002).

A composicao do petréleo descrita na Figura 3.8 destaca os principais grupos
e subgrupos de hidrocarbonetos presentes no petrdleo (Poulsen et al., 2018).
Apesar da alta toxicidade dos componentes, varios compostos podem ser
degradados com facilidade apesar de existirem compostos com caracteristicas
recalcitrantes que, devido ao grande tamanho da molécula, tem sua degradacédo
dificultada. Além disso, ha associacdo com moléculas de oxigénio, nitrogénio e
enxofre que formam compostos como indol, fenol e tiofeno que atuam como
impedidores da degradagdo (Tyagi et al., 2011). O petroleo também pode ser
classificado quanto ao teor de enxofre em doce ou acido. Os classificados como
acido possuem teor de enxofre superior a 0,5% (p/p) e tém baixo valor comercial
devido a alta corrosividade e toxicidade causada pelo enxofre (Shan et al., 2018;
Speight, 2006).

As classificacbes descritas sdo de grande importancia para o estudo da

técnica adotada para o refino do petréleo, pois permite avaliar quais micro-
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organismos seriam mais viaveis para utilizacdo, com isso, suas caracteristicas
fisicas e quimicas sdo imprescindiveis para analise de tratamentos em casos de
derramamentos em ambientes aquaticos (Eckert e Skoyhus, 2018; Morais et al.,
2006). A Tabela 3.3 apresenta alguns hidrocarbonetos do petroleo de acordo com
0s grupos de saturados, aromaticos e componentes polares e, também, divisbes de

subgrupos.

Tabela 3.3. Exemplos de hidrocarbonetos do petréleo (Adaptado de Morais et al., 2006).

Grupos Sub-grupos | Exemplos
Alifaticos Lineares Butano
Hexano
Ciclicos Cicloexano
Tetraidronaftaleno
Ceras Alcanos de cadeia longa
Aromaticos BTEX Benzeno
Tolueno
HPA Naftaleno
Fenantreno
Componentes | Resinas Tidis
Polares Decanomarcaptano
Asfaltenos Estruturas ndo conhecidas com grande
guantidade de compostos altamente
polares devido a presengca de
heteroatomos e metais.
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3.3. Técnicas de Remediacao do Petrdleo

Existem diferentes técnicas e estudos de remediacdo em derramamentos de
petréleo, dentre eles temos os tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos, dos quais
os fisicos e quimicos causam uma maior dispersdo do poluente de forma a tornar
baixa a eficiéncia do processo e, além disso, apresentam custo muito elevado
(O'Brien et al., 2018; Li et al., 2018; Tyagi et al., 2011; Bao et al., 2012). Entretanto,
uma alternativa € o uso de micro-organismos na degradacdo dos compostos
presentes no petroleo, pois apresenta baixo custo e um alto rendimento (Liu et al.,
2018; Khan et al., 2004).

Apesar disso, ndo foram estudados, de forma mais pratica, parametros de
utilizacdo da técnica de biorremediacdo como tempo de duracdo e quantidade de
micro-organismos e, tém-se um grande aumento de potencial quando se utilizam
técnicas em conjunto (Sousa e Spiess, 2018; Khan et al., 2004; Bao et al., 2012).
Dessa forma, analisar fatores e parametros relativos a insercdo de micro-
organismos na biorremediacdo de derramamentos de petrdleo pode se tornar uma
grande alternativa de degradacdo dos compostos presentes no poluente. Além
disso, deve-se levar em consideragdo 0 estudo de micro-organismos mais
especificos e eficientes ou, até mesmo, a andlise do uso de coldnias conjuntas de
diferentes micro-organismos para aumento da eficiéncia e diminuicdo dos custos
(Liu et al., 2018; Tyagi et al., 2011).

As técnicas de remediacdo dos compostos HPAs, BTEX e hidrocarbonetos
presentes no petréleo vém sendo muito estudadas pelo fato de sua grande
contaminacao e maior dificuldade de remediacdo (Orta-Martinez et al., 2018; Sabaté
et al., 2001). J4 os hidrocarbonetos alifaticos do petroleo possuem baixa
solubilidade e, por isso apresentam maior facilidade de degradacéo. A remocéao dos
HPAs, BTEX e hidrocarbonetos da agua e efluentes esta sendo realizada através de
processos fisico-quimicos, como adsor¢cao, ozonizacéo, fotoxidacdo, entre outros
(Pinhati et al., 2014). Entretanto, a maneira mais eficaz para o tratamento e remogao
dos diversos grupos de compostos citados é a remediagdo natural ou

biorremediacdo, cuja técnica baseia-se no uso de micro-organismos para
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degradacdo de compostos téxicos e dificeis de serem removidos (Partovinia e

Naeimpoor, 2018).

Apesar dos indmeros micro-organismos existentes, € dificil otimizar o uso de
diferentes micro-organismos, uma vez que, as condicdes de sobrevivéncia dos
mesmos sao dificultadas nos meios contendo HPAs (Liu e Selby, 2018; Chaillan et
al., 2004). Para avaliar a otimizagdo, devemos analisar diversos parametros que
condicionam a funcionalidade dos micro-organismos como: o pH, concentragéo de
sais, temperatura, agitacdo, falta ou excesso de substrato, entre outros (Gilbert e
Brown, 2018; Kim et al., 2018; Hu et al., 2010).

3.3.1. Remediacéo fisica e quimica

As técnicas de remediacdo fisicas e quimicas se baseiam no uso de
equipamentos e compostos quimicos para dispersar ou solubilizar o petréleo,
necessitando de outra etapa processual para remocéo. Levando em consideracéo a
fauna e flora presentes no ambiente marinho, tais compostos como os BTEX podem
ser altamente toxicos e causar diversas consequéncias na biota (Shan et al., 2018;
Murado et al., 2011). A insercdo desses compostos téxicos no ambiente marinho
pode causar alteracfes em diversos processos metabdlicos dos animais e plantas
ali presentes, tais como: interferéncia nos processos de crescimento, embriogénese
e, até mesmo, causar mutacdes que alteram o ciclo de vida dos organismos

(Arsene-Ploetze et al., 2018; Kottumparambil e Agusti, 2018).

Uma das alternativas a dispersao para remocéo é a queima do 6leo que se
localiza na superficie, podendo alcancar uma diminuicdo de até 10 vezes a
concentracdo desses compostos, entretanto, a parte solivel que permanece na
superficie tem maior potencial de toxicidade para espécies marinhas, dessa forma, a
gueima do 6leo ndo se torna uma alternativa viavel para combater os compostos
presentes na superficie (Carlson et al., 2018). Assim, com a dispersao significativa
do éleo, a probabilidade de contato entre 0s animais e 0s compostos téxicos é muito
maior, de forma a acarretar uma bioacumulacdo de moléculas com alta toxicidade

nos tecidos vivos (Menon e Voordouw, 2018).
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Uma forma mecénica de barrar a dispersdo é a implementacédo de barreiras
para o bloqueio, com intuito de controlar a mancha de 6leo e facilitar a remediacéo,
assim, equipamentos como “skimmers” e diferentes absorventes tém sido usados
para tal funcao (Kelle, 2018; Zhu et al., 2001). Apss o controle da dispersao, deve-
se recolher o 6leo presente, entretanto, parametros como o clima e propriedades
fisico-quimicas alteram a forma de recolhimento (Kelle, 2018; Cantagallo et al.,
2007). Apesar de aparentar ser uma técnica efetiva, o uso de barreiras apresenta
uma eficiéncia muito baixa, porque até ocorrer bloqueio total do 6leo derramado, a
dispersdo do poluente j& é muito extensa, além disso, ha grande aderéncia do

petréleo nas rochas e areia (Patrick et al., 2012).

Alguns dos agentes quimicos utilizados para conter a dispersdo sdo: 0s
desemulsificantes, que impedem a formacédo de emulsdo do 6leo com a agua; os
solidificantes, que aumentam a polimerizacdo e solidificacdo do O6leo; e os
substratos presentes nas regifes costeiras para prevenir a aderéncia do 6leo em
rochas e na areia (Patrick et al., 2012). Além disso, podem ser usados surfactantes
qguimicos, que possuem uma parte hidrofilica e outra hidrofébica que provocam o
aumento da afinidade do éleo com a agua (Toor et al., 2018; Aske et al., 2002).
Entretanto, por ser um composto quimico tem a necessidade de ser retirado do
ambiente marinho, tornando o processo mais caro e complexo (Yank et al., 2018;
Ramachandran et al., 2004). Outro tipo de surfactante muito estudado cuja
aplicacdo vem sendo analisada em ambientes marinhos sdo os surfactantes
biodegradaveis, também chamados de tensos ativos verdes, tais moléculas séo
degradadas em menos de 24 horas por ndo possuirem ramificaces em sua cadeia
carbonica, facilitando a degradacdo por micro-organismos e reduzindo o impacto
ambiental. Entretanto, o alto custo de producdo e recuperacdo desses compostos
inviabiliza o seu uso nos processos de biorremediacdo (Galembeck e Csordas,
2011).

3.3.2. Remediacéo biolbgica
A biodegradacdo de petréleo por micro-organismos depende de diversos

fatores, incluindo fatores fisicos, quimicos e bioldgicos (Guerra et al., 2018; Cury,

2002). Alem disso, temos que a taxa de degradacado depende da composicao do
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Oleo, da densidade, da concentracdo dos hidrocarbonetos, da temperatura,
concentracdo de oxigénio, quantidade de nutrientes, concentracdo de sais no meio,

presséao, agitacao e outros parametros (Awasthi et al., 2018).

Hidrocarbonetos aromaticos com baixa massa molecular como tolueno, xileno
e benzeno sao toxicos e afetam o ambiente de forma drastica imediatamente apos o
contato com o mesmo, porém, sua degradacdo ocorre de forma extremamente f4cil
pelos micro-organismos apos a producdo de moléculas anfipaticas que possibilitam
maior contato entre enzimas e substrato(Bustillo-Lecompte, Kakar e Mehrvar, 2018).
Ja as moléculas que possuem anéis aromaticos condensados ou possuem
ramificagbes em sua estrutura apresentam maior dificuldade de degradacao pelos
micro-organismos (Ghazali et al., 2004). Se tais moléculas dificeis de serem
degradadas forem comparadas com os hidrocarbonetos de baixa massa molecular,
apresentardo menor toxicidade, porém, causam efeitos mais duradouros ou crénicos

devido a maior persisténcia no ambiente (Samanta et al., 2002).

Dessa forma, indmeros estudos estdo abrangendo a descoberta de micro-
organismos e associacdo dos mesmos para degradacao do petréleo (Kong et al.,
2018; Ruberto et al., 2003). Assim, a biodegrabilidade sera afetada de acordo com a
complexidade da molécula (Kong et al., 2018). Os n-alcanos sao os mais simples e,
portanto, mais faceis de serem degradados, depois temos os alcanos de cadeia
ramificada, os alquenos ramificados, n-alquil ramificados de baixo peso molecular,
monoaromaticos, alcanos ciclicos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS) e,
o ultimo, os asfaltenos, sédo os compostos mais dificeis de degradagéo por micro-

organismos (Bustillo-Lecompte, Kakar e Mehrvar, 2018; Haritash e Kaushik, 2009).

A degradacgdo por micro-organismos ocorre de forma que o catabolismo
resulta em moléculas muito menores que as originais, com intuito de, apGés total
metabolismo, serem transformadas em agua e dioxido de carbono (condicdes
aerdbias) ou metano (condi¢cdes anaerébias) (Chadhain et al., 2018; Cury, 2002).
Um importante fator que aumenta a biodegradacdo é a producgdo e liberacdo de
biossurfactantes, pois aproxima o substrato (hidrocarbonetos) para o0 processo
catabdlico dos fungos e bactérias (Geetha, Banat e Joshi, 2018; Bordoloi e Konwar,
2009).
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3.3.2.1. Consorcio de micro-organismos

Uma das praticas para utilizacdo de micro-organismos € a técnica de
consoércio, onde varios micro-organismos com diferentes caracteristicas metabdlicas
sao usados para biodegradacéo de determinados compostos, como 0s presentes no

petrdleo (Wolna-Maruwka et al., 2018; Bordoloi e Konwar, 2009).

O consorcio de micro-organismos propicia uma maior e mais variada
producdo de enzimas que degradam os compostos do petréleo, assim, o processo
de degradacao ocorre de forma mais eficaz e rapida (Silva et al., 2014). Além disso,
um determinado micro-organismo pode produzir metabdlitos que servem como
substancias intermediarias para outro micro-organismo do consorcio, auxiliando no
metabolismo do mesmo (Cieplak et al., 2018). Portanto, o uso de variados micro-
organismos ao mesmo tempo e no mesmo local pode auxiliar no processo de
biorremediacdo, entretanto, 0s micro-organismos devem possuir enzimas que

degradem o composto poluente (Silva et al., 2014).

3.3.2.2. Biossurfactantes

Com o passar dos anos, a sociedade ficou mais interessada em questfes
relacionadas ao meio ambiente e, por isso, a industria quimica criou métodos e
produtos menos agressivos para 0 meio ambiente, dessa forma, o interesse por
biossurfactantes e suas fontes naturais microbianas estdo sendo estudados mais
profundamente (Brumano et al.,, 2016). De forma natural, diferentes micro-
organismos podem produzir diversos surfactantes com inameras funcdes
especificas, como os sais biliares, saponinas, surfactantes de origem microbiana,
entre outros (Silva et al., 2014). Assim, os biossurfactantes tem acdo semelhante a
dos surfactantes sintéticos, apresentando uma porc¢éo hidrofébica e outra hidrofilica
e, sdo classificados de acordo com a composicdo quimica da molécula em
glicolipideos, fosfolipidios, entre outros (Geetha, Banat e Joshi, 2018). Através da

Figura 3.9 podemos observar a estruturas de alguns tipos de biossurfactantes.
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Figura 3.9. Estrutura de alguns biossurfactantes (Geetha, Banat e Joshi, 2018; Nitschke e Pastore,

Os (glicolipidios apresentam em sua estrutura uma combinacdo de

carboidratos e acidos graxos de cadeia longa; os lipopeptideos e lipoproteinas séo

2002).

caracterizados por peptideos e proteinas ligados a acidos graxos (Perfumo, Banat e

Marchant, 2018; Barros et al., 2007).

Por outro lado, os fosfolipidios sdo formados por acidos graxos ou lipidios

neutros e grupos fosfatos; os lipopolissacaridios sédo formados por acidos graxos e

polissacaridios ligados de forma covalente e, finalmente, os particulados sé&o

vesiculas extracelulares produzidas por grande parte das bactérias, de forma a

apresentar uma alta atividade tensoativa que causa o transporte de alcanos para o

interior da célula, facilitando sua degradacao (Geetha, Banat e Joshi, 2018; Silva et

al., 2014).
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Além disto, os biossurfactantes apresentam algumas vantagens em relagéo
aos surfactantes sintéticos como: maior atividade superficial, baixa toxicidade,
biodegradabilidade, utilizacdo de diferentes substratos para metabolizacdo, preco,
entre outros (Mulligan et al., 2014). Dessa forma, existem diversos micro-organismos
produtores de biossurfactantes, sendo os principais do género Pseudomonas e
Bacillus (Santos et al., 2016). A Tabela 3.4 apresenta os principais tipos de

biossurfactantes e os micro-organismos produtores.

Tabela 3.4. Principais biossurfactantes e micro-organismos produtores (Adaptado de Santos et al.,
2016).

Classe de Biossurfactante | Micro-organismo

Glicolipideos Arthrobacter sp.

Serratia marcescens

Rhamnolipidios Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp.

Soforolipidios Candida apicola

Rhodococcus erythropolis

Lipopolissacarideos Pseudomonas sp.

Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumillus
Lichenisina A e B Bacillus lichenformis
Fosfolipidios Acinetobacter sp.

Acidos Graxos Penicillium spiculisporum

Nocardia erythropolis

Particulado Pseudomonas marginalis

A Figura 3.10 mostra a acao dos surfactantes em uma gota de agua, fazendo
com que ocorra uma diminuicdo da tensdo superficial da gota de agua apds a
adicdo do surfactante, fazendo com que a area superficial ou area de contato seja

maior.
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Figura 3.10. Acao de surfactantes em uma gota de agua (Oliveira e Dias, 2017).

No caso da biorremediacédo, o aumento da area superficial e a diminuicao da
tensdo superficial possibilitam uma maior proximidade do substrato com o micro-
organismo, facilitando sua degradacdo e, consequentemente, aumenta a eficiéncia

do processo de biorremediacédo (Oliveira e Dias, 2017).
3.4. Métodos de Imobilizagdo de Micro-organismos/Enzimas

Os métodos de imobilizacdo sédo definidos como técnicas utilizadas para
limitar a mobilidade de células integras dos micro-organismos e de seus produtos,
como enzimas, além disso, a imobilizacdo preserva as funcdes cataliticas e
viabilizam o metabolismo celular (Kourkoutas et al., 2004; Guzik et al., 20142; Guzik
et al., 2014 Guzik et al.,, 2014° Wojcieszynska et al., 2012). Dessa forma,
diferentes estudos estdo sendo realizados referentes as diversas técnicas de
imobilizacdo para andlise da eficiéncia em diversas aplicabilidades como o uso na

biorremediac@o de ambientes aquaticos e terrestres (Wojcieszynska et al., 2012).

Em relacdo a imobilizacéo celular, ndo existe o melhor método, cada método
deve ser avaliado individualmente conforme sua aplicabilidade, pois em cada uso
sdo necessarios diferentes parametros de escolha para maior eficiéncia da
degradacgédo (Kosseva, 2011). A imobilizagcdo reduz os custos dos processos de
biorremediacédo e tendem a aumentar a eficiéncia dos mesmos sendo que, existem
diversas vantagens como: a alta eficiéncia de degradacdo de poluentes, redugéo
dos riscos de mutacdo genética, aumento da resisténcia contra fatores externos,

tolerdncia a presenca de metais pesados e a altas concentracbes de poluentes

(Kourkoutas et al., 2004; Guzik et al., 2014°). Contudo, algumas das técnicas mais
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utilizadas de imobilizacdo s&o: adsorcdo, ligagcdo em superficies (eletrostética ou
covalente), floculacdo (natural ou artificial), aprisionamento e encapsulamento

conforme Figura 3.11.
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Figura 3.11. Principais técnicas de imobilizagdo de micro-organismos (Adaptado de Kourkoutas et al.,
2004).

3.4.1. Adsorcéao

A imobilizagdo de células integras e enzimas pelo método da adsorcéo
ocorrem através da interacao fisica com a superficie (Cristovao et al., 2011). Esse
método € comumente usado em processos de biorremediacdo por ser rapido,

simples, sustentavel e de baixo custo (Hou et al., 2014).

A interacdo entre a superficie e as células ocorre com a formacéo de ligagbes
fracas, podendo ou nao ter a presencga de “ligantes” que facilitam tal interagao e, por

iIsso, ndo sdo usados com micro-organismos geneticamente modificados pela
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possivel alteracdo nos ligantes da superficie (Hou et al., 2014).

3.4.2. Ligacao em superficies

LigacOes eletrostaticas numa superficie sdo similares a adsorcao fisica, mas
a probabilidade ds micro-organismos escaparem da imobilizacdo é muito menor
devido a maior forca de atracdo entre as moléculas (Mattiasson, 2018; Hudson et
al., 2005). Assim, esse método requer uma lavagem da superficie com uma solucéo
de ligantes, de forma a possibilitar uma interacdo das células integras ou das

enzimas com a superficie (Lee e Tsai, 2009).

O procedimento de imobilizacao utilizando ligacdes covalentes € diferente do
método de adsorcao porque requer a presenca de agentes que efetuem a ligacéo,
logo, necessitam de agentes quimicos que funcionam como ligantes ativados, tais
como: amido, éter e carbamatos (Cabana et al., 2009). Tal método é muito usado
para imobilizacdo de enzimas, porque o0s agentes de ligacdo podem ser toxicos para
as células integras de micro-organismos (Yu et al.,, 2010). A vantagem do uso de
ligacbes covalentes é a alta taxa de imobilizacdo das moléculas (Cabana et al.,
2009).

3.4.3. Aprisionamento em matriz porosa

O aprisionamento de micro-organismos em matriz porosa é muito estudado e
utilizado em processos de biorremediacdo. Depois do aprisionamento, as células
microbianas sé sdo capazes de se mover na presenca de um carregador como
nutrientes e metabdlitos. As células localizadas na superficie do material poroso
terdo uma atividade metabdlica muito maior do que as células localizadas no interior
do material, isso ocorre devido ao maior contato com 0s metabolitos e nutrientes
que ativardo sua atividade metabdlica (Bleve et al., 2011; Wojcieszynska et al.,
2012).

O aprisionamento é uma técnica rapida, nao toxica, barata e muito versatil por
utilizar reagentes comerciais baratos e processos produtivos simpificados

(Wojcieszynska et al., 2012). O parametro mais importante da técnica de
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aprisionamento é avaliar o tamanho dos poros do material e se os carregadores

serdo capazes de se aproximar com as células microbianas (Bleve et al., 2011).

3.4.4. Encapsulamento

O encapsulamento é uma técnica semelhante ao aprisionamento, mas nesse
caso as células possuem uma barreira maior em relacdo ao ambiente externo,
protegendo 0s micro-organismos de forma mais eficiente (Mattiasson, 2018;
Kourkoutas et al., 2004). Portanto, a grande vantagem desse método é a protecdo
agregada a barreira da capsula, pois permite o uso de micro-organismos na
degradacdo de poluentes téxicos e ambientes de condi¢cdes extremas, como
salinidade, temperatura, pH, entre outros (Klein et al., 2012). Assim, o0 método para
producdo de capsulas utilizado é o de extrusdo e, a matriz usada é o alginato de

sadio.

3.4.4.1. Encapsulamento pelo método de extruséo

Existem diferentes métodos para encapsulamento de diferentes compostos
ou células vivas de micro-organismos, todos apresentam vantagens e desvantagens
e parametros que devem ser considerados para sua aplicabilidade, como mostra a
Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Métodos de encapsulamento, vantagens, desvantagens e principais parametros (Brun -
Graeppi et al., 2011).

Método Parametros Vantagens Desvantagens
Importantes

Leito Fluidizado Concentracdo da | Aplicavel a uma | Dificuldade de
solugao de | grande variedade | alcancar
alimentacgéao, de polimeros. revestimento
viscosidade, fluxo uniforme e
de ar, temperatura completo de

pequenas
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e umidade particulas.

Extrusdo seguido | Diametro da | Varias tecnologias | Limitado a

de gelificacéo agulha, taxa de |tém sido | solugcbes de baixa
fluxo, viscosidade | desenvolvidas para | viscosidade.
da solugéo, | diminuir 0
concentracdo  do | tamanho, melhorar
polimero e | rendimento e
temperatura. homogeneidade.

Pulverizacao Entrada de ar, | Tecnologia simples | Aplicavel a uma
temperatura de | e bem | gama limitada de
saida do ar, | estabelecida, custo | polimeros.
concentracdo  da | baixo.
solucao de
alimentacao,
solubilidade do
polimero e forma
de cristalizagao.

Emulsdo seguida | Velocidade de | Facilmente Obtengéo de

de gelificacéo agitacao, aplicado em | particulas
viscosidade da | grande escala. apresentando
solucéo, grande diametros
concentracdo de com grande
polimero, distribuicdo de
temperatura, tamanho.
solubilidade do
polimero e do

agente gelificante.

Dentre as técnicas apresentadas, a extrusdao € um método muito simples,

barato e com condicbes que n&o agridem o material a ser encapsulado e,

comumente,

€ utilizado para transformacdo de hidrocol6ides em capsulas
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(Mortazavian et al., 2007). A técnica consiste em incorporar o material numa solugéo
encapsulante de forma a homogeneizar tal solucao e, depois, simular uma extrusao
gota a gota através de uma pipeta ou seringa para otimizar o tamanho das capsulas

conforme Figura 3.12.

Adiciio de
Cloreto de Cilcio
Suspensio de Solucdo de .
células probidticas  Alginato l Matriz
\ / encapsulante

/ . Gelatinizacio

das microcapsulas
= o OO s 0
IR et - €D bleo
) [y -

. 2 Células
Microcapsulas == .
microencapsuladas

Emulsificacio

Figura 3.12. Esquema do método de extrusdo com agitacao para producao de cipsulas de micro-
organismos (Silva et al., 2018; Heidebach et al., 2009).

A producédo de microcapsulas por essa técnica nédo utiliza solventes organicos
e, por isso, torna viavel o encapsulamento de farmacos, células vivas e outros
compostos de interesse na indastria de alimentos (Silva et al., 2018; Patil et al.,
2010). Além disto, o tamanho das capsulas dependera da viscosidade da mistura,
do diametro de gotejamento, da distancia entre a solugdo de endurecimento e da
agitacao (Etchepare et al., 2016). Assim, o método de encapsulamento por extrusao
€ simples e reprodutivel, onde se obtém microcapsulas/capsulas de forma répida e
na auséncia de condi¢bes drasticas, tornando o método ideal para encapsulamento
de compostos bioativos e células vivas de micro-organismos (Chew, 2015; Wang,
2003).

3.4.4.2. Alginato de sédio

O alginato pertence a um grupo de polissacarideos extraidos da parede
celular de algas marinhas marrons e possuem estrutura de um copolimero linear
(Mackie et al., 2016). A representacdo de sua estrutura pode ser visualizada na
Figura 3.13.
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n

Figura 3.13. Representacédo da estrutura do alginato de sédio (Mofidi, Aghai-Moghadam e Sarbolouki,
2000).

O alginato d& flexibilidade e rigidez a parede celular e sdo extraidos em torno
de 30 mil toneladas por ano, tal valor ndo representa 10% do quanto é produzido
pelas algas. Além disso, pode ser produzido por bactérias dos géneros
Pseudomonas e Azotobacter, e apresenta a caracteristica de ser mais acetilado,
logo, a acetilacdo influencia as propriedades reologicas e fisico-quimicas (Cargill,
2017).

7

Tal composto é constituido por sais de &acidos alginicos, sendo &cido
manurdnico (M) e acido gulurbmico (G), sendo que esses &cidos se ligam e formam
blocos homopoliméricos M-M e G-G ou hetropoliméricos M-G (Cargill, 2017). Os
alginatos de sodio, bario e célcio sdo muito utilizados para encapsulamento de
células integras por fornecerem protecdo aos micro-organismos e, assim,
aumentarem a eficiéncia de degradacdo dos poluentes (Kourkoutas et al., 2004).
Logo, estes sdo muito utilizados por serem sollveis em &gua e insollveis na
presenca de cétions bivalentes (Ca** ou Mg**), tais céations se ligam entre os blocos
formados (Figura 3.14) e forma uma estrutura 3D gelatinosa, unidas por ions de

calcio ou magnésio (Cargill, 2017; Raei et al., 2015).
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Figura 3.14. Estrutura dos cations ligados aos blocos de alginato formado (Kawaguti e Sato, 2009).

A estabilidade das capsulas formadas tende a diminuir ao longo do tempo
devido ao aumento da concentracdo de micro-organismos ou devido a baixa
concentracdo dos alginatos, citados anteriormente, no suporte (Kawaguti e Sato,
2009). No intuito de avaliar a estabilidade das cépsulas deve-se analisar a area

superficial e a porosidade das esferas formadas (Cargill, 2017).

3.5. Caracterizacao de Capsulas

O capitulo tem como objetivo principal apresentar algumas das técnicas de
caracterizacdo das capsulas, as quais foram realizadas no trabalho. As técnicas
descritas sdo: TGA, DSC e MEV-FEG, contagem de células viaveis, indice de

emulsificacdo e tenséo superficial.

3.5.1. TGA

A termogravimetria € uma técnica para medir a perda de massa de uma
determinada amostra em funcdo da temperatura e/ou tempo. Os termogramas e a
curva fornecida pela primeira derivada (dTG) fornecem informacbes sobre a

estabilidade do material analisado. Entretanto, diversos fatores como: razdo de
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aguecimento do forno, quantidade de amostra, sensibilidade da balancga,
solubilidade dos gases envolvidos, atmosfera, entre outros, podem afetar a analise
termogravimétrica. Dessa forma, a andlise termogravimétrica das cipsulas mostra a
faixa ideal de temperatura para utilizacdo sem ocasionar danos em sua estrutura e,

consequentemente, diminuicdo de sua estabilidade e eficacia (Brown, 2003).

3.5.2. DSC

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é uma técnica termoanalitica na
qual as variacbes de entalpia sdo monitoradas em relacdo a um material de
referéncia termicamente inerte. Assim, 0s eventos térmicos que podem gerar
modificacdes nas curvas de DSC podem ser transicdes de primeira e segunda
ordem. As transi¢coes de primeira ordem apresentam variacdo de entalpia, seja ela
endotérmica ou exotérmica, e dao origem a picos. Com relacdo as variacdes
endotérmicas, pode-se citar: fusdo, perda de massa, dessorcdo e reacdes de
reducdo. Enquanto, as variagcdes exotérmicas podem ser. cura, oxidacao,
degradacdo oxidativa, adsor¢cdo, entre outros. Ja as transicbes de segunda ordem
se caracterizam pela variacdo da capacidade calorifica, porém, sem variacdes de
entalpia (Brown, 2003).

3.5.3. MEV-FEG

O Microscopio Eletrénico de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)
possibilita a visualizacdo de imagens de alta resolucdo da superficie da amostra
com aumento de até 50.000X. Neste arranjo, € necessario que a amostra seja
transparente ao feixe de elétrons, o que pode ser feito através do depdsito de po
metalico. No caso das capsulas, o microscopio identifica os poros na superficie da
amostra, 0 que permite concluir que o crescimento do micro-organismo no exterior
da capsula sera facilitado, de forma a aumentar a degradacdo dos compostos de

petréleo (Goodhew, Humphreys e Beanland, 2000).
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3.5.4. Contagem de células bacterianas viaveis presentes nas capsulas

A contagem de células bacterianas vidveis presentes nas capsulas € muito
importante pois proporciona a avaliacdo de possiveis células microbianas com
potencial de crescimento. Sendo assim, a diluicdo seriada é realizada para que tal
contagem seja facilitada e precisa, uma vez que, o crescimento microbiano ocorre
de forma rapida, gerando muitas colbnias e, assim, a diluicdo diminui a quantidade
de colénias e facilita sua contagem. Na Figura 3.15, temos o exemplo de uma
diluicdo seriada e a forma como tal procedimento acarreta numa contagem eficaz e

facilitada das unidades formadoras de coldnias.
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Figura 3.15. Procedimento de diluicdo seriada e efeito no crescimento microbiano em placas de Petri.

3.5.5. indice de emulsificacéo

Atividade ou indice de emulsificacdo é uma caracteristica muito importante
para os biossurfactantes e, através da medida da emulsificacdo podemos inferir
indiretamente se ha ou ndo producdo dos biossurfactantes (Uzoigwe et al., 2015). A
propriedade de emulsificar se refere a dispersdo de uma fase liquida em outra,
causando miscibilidade entre os dois liquidos. Além do indice de emulsificagdo

como parametro indireto para determinar a producdo de biossurfactante, também
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podemos avaliar a presenca dessas moléculas usando a medida de tensédo
superficial (Salihu et al., 2009; Walter et al., 2008).

3.5.6. Tenséao superficial

A tensdo superficial € o efeito causado pela coesdo de particulas com
caracteristicas iguais na superficie de um fluido, levando a formacdo de uma
membrana eléstica, sendo que as moléculas na superficie do liquido ndo possuem
outras semelhantes, afetando o equilibrio das forcas e tornando a superficie mais
resistente a forgas externas (U.S Geological Survey, 2018).

Tal propriedade € muito importante, pois elevadas tensdes superficiais entre o
Oleo e a agua podem dificultar a extracdo de hidrocarbonetos em um reservatorio de
petréleo (Zhang et al., 2019). Além disso, através da medida de tensdo superficial,
podemos avaliar se ha ou ndo producdo de biossurfactantes, uma vez que tais
moléculas tendem a diminuir a tensao superficial na interface entre a agua e os

hidrocarbonetos (Zdziennicka et al, 2017).

3.6. Vias de Degradacéao do Petr6leo por Micro-organismos

Existem diferentes micro-organismos com capacidade de degradar o petréleo
bruto em derramamentos sendo que a maioria usa a rota anaerébia. Entretanto,
alguns micro-organismos sao aerdbios e utilizam os hidrocarbonetos alifaticos
saturados e insaturados como fonte de carbono para seu metabolismo (Thapa, Ajay
Kumar e Ghimire, 2012).

As bactérias anaerébias utilizam carreadores de elétrons como nitrato, sulfato
ou ferro, porém, o rendimento energético € muito menor do que o metabolismo de
bactérias aerdbias. Isto ocorre, devido ao metabolismo das bactérias aerobias
degradar o petréleo de forma mais rapida com a vantagem de utilizar o oxigénio

como aceptor de elétrons (Melo e Azevedo, 2008; Cao et al., 2012).

A Figura 3.16 mostra o processo de degradacdo aerdbia dos hidrocarbonetos
do petrdleo, que na etapa inicial depende de reacdes das enzimas de ativacdo e a

incorporagcdo de oxigénio, catalisadas pelas enzimas oxigenases, de forma a
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degradar os hidrocarbonetos em compostos intermediarios por Vvarias vias

metabdlicas (Montagnolli, Lopes e Bidoia, 2015).
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Figura 3.16. Processo de degradacédo aerébia dos hidrocarbonetos do petréleo (Das e Chandran,
2011).

As 3 principais enzimas envolvidas no processo de degradacdo do petréleo
séo: alcano hidroxilase (AIkB), rubredoxina (AlkG) e rubredoxina redutase (AIKT)
(Oliveira et al., 2012; Luo et al., 2014). De inicio, a enzima AIKT transfere elétrons do
cofator NADH para AIKG e o elétron é transferido para AlkB que atua como
catalisadora da oxidacdo do alcano com um atomo de oxigénio advindo da molécula
de O2 (Rojo, 2009). O alcano é convertido em alcool e a segunda molécula de
oxigénio reduzida a H20 atraves de elétrons transferidos do NADH pelas enzimas

alkT e alkG como mostra a Figura 3.17 (Rojo, 2009).
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Figura 3.17. A¢cdo das enzimas AIKT e AIKG (Rojo, 2009).

Assim, a AIkB potencializa a reacdo de hidroxilacdo, sendo que tal enzima é
codificada pelo gene alkB (Oliveira et al., 2012). Tal enzima AlkB ja foi detectada em
varios micro-organismos como Pseudomonas, Bacillus, Archeobacter, entre outros
(Rodrigues, 2014; Thapa, Ajay Kumar e Ghimere, 2012; Smits et al., 2002).

3.6.1. Micro-organismos que degradam petroleo

A literatura cita diversos estudos de micro-organismos, como bactérias e

alguns fungos, que sédo utilizados em processos de degradacdo de diversos

compostos xenobidticos, como apresentado na Tabela 3.6.

Tabela 3.6. Micro-organismos e os substratos alvo de degradacéo.

Micro-organismo Compostos degradados | Literatura
Bacillus Oleo diesel, quinolona. (Bento et al.,2005; Tuo et
al., 2012).
Rhodococcus Hidrocarbonetos do | (Kuyukina e Ivshina, 2010;
petréleo. Chen et al., 2012).
Pseudomonas Petréleo, tabaco. (Stallwood et al.,, 2005;
Morgante et al.,, 2009;
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Wang et al., 2012).

Aspergillus sp. Petroleo, metais pesados. | (Braud et al., 2006).

O uso de micro-organismos apresenta vantagens como baixo custo e alta
eficiéncia quando comparado a outras técnicas de remediacdo. Entretanto, a
selecéo das linhagens, tipo e concentracdo de contaminantes, restricbes ambientais
e climaticas e o procedimento de uso dos micro-organismos influenciam na
efetividade do processo (Ramadass et al.,, 2018; Tyagi et al., 2011). Entretanto,
apesar dos inumeros micro-organismos e substancias tensoativas liberadas pelos
mesmos, a vasta quantidade de organismos vivos que degradam diversas
substancias como o petréleo ainda é pouco conhecida. Dependendo do habitat
estudado, estima-se que menos de 0,1% e um maximo de 10% dos micro-

organismos sejam conhecidos (Van Hamme et al., 2003).

3.6.2. Fatores que afetam a biodegradacao do petroleo

Diferentes aspectos fisico-quimicos sdo importantes para a analise da
degradacdo de petréleo realizada por micro-organismos, entre eles temos: pH,
temperatura, matéria organica, concentracdo de oxigénio, entre outros (Raman e

Gnansounou, 2018; Kuyukina e Ivshina, 2010).

3.6.2.1. pH

O pH é um fator importante porque afeta o desenvolvimento e a capacidade
metabdlica dos micro-organismos devido aos efeitos dos ions H* na permeabilidade
celular e na atividade enzimética (Jacques et al.,, 2007). A faixa ideal para
crescimento e taxa metabdlica maxima da maioria dos micro-organismos deve estar
na faixa da neutralidade, proximo de 7,5, conforme Figura 3.18 (Jacques et al.,
2010).
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Figura 3.18. Valores médios 6timos de pH para crescimento e aumento metabdlico dos micro-

organismos (Adaptado de Jacques, 2010).

3.6.2.2. Temperatura

A temperatura influencia o consumo de substrato pelos micro-organismos,
como consequéncia, aumenta ou nao sua atividade metabdlica e, assim, a
biodegradacdo de HPAs (Haider, 1999). Em temperaturas muito baixas, o
metabolismo microbiano tende a diminuir e a viscosidade dos HAPS tende a
aumentar, dificultando sua degradacdo. Ja em temperaturas mais amenas
(temperatura ambiente) had diminuicdo da viscosidade dos compostos e maior
facilidade de degradacdo dos mesmos pelos micro-organismos presentes (Tate,
1995; Haider, 1999). Assim, a temperatura influencia tanto no crescimento
microbiano como na degradacao dos hidrocarbonetos de petrdleo, sendo que estes
podem ser degradados numa faixa de temperatura de O °C a 60 °C (Jain, Daga e
Kalamdhad, 2018; Waqas et al., 2018; Sorkhoh et al., 1993).

3.6.2.3. Matéria organica

A matéria organica fornece carbono e energia para o crescimento dos micro-
organismos em determinado local, dessa forma uma maior abundancia de matéria
organica aumenta a diversidade e metabolismo da microbiota (York, 2018;
Boopathy, 2000). Aléem disso, a matéria organica propicia uma sor¢cdo dos HPAs
gue, em virtude da baixa solubilidade em agua, facilita a disponibilidade para a
degradacéo feita pelos micro-organismos, logo, biomassas vém sendo utilizadas

juntamente com a técnica de biorremediagdo para aumentar sua eficacia e
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proporcionar nutrientes iniciais para producdo dos biossurfactantes (Meneses e
Araujo, 2014; Reis et al., 2008).

3.7. Métodos de Quantificacdo dos Componentes do Petréleo

A caracterizacdo do petrdleo € uma informacdo extremamente relevante,
porque através dela podemos determinar as técnicas mais apropriadas para
remediar possiveis derramamentos (Al-Areeq et al., 2018). Assim, devido a grande e
diversificada quantidade de compostos no petréleo, a caracterizagdo composicional
€ alvo de estudos de diversos pesquisadores (Akakuru e Akudinobi, 2018; Chinelatto
et al., 2018; Zhang et al., 2018; Taheri-Shakib, Shekarifard e Naderi, 2018).

Os principais componentes do petroleo sdo os hidrocarbonetos alifaticos
(ciclicos ou n&o), hidrocarbonetos aromaticos, e pelo conteddo de resinas e
asfaltenos (Atiqullah et al., 2018; Speight, 2006). Assim, a determinacdo de tais
componentes pode ser feita pelo método SARA, que se baseia na técnica de
cromatografia em coluna classica para separar as fracdes presentes no petroleo e
sua quantificacao através de cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacédo
em chama. Além disso, também podemos quantificar as fracées oriundas do método
SARA por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ja que tal técnica permite
0 uso do petréleo bruto, de forma a ndo ser necessaria a etapa de fracionamento
(Coutinho et al., 2018; Woods et al., 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS/RESULTADOS E DISCUSSOES

A metodologia, resultados e discussdes provenientes da dissertacdo foram
apresentados através da producdo de dois artigos cientificos. O primeiro, intitulado
“PRODUCTION AND ANALYSIS OF CAPSULES CONTAINING
MICROORGANISMS CONSORTIATED FOR FUTURE APPLICATION IN
PETROLEUM BIOREMEDIATION”, foi submetido a revista “International
Biodeterioration & Biodegradation” com fator de impacto de 3.562. A carta de envio
do artigo esta apresentada no ANEXO I.

Ja o segundo artigo, intitulado “AVALIACAO DA BIORREMEDIACAO DE
COMPOSTOS ALIFATICOS PROVENIENTES DE DERRAMAMENTOS DE
PETROLEO EM MEIO SALINO” ainda n&o foi submetido.

ARTIGO 1

PRODUCTION AND ANALYSIS OF CAPSULES CONTAINING MICROORGANISMS

CONSORTIATED FOR FUTURE APPLICATION IN PETROLEUM BIOREMEDIATION

Douglas Faria', Grazielle Dias Machado?, Rodrigo de Abreu Lang?, Fernando Santos?, Rogério
Lourega®".
! pontifical Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.

2 State University of Rio Grande do Sul, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brazil.

ABSTRACT

Oil spills cause severe environmental and economic impacts, so the use of bioremediation has been
widely studied to solve this problem. Due to its complex composition, oil prevents the complete action

of the microorganisms, so, the use of the encapsulation with the insertion of plant biomass provides
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protection and initial substrate to produce biosurfactants, making the bioremediation process more
efficient. Therefore, this work aims to produce capsules containing microbiological consortium and
analyze them using techniques such as: TGA, DSC, FESEM, viable cell count, emulsification index
and superficial tension. The results of TGA and DSC showed that the capsules have thermal stability
up to 40 °C and that growth of the microorganisms increases stability and resistance. The FESEM
allowed visualizing the presence of pores in the capsular membrane and viable cell counts were more
effective in capsules containing 1% (w/v) sodium alginate. The emulsification index showed a great
increase (80%) from the fifth day as well as the superficial tension had a great decrease (48%) in the
same period, indicating a greater production of biosurfactant. Therefore, capsular analyzes showed
excellent thermal stability and porosity, increased microbiological growth at lower alginate
concentrations, decreased superficial tension and increased emulsification in the presence of

petroleum.

Key words: capsules, petroleum, degradation, metabolism.

1. INTRODUCTION

Petroleum is a product of high added value for society, because due to its refining,
numerous products are formed and transformed in order to make it a prominent economic component
worldwide (Safari et al., 2018). Despite this, environmental disasters caused by oil spills in natural
environments have been a major concern and a target for review by society, as it is one of the major
sources of contaminants such as benzene, toluene, asphaltenes and resins (Brady, Brady and Borns,
2018). In order to analyze and understand techniques of removal of petroleum components in polluted
environments, several methods and forms of treatment have been studied (Murado et al., 2011). One
of the most used current techniques with high efficiency and low cost is the use of microorganisms to

degrade the chemical components of petroleum (Santos and Maranho, 2018).

Biological processes, when compared to physical and/or chemical processes, are reliable,
less aggressive to the environment, more efficient and have a lower operating cost, however, the
substrate and microbiological metabolism studies should be performed to optimize the degradation

process (Mulligan, 2005; 2Perfumo et al., 2018). Thus, bioremediation is an ecological technology for
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the remediation of marine environments contaminated by petroleum, because it uses the stimulus of
microbial activity for the degradation of organic compounds and the transformation of inorganic
compounds through the metabolism of microorganisms (Mulligan et al. al., 2014; bPerfumo et al.,
2018). There are several microorganisms that have specific characteristics of degradation of
compounds present in petroleum, thus the consortium technique is being used, since it allows the
enzymatic action to be more potent and the number of enzymes produced for the metabolism is higher
(Cao et al., 2012). Therefore, a community with three or more microorganisms is inserted into the
polluted environment in order to increase the efficiency of the petroleum biodegradation process in the

marine environment (Das and Chandran, 2011).

A concern in the use of microorganisms is the effect caused by physical and chemical
process of the environment, such as agitation, temperature, nutrient availability, presence of heavy
metals, among others (Klein et al., 2012). Thus, a technique to combat the problem is the production of
capsules which contain a concentration of microorganisms because the capsules have pores that allow
the contact of the microorganism and the enzymes with the substrate (petroleum compounds) and at
the same time, protect the microbial community (Etchepare et al., 2016). Another very important
aspect is the production of biosurfactants by microorganisms, these molecules are amphipathic and
allow a greater and more facilitated area of contact between the microorganism and the substrate (De
Oliveira and Dias, 2017). Therefore, the use of a consortium of encapsulated microorganisms is a
technique with great credibility and perspectives of large-scale use, therefore, more in-depth and
analytical studies regarding the presence of porosity, biological growth velocity, capsular stability,
biosurfactant production and the superficial tension should be performed as a first step and then used

in means of evaluating the degradation of the oil.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Production of capsules

First, three solutions of sodium alginate in the concentrations of 1% (w/v), 1,5% (w/v) and
2% (wl/v) are prepared with a temperature dilution of 70°C. Afterwards, 0,75% (w/v) of the plant
biomass meal of Citrus reticulata (biomass was dried in an oven and crushed in a ball mill) and 1%

(w/v) of the consortium of Ilyophilized microorganisms containing Bacillus subtilis, Bacillus pumilus,
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Bacillus amyloliquefaciens and Rhodococcus sp., supplied by Enziimp Company. After
homogenization, successive collections with 20 mL syringes are made to start the drip in 100 mL of 2%
(w/v) CaClz solution containing 1 mL of Tween 80 to form the capsules (Etchepare et al., 2015). The
capsules were produced by drip extrusion method performed by syringe and dropper, as shown in

Figure 1.

Figure 1. Drip in CacClz solution to form capsules containing microorganisms.

Once the drip is made in CaClz solution, the capsules are formed, then the capsules were
filtered using a 3 mm porosity sieve and washed with 2% NaCl (w/v) solution to remove any residue

from the solution of CaClz. After washing, the capsules were kept in a refrigerator at 4 °C.

2.2 Characterization of capsules

The characterization of the capsules used analytical techniques to analyze the crystalline
structure, microstructure, porosity of the capsular membrane, deterioration of the sample as a function

of temperature, superficial tension and emulsifying index.

2.2.1 Counting of viable cells present in capsules

The viable cell counts present in the capsules were made according to Lopes et al. (2016)
and Cunha (2017) and was performed for the capsules containing 1.0%, 1.5% and 2.0% (w/v) sodium
alginate, so, 0.2 g of capsules containing lyophilized microorganisms were solubilized in 4.5 ml of 1.5%
(w/v) sodium citrate solution at 60 °C. The second step is to perform serial (107, 10-8, 10-°) dilutions of
the samples in sterile 0,85% (w/v) NaCl salt or peptone water and after inoculating 1mL of each serial
sample in Petri dishes counting means AES supplemented with 2% (w/v) glucose by the pour plate

method. After inoculating the samples, the plates were incubated in an oven at 37 °C for 72 hours and
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the result counts were expressed in Colony Forming Units (CFU)/g of wet capsules. The counting was
done in triplicate for each seeded dilution and the calculation of the CFU was done by the number of

colonies present on the plates multiplied by dilution factor.

2.2.2 Superficial tension

The superficial tension analysis was performed through the mechanical equipment K6 using
the Du Nuoy ring method, and at each superficial tension reading, the ring was sterilized with ethanol
and calibrated through the superficial tension of the water (Gomes et al., 2018; Rovina et al., 2018).
The culture samples containing microorganisms, oil and water were analyzed at time of 1, 2, 3, 7 and
15 days, and in triplicate. The method consists of withdrawing a sample from the middle where the
microorganisms were cultured and inserting the Nuoy ring into the sample, applying a force for the ring

to be withdrawn and measuring the force when the ring broke the surface of the sample.

2.2.3 Emulsifying index

Approximately 5mL of sample from the cultured middle was collected at times of 1, 2, 3, 7
and 15 days in triplicate. The samples were centrifuged for 10 minutes and 2000 rpm in Eppendorf
Centruifuge 5810 model equipment, 2 ml of the supernatant was collected and mixed with 2 ml of
crude oil. The test was agitated for foam production and allowed to stand for 1 hour, reading the
emulsified height and total height after resting time. Finally, we used Equation 1 to determine the

percentage of emulsification index (Gomes et al., 2018; Rovina et al., 2018).

EI (%6 )=(emulsified height /total height }*100 (1)

224 TGA

The samples were analyzed using a TA Instruments Thermogravimetric Analyzer, Model
Q600, under a nitrogen atmosphere, with flow of 50.0 mL.min! and heating rate of 10 °C.mint in a
temperature range of 25 °C to 800 °C. Therefore, the analyzes were performed in capsular samples
with 2 weeks and recently produced. The main objective of the TGA analysis is to evaluate the

temperature range of use of the capsules, that is, the interval where there are no capsules changes.
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2.25DSC

The samples were analyzed from Schimadzu DSC 50 Analyzer, under nitrogen
atmosphere, with heating rate of 10 °C.min! in the temperature range of 25 °C to 350 °C. Therefore,

the analyzes were performed in capsular samples with 2 weeks and recently produced.

2.2.6 FESEM

Microscopy analysis using the field emission scanning electron microscope (FESEM) was
done IN Inspect F50 model equipment, FEI. Through the obtaining high resolution images of the
superficial and evaluation in manometric scale. The working voltage was 0.3 to 30 KW and point

resolution of 1.2 nm.
3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Production of capsules

The production of capsules was done with ease and provided capsules of uniform sizes
approximately 4mm in diameter. Through Figure 2 we can observe the capsules produced and realize
that the microorganisms are compacted together with the plant biomass due to the darker coloration
present inside the capsules. Furthermore, the Figure 2 shows the difference in growth of the
microorganisms over time, recently produced A-capsule, the two-weeks B-capsules and the 12-weeks

C-capsules.

Figure 2. Capsules produced by the extrusion encapsulation technique without stirring and growth of

microorganisms with use of biomass as nutrient/substrate.

Remembering that, the propagation of microorganisms occurred without the insertion of

substrates and nutrients to promote their growth, so the biomass present inside the capsule provided
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the initial microbiological growth, that is, no need to add nutrients. According to Melo and Costa (2005),
the presence of biomass or nutritive meal makes the encapsulation more efficient and preserves the
microorganism for longer. Furthermore, according to Pethkar and Paknikar (2002), sodium alginate will
promote high resistance to microorganisms, allowing their use in aquatic environments and promoting

the degradation of petroleum.

3.2 Counting of viable cells present in capsules

The cell count was performed in triplicate at different concentrations of sodium alginate, in
order to observe if the increase of the capsular matrix concentration will interfere in the microbiological

growth process. The data obtained of cell counts as colony forming units (CFU) are shown in Figure 3.
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Figure 3. Growth of microorganisms with different concentrations of alginate.

The data indicated that the highest representativity of the microbial growth was in
concentration of sodium alginate of 1% (w/v), followed by 1.5% and 2%, that is, a lower concentration
of alginate enables better growth of the consortium of microorganisms. According to Lopes et al.
(2016), the increase in polymer concentration in the capsular structure directly influences the growth of
microorganisms, so, higher concentrations of sodium alginate result in lower microbiological growth.
According to Léonard et al. (2014), who studied the microbiological growth of capsules with alginate

and pectin, the presence of the polymers affects the growth of Lactococcus lactis.
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The growth curve of the bacterial consortium showed an exponential phase between the
first and second day for the concentration of 1.0% and 1.5% (w/v) of sodium alginate and the third day
presented growth stability. The curve for the 2% concentration showed no characteristic
microbiological growth, indicating that it would be the worst capsule produced. According to Wei et al.
(2017) and Mendis et al. (2018) studied the growth of Bacilus amyloliquefaciens and assessed that the
highest growth of this species of microorganism occurs between tenth and twentieth day in a specific
growth means. In relation to the Rhodococcus species, Presentato et al., (2018) verified that the
growth of Rhodococcus has its exponential around 3 days of cultivation, indicating that the species

Bacilus can have greater durability than Rhodococcus in the consortium inserted in the capsules.

3.3 Superficial tension and emulsifying index

The effectiveness of a biosurfactant occurs through its ability to reduce superficial tension,
ie, free superficial energy measure per unit area, required to bring a molecule from the interior of the
liquid to the superficial (Mulligan, 2005). The biosurfactant production can be analyzed indirectly

through superficial tension data and emulsification index. The superficial tension data are shown in

Figure 4.
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Figure 4. Chart of superficial tension and emulsification index (%).

The chart shows a reduction of approximately 60 mN.m (48%) of the superficial tension

from initial time until the fifteenth day, indicating that the superficial tension of the oil occurs contrary to
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the biological growth, therefore, according to Gomes et al. (2018) and Rovina et al. (2018), an increase
of the microbiological growth causes the production of biosurfactants by the bacteria present in the
consortium and decrease of the superficial tension and increase of the emulsification index, which
reaches approximately 80% in 15 days. We also verified that after the third day of analysis, there is an
exponential growth of the emulsification and an exponential decrease of the superficial tension, we can
to confirm the fact through the chart of microbiological growth (Figure 3), where the lag phase of
growth occurs between the first and second day, indicating that from this period the production of
biosurfactant also tends to increase e (Rovina et al., 2018). Decesaro et al., (2013) evaluated the
emulsification index and superficial tension of several microorganisms in the presence of diesel, and
the increase of emulsification and decrease of superficial tension also occurred around the third day of
submerged culture, the microorganism Bacillus subtillis sp. reached a decrease of approximately 33%
in 4 days of cultivation and emulsification index of 60%. In addition, we can observe that the initial
growth of the microorganisms occurred due to degradation of the cellulose present in the plant
biomass of bergamot, indicating the importance of this substrate for the growth of the bacteria,

increase of the emulsification index and, consequently, decrease of the surface tension.

Maia et al. (2018) verified that Bacilus subtillis UCP0146 isolated from liquid residues
present in the mangrove and using manioc as substrate, reached a 95.2% increase in emulsification
index and 90% decrease in superficial tension in 150 days of cultivation, indicating that the
microorganisms have high capacity of metabolism and resistance to the substrate. In addition, Felix et
al. (2018) studied the superficial tension of 12 strains of Bacilus using cashew juice as a carbon source
and concluded that the superficial tension using water as reference decreased from 72mN.m-! to 31.8
mN.m-L. On the other hand, Soares et al. (2018), presented the exponential increase of emulsification
and decrease of superficial tension around the 24 hours of submerged culture in specific growth
means, indicating that the presence of petroleum may initially interfere the production of biosurfactants,

since the toxicity of the oil damages the microbial metabolism.

3.4 TGA

The thermogravimetric analysis was performed in two samples, the first one with bacterial

growth and the second without the growth (recently produced). Thus, Figure 5 shows the chart of the
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weight loss in capsular sample at the time of 2 weeks as a function of the increase in temperature and

also the flow of weight loss (derived).
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Figure 5. Thermogravimetric analysis for capsular sample produced at 2 weeks ago.

According the chart, we observed that weight loss (%) occurred more rapidly from the
beginning of warming up to 180 °C, with an approximate loss of 90%. This fact happened because in
the interval between 50 °C and 120 °C we have the loss of all water available in the capsule, and, when
analyzing the derivative of the weight, we have 3 peaks, the first one (100 °C) may be referring to total
water loss of the matrix, the second (150 °C) and the third (170 °C) are generated due to the presence
of the microbial consortium and the plant biomass inserted inside the capsule. Thus, degradation of
microorganisms and biomass may have occurred at the same time of the water loss, because
microbiological growth and biomass may have absorbed the moisture present in the capsule, causing
water of the sodium alginate solution to be lost first and the water present in plant and microbiological

biomass was lost in a secondary way (Anbinder et al., 2011).

Stojanovic et al. (2012) observed that thermal decomposition, water removal and
depolymerization accompanied by the rupture of CO and CC bonds may be present in the thermal
analyzes, and for the TGA curves of Thymus serpyllum, alginate of sodium used as encapsulating
matrix was degraded near 160 °C and the Glass Transition Temperature (Tg) around 27 °C. Anbinder
et al., (2011) used alginate microcapsules with gelatin coating, where TGA showed a large mass loss

from 27 °C to 100 °C with T equal to 50.8 °C and mass loss of approximately 99.8%.
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Therefore, high temperatures can cause the death of the microorganisms, causing their
metabolism to be interrupted, consequently, the oil will not to be degraded (Han and Woycechowsky,
2017; Elsawed et al., 2018). Thus, the use of the capsules should be performed at medium
temperatures and close to room temperature for greater microbial metabolism. In addition, through
Figure 6 we can analyze the TGA results of the recently produced capsule and evaluate whether there

is a difference in response due to presence or absence of the microorganisms.
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Figure 6. Thermogravimetric analysis for recently produced capsule.

The thermogravimetric analysis of the recently produced capsule, that is, without apparent
presence of microbial growth on its superficial, showed that the mass loss occurred very similarly when
compared with the analysis of the sample of 2 weeks. However, after 180 °C we can observe that the
mass loss already reaches 100%, indicating that the capsule was totally degraded with the increase in
temperature. In addition, when compared to the 2 weeks capsule, we observed that the microbiological
community present on the capsule superficial caused the total degradation (100%) to occur later than

in the recently produced capsule.

Thus, increasing the growth of the bacteria present in the capsule provides a higher
temperature resistance and a greater action of the microorganisms, degrading the petroleum present
in the sea (Roni et al.,, 2018). Therefore, the capsule will protect the microorganisms for an initial
growth and the oil will be degraded, so, the microbiological colony grows, consequently, the bacterial
colony itself is protected and favors its presence and its metabolism in the means in which it was
inserted. Thus, the use of capsules in the optimum temperature range (25°C-40°C) provides protection

to the microbiological community until the initial growth of microorganisms occurs.
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3.5DSC

The DSC analysis was performed in two samples, the first with recently produced capsules
and the second with 2 weeks capsules already showing bacterial growth in their structure, indicating
that the plant biomass was consumed for initial growth of the consortium of microorganisms. Through
Figure 7, we can to evaluate the energy released (exothermic) or absorbed (endothermic) by sample of

2 weeks and thus infer about what occurs in its structure.
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Figure 7. DSC analysis of capsular samples of 2 weeks.

The DSC curve presented is characterized by presence of a change in the slope of the line
at around 40 °C, indicating that the Te of the material is present near temperature. In addition, we
observe a peak around 146 °C which corresponds to dehydration of sodium alginate, plant biomass
and the microbial consortium contained within the capsule, so that the peak is endothermic due to the
absorption of heat to the environment generated by dehydration (DONG et al., 2004). According to
Gazori et al. (2009), the DSC analysis of particles produced using sodium alginate are similar to those
of chitosan, whose loss of water is also associated with the same temperature and the hydrophilic

groups present in its structures.

DSC analysis shows that the capsule structure can be maintained up to Tg, since Te
represents some change in the capsular structure as the sample fusion, causing the release of
biosurfactants and other molecules generated by bacterial metabolism can occur in a manner more
efficient, since the colony of microorganisms will be protected over a wide temperature range and,

consequently, will cause the degradation of the oil to occur more satisfactorily. Regarding the recently
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produced capsules, we have Figure 8 whose DSC analysis obtained similar results when compared to

the 2 weeks capsules.
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Figure 8. DSC analysis of recently produced capsular samples.

The recently produced capsules also showed a change in slope of the line around the
temperature of 42 °C (Tc) and temperature value of the endothermic peak around 150 °C, temperature
was slightly higher than that of the 2 week capsule, this may have occurred due to the higher amount
of plant biomass present inside the recently produced capsule, since at the 2 weeks capsule the plant
biomass was consumed by the microbial consortium for metabolism and growth of the bacteria.
According to Soares (2011), the high amount of cellulose present in the plant biomass can to generate
endothermic peaks at higher temperatures, so there is still a second endothermic peak around the 170
°C temperature that may belong to the cellulose present in the capsules. These analyzes show that
plant biomass is being consumed by the consortium of microorganisms due to the difference between
Te of the samples, since a higher amount of cellulose provides a higher Te. Thus, microorganisms are
susceptible to growth and metabolism in addition to plant biomass as the initial substrate (Soares,

2011).

3.6 FESEM

Microscopy analyzes were performed inside and outside the capsules in order to show the
superficial and the presence of pores in the structure. Due to the fragility of the microorganisms, they

were agglutinated in the stage of metallization and in the pumping of electrons to form the images in
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the microscope. In Figure 9 we can to observe the microscopy of the outside of the recently produced

capsule.

Figure 9. Microscopy of the outside of a recently produced capsule.

We can observe a wrinkling on the capsule superficial, indicating that the lyophilized
microorganisms and the plant biomass meal were impregnated, a result also analyzed by Pérez-
Chabela et al. (2013), whose presence of microorganisms such as bacteria and fungi present inside

the capsules caused the superficial to be wrinkled, making it irregular.

However, in the Figure 10 we observed the presence of propagules and spores of the
consortium of microorganisms present in the capsule as well as Martinez et al. (2016), indicating that

one part has become impregnated on the superficial of the capsule itself.

Figure 10. External microscopy of a recently produced capsule showing the presence of

microorganism propagules.

In addition to the outside, in the Figure 11 we have the microscopy of the inside of the

capsule, as well as the visualization of pores inside.
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Figure 11. Internal microscopy of the recently produced capsule.

In part B (internal) we verified the presence of several pores, which according to
Sundaramurthy and Sundramoorthy (2018) favors spore prospecting, making capsular protection more
effective and bacterial growth is greater and easier. In addition, in part A (external) we have the
presence of a large granule of plant biomass originating from the lack of sieving of the bergamot flour,
which may hinder its degradation by the consortium of bacteria, because it has a larger superficial area

than expected. However, the exacerbated size of the flour granule was found only in this capsule.

About the presence of microorganisms inside the capsule, we can see Figure 12, where it is
possible to identify some granules/colonies of the bacterial consortium despite the great agglutinated
that occurred in the metallization and microscopy process. The granules of bacteria found are identical
to the bacterial granules presented by Muller (2012), indicating the presence of the microorganism

consortium also inside the capsules.

Figure 12. Internal microscopy of a capsule, showing the presence of microorganisms.

In addition to the recently produced capsule, we also evaluated capsules produced 2 weeks
and 12 weeks, time elapsed until microscopic analysis. In Figurel3 it is possible to identify the

superficial of the 2 weeks capsule.
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Figure 13. Microscopy of the outside of the capsule.

The outer superficial of the capsule with a time of 2 weeks is very similar to the superficial
of the capsule just produced, however, we perceive the formation of a possible flagellum of the
bacterial colony that leaves the interior of the capsule and reaches the outside due to the growth of the
microorganisms. These structures are found in all Bacillus bacteria of the consortium inserted in the
capsule and facilitate the movement of the microorganisms, which improves the contact with the
substrate and increases the metabolic process (Mohapatra et al., 2017; Mbozo et al., 2017; Ghiuta et
al., 2017). Regarding the 12-week capsule, Figure 14 shows the external part of the sample and shows

the opening of the capsule due to the growth of the microorganisms inside.

Figure 14. External microscopy of the capsule.

We observe that in part A of Figure 14 there are capsule breaks at several points, indicating
a capsular degradation and growth of the microorganisms in its interior, in order to break it. In addition,
in part B of the figure it is possible to emphasize the tension which occurs due to the "swelling" of the
inner part of the capsule, causing the sodium alginate coating to be forced and opened as the interior
inflates. Thus, we can expect that, over time, the colony of consortium microorganisms grow in such a
way that there is a total forced opening of the capsule and the microorganisms, in greater quantity, are
released. In the inner part of the capsule, we noticed a more deformed sample with a higher pore

presence due to microbiological growth, as shown in Figure 15.
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Figure 15. Microscopy of the inside of the capsule.

4. CONCLUSIONS

The method of producing capsules through dripping was efficient, generating uniform
capsules with 4mm in diameter and confirmed the ease and low cost of its use. The counting of viable
cells in different capsular concentrations of sodium alginate showed that increasing the amount of

polymers in the capsule structure affects the integrity and metabolism of the microorganisms.

The presence of the bergamot biomass allowed the initial growth of microbiological biomass
and, consequently, increased the production of biosurfactants. The increase in the production of
biosurfactants can be analyzed indirectly through the emulsification index and the surface tension. The
surface tension was reduced by 48% for 15 days and the emulsification index increased by
approximately 80% over the same period, ie there was the presence of biosurfactants for these

parameters to be altered.

TGA and DSC showed that the cells have a thermal stability at 42 °C and that increasing the
growth of the bacteria consortium causes the microorganisms to acquire greater thermal resistance. In
addition, the presence of 2 peaks in the TGA for the newly produced sample and the presence of 1
peak in the sample with longer production time indicate that the biomass is consumed by the

consortium as the initial growth substrate.

FESEM showed that there is porosity in the capsular membrane of the samples and there is
presence of microorganisms despite the agglutination of the bacteria, due to the process of
metallization of the samples. In addition, the microscopies made it possible to infer that the

microbiological consortium also degrades the capsular membrane itself composed of sodium alginate.
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Therefore, capsules containing 1% (w/v) sodium alginate and bergamot flour can be used
for the degradation of petroleum in the marine environment, since the analyzes showed the efficiency
of the microbiological growth, the reduction of the surface tension, the increase of the emulsification
index and production of biosurfactants. In addition, sodium alginate is non-toxic, and the

microorganisms used do not affect human health, animal health and the environment,
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ARTIGO 2
AVALIACAO DA BIORREMEDIACAO DE COMPOSTOS ALIFATICOS

PROVENIENTES DE DERRAMAMENTOS DE PETROLEO EM MEIO SALINO

ABSTRACT

Oil spills cause severe environmental and economic impacts, so the bioremediation
technique has been extensively studied in order to use microorganisms for the
degradation of petroleum. Due to its complex composition, petroleum makes the
action of the microorganisms difficult in relation to the metabolization of its
components and, therefore, the use of the encapsulation with plant biomass insertion
provides protection and initial metabolic input for the production of biosurfactants,
which increase the surface area of contact between the metabolites and the
microorganisms, resulting in increased degradation of the compounds and greater
efficiency in the bioremediation process. Therefore, the objectives of the present
work are to produce capsules of sodium alginate containing plant biomass and
consortium microorganisms and to evaluate their use in the degradation of petroleum
through a fractional factorial experimental design to evaluate the importance of the
variables: capsule concentration, (crude oil or pure aliphatic fraction), and then to
use the full factorial design with the variables with the greatest impact in the process
to determine the optimization of the degradation. performed with the fraction of
saturated aliphatic from SARA fractionation through quantification with gas
chromatography technique. The results showed that all variables have an impact on
the biological process, however, the most important are: substrate concentration,
time, agitation and temperature, so the complete factorial design indicated that there
was an increase in C12 concentration in most samples, indicating that higher chain
hydrocarbons are being degraded primarily, in addition, the presence of the C14
standard in the pure saturated aliphatic sample and in the other samples was not
noticed, ie the petroleum used could already have undergone chemical processes
such as oxidation or, even the degradation by microorganisms already present in its
composition. Therefore, the use of capsules containing bacterial consortium is an
excellent alternative for the degradation of petroleum compounds, since it has
demonstrated a great capacity of degradation through the microbiological

metabolism.



81

Key-words: petroleum, microorganisms, capsules, bioremediation, degradation.

1. INTRODUCAO

O petroleo € uma fonte de lucro para diversos paises e geram produtos de
alto valor agregado, entretanto, também é uma fonte de grandes problemas
ambientais devido aos constantes derramamentos de plataformas petroliferas (Balke
e Brown, 2018; Paim, 2011; Leon, 2000). Quando o petréleo é extraido recebe a
denominacdo de 6leo cru, pois esta em seu estado natural, formado por
hidrocarbonetos e outros contaminantes em fraces menores (de Franca, Machado
& Caraméo, 2017; Van Hamme, 2003). A partir desse 0leo cru, varios produtos sado
obtidos através do refino, tais como: gasolina, querosene, diesel, entre outros
(Chambers et al., 2018; Cui et al., 2018; Matapour et al., 2018; Moro e Nascimento,
2011). Logo, os inumeros produtos obtidos e até mesmo o petrdleo bruto séo
altamente toxicos para o meio ambiente e prejudiciais a fauna e flora presente nos
locais de derramamento (Paim, 2011).

Existem diferentes fracGes advindas do petréleo cru que podem ser
analisadas, dentre elas temos: alifaticos saturados, asfaltenos, resinas e arométicos
(Chambers et al., 2018). Os compostos alifaticos saturados sdo aqueles com maior
facilidade de degradacdo e englobam hidrocarbonetos com variado tamanho de

cadeia (Matapour et al., 2018).

Portanto, com o propoésito de avaliar diferentes técnicas de remediacao do
petréleo em ambiente marinho, inUmeros estudos em torno de variados métodos
fisicos, quimicos e bioldgicos vem sendo avaliados para promover uma remediacao
eficiente e barata (Murado et al., 2011). Uma das técnicas amplamente estudadas,
com alta eficiéncia e baixo custo € o uso de micro-organismos que degradam o0s
componentes quimicos do petréleo (Santos e Maranho, 2018). Os processos
bioldgicos sdo mais seguros, menos agressivos ao meio ambiente, mais eficientes e
possuem menor custo de operacdo (Perfumo et al., 2018; Sharma, Mulligan &
Mudhoo, 2014; Mulligan, 2005).
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Diversos micro-organismos podem ser utilizados na biorremediacdo de
petréleo, por isso, a técnica de consorcio esta sendo estudada com o intuito de
aumentar a producdo de enzimas e biossurfactantes que facilitam a degradacao do
(Cao et al., 2012). Logo, uma comunidade com trés ou mais micro-organismos Sao
inseridas no ambiente poluido de forma a aumentar a eficiéncia do processo de
biodegradacdo do petréleo no ambiente marinho (Das e Chandran, 2011). O
consorcio de bactérias propicia o0 aumento da producédo de enzimas, metabdlitos e
biossurfactantes durante o processo de degradacéo, acarretando no aumento de
sua eficiéncia (Cao et al., 2012). Os biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas e
permitem uma maior area de contato entre 0 micro-organismo e o substrato. Como
grande parte do petrdleo ndo se dissolve em agua, a biodegradacdo ocorre na
regido interfacial entre o petrdleo e a agua, assim, o biossurfactante facilita o
contato e aumenta a quantidade de moléculas degradas pelos micro-organismos
encapsulados (Oliveira e Dias, 2017). Segundo Varjani (2017), dois mecanismos
séo considerados para degradacdo do petréleo pelas bactérias: o contato interfacial
direto entre os hidrocarbonetos e 0os micro-organismos, e, 0 contato das células
microbianas com hidrocarbonetos emulsificados devido a presenca de

biossufactantes.

Além disso, a presenca do petrdleo, como contaminante altamente téxico,
prejudica o metabolismo das bactérias presentes no consércio e, por isso, 0
encapsulamento é um método adequado para proteger a comunidade
microbioldgica (Klein et al., 2012). Assim, a producdo de capsulas possibilita que as
mesmas comportem uma concentracdo de micro-organismos, e ainda permitem o
contato do micro-organismo e das enzimas com o substrato (compostos do petréleo)
e, a0 mesmo tempo, protegem a comunidade microbiana dos efeitos fisicos e
quimicos que podem interferir na eficiéncia do processo de degradacéo (Etchepare
et al.,, 2016). Portanto, o objetivo do presente trabalho é avaliar a degradacdo do
petréleo devido ao metabolismo microbiol6gico usando capsulas contendo consorcio

de bactérias e biomassa vegetal.
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2. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados na produgdo das capsulas e nas andlises

de degradacéao de alifaticos saturados estdo apresentados nos proximos topicos.

2.1. Producéao de Capsulas

A primeira etapa consiste no preparo da solucdo de alginato de sédio 1%
(p/v) com diluicdo em agua a 70 °C e da farinha de biomassa vegetal de Citrus
reticulata utilizando moinho de bolas para trituracdo. Apés, 0,75% (p/v) da farinha e
1% (p/v) do consorcio de micro-organismos liofilizados contendo Bacillus subtilis,
Bacillus pumilus, Bacillus amyloliquefaciens e Rhodococcus sp. sdo adicionados a
solucédo de alginato de sédio 1% (p/v). Depois, sao feitas coletas sucessivas com
seringa de 20 mL para iniciar o gotejamento em solugcédo de CaCl2 2% (p/v) contendo
1 mL de Tween 80 para formacéo imediata das capsulas. Além disso, para que as
capsulas estejam livres de qualquer outro contaminante, é feita lavagem com
solucéo de NaCl 5% (p/v) (Etchepare et al., 2016).

2.2. Definicdo dos Parametros do Meio Reacional

Os meios reacionais serdo utilizados para avaliar a degradacédo do petréleo
em meio salino e diferentes parametros serdo analisados, dentre eles: concentracao
de capsulas (p/v), concentracdo de substrato (p/v), agitacdo, temperatura, tipo de

substrato (petréleo cru/alifaticos saturados) e tempo.

2.2.1 Meio Salino Sintético

O meio salino sintético foi produzido com base em Bidwell e Spotte (1985)

para simular a agua do mar, onde utilizados 0s seguintes reagente e concentracdes:
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e Sulfato de Calcio 27,6 g.L%;

e Sulfato de Magnésio 6,9 g.L%;

e Cloreto de Magnésio 5,4 g.L%;

e Cloreto de Calcio 1,4 g.L;

e Cloreto de Potassio 0,6 g.L;

e Bicarbonato de Sédio 0,2 g.L?;

e Brometo de Potassio 0,027 g.L?;
e Cloreto de Estroncio 0,02 g.L;

e Sulfato de Manganés 0,004 g.L;
e Fosfato de Sédio 0,004 g.L%;

e Molibdato de Sédio 0,001 g.L.

2.2.2 Purificacéo inicial do petroleo

O petroleo foi adquirido com apoio da Refinaria Alberto Pasqualini no Rio
Grande do Sul/Brasil, sendo que o mesmo apresenta baixo grau API. A retirada de
resinas e asfaltenos provenientes do petrdleo pode ser realizada seguindo o
protocolo do método 1664 da EPA (Environmental Protection Agency). Inicialmente
foi colocado 30 mL de n-hexano no frasco contendo 10 mL de amostra, e o
conteldo deste foi despejado em funil de separacdo, agitado por 2 minutos e
deixado em repouso por 10 minutos para separacdo das fases e, em seguida, foi
feita extracdo da fase organica e coleta em béquer de vidro previamente limpo.

Depois da extracdo e coleta, foi adicionado 2 g de sulfato de sédio anidro
para remoc¢ao de residuos de agua, sendo posteriormente filtrado em funil de vidro.
Depois, as amostras foram recolhidas em frascos e levados para geladeira a 4 °C

para posterior fracionamento SARA e analise de CG-FID.

2.2.3 Fracionamento SARA

A metodologia SARA utiliza a técnica de cromatografia classica de coluna
aberta (norma ASTM D2007-93) para separar as fracdes do petréleo (saturados
alifaticos, aromaticos, resinas e asfaltenos), cujo fracionamento € muito importante

para caracterizagdo (Akmaz et al., 2011). A primeira etapa consiste na precipitacao



dos asfaltenos, como mostra Figura 1.
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Figura 1. Etapa de precipitacdo de asfaltenos (Ramos, 2014).
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Segundo Ramos (2014), tal procedimento consiste na adicdo de n-heptano a

uma amostra de petréleo, na razdo de 1:40 m/v (6leo cru/heptano), sob agitagédo.

Em seguida, a amostra permanece 12 horas sob repouso em ambiente escuro e o

precipitado asfalténico € filtrado a vacuo com uso de membrana de celulose de 0,45

um e lavado até a retirada completa da coloracdo escura. Por fim, os compostos

malténicos sdo obtidos pela evaporacdo do solvente (heptano) com auxilio de

evaporador rotativo na temperatura de 40 °C sob vacuo. Assim, o 6leo resultante é

utlizado para analise cromatografia classica de coluna aberta através do uso de uma

bureta de 100 mL, sendo que a coluna é empacotada através da adicdo de uma

suspensdo de 15 g de silica gel 80 mesh em hexano. Apds 0 empacotamento,

aplica-se aproximadamente 250mg de maltenos ao topo da coluna e a eluigéo

ocorre conforme Figura 2.

100mL SATURADOS
de
hexano
Ml\;gll_STTI“EUNFI{CAA »| AROMATICOS
100mL de tolueno
200mL de
cloroférmio:
etanol (1:1) RESINAS

Figura 2. Etapas de eluicdo da cromatografia classica em coluna aberta.
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Como o intuito do trabalho é a avaliacdo dos alifaticos saturados, apenas a
primeira eluicdo foi realizada, gerando uma solucdo de alifaticos saturados em
hexano, sendo que o solvente foi evaporado usando evaporador rotativo.

Portanto, apds o fracionamento do petroleo, producdo de capsulas e meio
salino sintético, foi necesséario avaliar a influéncia dos parametros a serem
analisados, por isso, foi feito um delineamento fatorial fracionado com o intuito de
avaliar os parametros e, assim, definir quais seriam 0s mais significantes no

processo de degradacao.

2.3. Delineamento Fatorial Fracionado

O software utilizado para realizar o delineamento experimental foi o Minitab,
com fracionamento 2k2 e, seguiu o uso das variaveis e valores descritos na Tabela
1, onde A: Concentracdo de Capsulas; B: Diluicdo de Substrato; C: Agitacdo; D:

Duracéo do Processo; E: Substrato; F: Temperatura.

Tabela 1. Variaveis e valores utilizados no delineamento fatorial fracionado.

A B C D E F

-1 20% (p/p) | 20% (p/p) 0 rpm 20 dias Petrdleo bruto 25°C

_ Fracéo alifatica
1 50% (p/p) | 50% (p/p) | 50 rpm | 40 dias 40°C
saturada pura

Assim, através do software, o numero de corridas e interacbes foram

formuladas conforme Tabela 2.

Tabela 2. Corridas geradas pelo software Minitab.

OrdemEns | PtCentral | Blocos A B C D E F

1 1 1 1 1 -1 -1 -1

2 1 1 1 1 -1 1 -1 -1
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3 1 1 -1 -1 1 -1 1 1
4 1 1 1 -1 1 1 -1 -1
5 1 1 1 1 1 1 1 1
6 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
7 1 1 -1 1 1 1 -1 1
8 1 1 1 -1 -1 1 1 1
9 1 1 -1 1 1 -1 -1 -1
10 1 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
11 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1
12 1 1 1 1 1 -1 1 -1
13 1 1 1 -1 1 -1 -1 1
14 1 1 -1 1 -1 -1 1 1
15 1 1 -1 1 -1 1 1 -1
16 1 1 -1 -1 1 1 1 -1

Apos o uso do delineamento fatorial fracionado deve ser feita analise das
variaveis com maior fator de impacto no processo de biodegradacdo e, assim,

utilizar o delineamento fatorial completo para otimizar o processo.

2.4. Cromatografia Gasosa

O equipamento utilizado foi um Cromatdégrafo Schimadzu com uma coluna
capilar de silica fundida recoberta com um filme de 5%-dimetil-95%-dimetil-
polisiloxano, Rtx-1 (RESTEK; 30 m x 0,25 mm; espessura de fase de 0,25 um). A
temperatura inicial do forno foi de 40 °C mantida em isoterma por 1 min,
aquecimento de 6 °C.min?t até 310 °C e mantido em isoterma por 20 minutos. A
temperatura do injetor foi de 290 °C e do detector de 340 °C. O hidrogénio foi usado

como gas de arraste e foi utilizada inje¢cdo com diviséo de fluxo de 1:20.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
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3.1. Meios Reacionais e Coletas

Os meios reacionais foram montados de forma simples, mostrando a
facilidade e eficAcia no método de avaliacdo de degradacdo. Na Figura 3, podemos
visualizar em A um Erlenmeyer contendo petréleo, capsulas e meio salino sintético,
ja em B temos algumas amostras de alifaticos saturados coletadas nos primeiros 20

dias de andlise das variaveis pelo delineamento fracionado.

'

Figura 3. Meio reacional estudado (A) e amostras contendo compostos alifaticos saturados (B).

A parte A mostra que as capsulas aderem ao petréleo no inicio do processo,
indicando que pode haver uma adsorcdo do petréleo na membrana capsular
contendo alginato de sodio. Ja na parte B, percebemos que as amostras de
alifaticos saturados sédo de cor amarelada e juntamente com essas amostras temos
a presenca de biomassa microbiana sedimentada no frasco, portanto, a membrana
capsular foi degradas para liberacdo dos micro-organismos e houve degradacdo do
petréleo e da biomassa vegetal juntamente com a prépria capsula de alginato de
sédio. Segundo Cheng et al. (2017) e Zabbey et al. (2017), o estudo da
biorremediacdo em meios reacionais contidos em erlenmeyers fornece uma
resposta rapida de tomada de decisdo sobre os efeitos da degradacdo através do

metabolismo de micro-organismos.

3.2. Delineamento Fatorial Fracionado
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A analise de degradacéo foi feita com base em dois padrdes: C12 e C14, pois
os demais ndo foram eluidos pela coluna, indicando que a coluna utilizada para

cromatografia é eficiente para a eluicdo de alifaticos saturados de menor cadeia.

Os cromatogramas indicaram que a degradacao ocorreu de forma eficiente

como podemos analisar pela Figura 4.
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Figura 4. Cromatogramas referentes a amostra de referéncia (alifaticos saturados puro) e a
amostra A1l na coleta de 20 dias e 40 dias.

E visivel a diminuicdo dos picos ao longo do tempo e, além disso,
percebemos que a maior parte da degradacdo dos compostos ocorreu ate o
vigésimo dia, entretanto, mesmo ap0s esse periodo, a degradacao ainda continua
ocorrendo, ja que ainda ha diminuicdo de compostos entre 6 e 8 minutos. Além
disso, também percebemos, através dos cromatogramas, que a coluna nao foi
adequada para eluicdo dos alifaticos, uma vez que a maioria dos picos ficaram
préximos uns dos outros e com bandas largas, dificultado a analise dos tempos de

retencgao.

Com relacéo aos calculos, as areas dos picos referentes aos compostos C12
e C14 foram avaliadas com base na area de alifaticos saturados puros, pois todas

as amostras possuiam concentragdo de 2% (p/p), sendo assim, usar a area dos
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picos como forma de gerar uma porcentagem de degradacdo € viavel pois as
amostras de referéncia, ou seja, com 0% de degradacdo sdo compostas pelos
alifaticos saturados puros. Lembrando que, todas as andlises cromatogréficas foram
realizadas em duplicata, logo, foi feita a média de cada amostra, incluindo a de
referéncia (alifaticos saturados puros), as quais foram usadas para definir a
porcentagem de degradacdo. Além disso, os valores de degradacdo negativos
indicam que ao invés de haver diminuicdo da concentracdo do composto, houve
aumento da concentracdo, tal fato pode ser explicado devido a degradacédo de
compostos de maior cadeia, gerando aumento da quantidade de C12 e/ou C14
usados como padrdes avaliados. O Anexo A, contém todos os dados referentes aos

calculos e valores de area das amostras advindas dos cromatogramas.

ApoOs os calculos, é feita analise de variaveis utilizando software, o qual gerou

o grafico, referente a degradacao de C12 e C14, apresentado pela Figura 5.
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Figura 5. Grafico de Pareto para degradacéo de C12 e C14.
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Dessa forma, € possivel inferir que a maioria das variaveis acabam se
tornando importantes na degradacdo de C12 e C14. Entretanto, as variaveis com
maiores efeitos foram BF e CD, e, por isso, foram escolhidas para serem analisadas
com delineamento fatorial completo. Além do grafico de Pareto, também € possivel
avaliar as variaveis através do grafico normal de efeitos, o qual apresenta a maior
importancia da variavel de acordo com sua distancia do ponto zero. Logo, quanto
mais distantes do ponto zero, maior a influéncia e efeito da variavel. Na Figura 6, o
grafico normal de efeito da degradacéo de C12 e C14 mostra que todas as variaveis
tém certo grau de importancia, entretanto, as variaveis BF e CD sdo as mais

distantes do ponto zero.
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Figura 6. Grafico normal de efeito para degradacao de C12 e C14.
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Apls determinar quais variaveis sdo relevantes para 0 processo de
degradacédo de C12 e C14, podemos analisar quais os valores indicados para cada
variavel com intuito de aumentar o rendimento do processo de degradagéo. Assim, o
grafico apresentando pela Figura 7 mostra os valores indicados para maior

rendimento de degradacédo para as variaveis B e F e, para C e D.
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Interactive Chart for C14
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Figura 7. Grafico de interacdes para as variaveis de maior importancia no processo de degradacéo de
Cl2 e C14.

Logo, os valores indicados para aumentar o rendimento de C12 séo: B=
40%(p/p); F= 25°C; D= 20 DIAS; C= 50rpm. E, os valores indicados para C14 sao:
B= 20%(p/p); F= 25 °C; D= 20 DIAS; C= 50rpm.

Portanto, o delineamento fatorial fracionado, juntamente com analise de
dados advindos da cromatografia gasosa, permitiu avaliar que as variaveis mais
influentes no processo de degradacéo de C12 e C14 sdo B (Diluicdo do substrato),
F (Temperatura), D (Tempo) e C (Agitacdo). Assim sendo, 0sS experimentos
utilizando delineamento fatorial completo devem ser realizados com base nessas
variaveis mantendo as demais varidveis com valor constante, ou seja, A

(Concentracdo de Capsulas) = 35% (p/p) e E (Tipo de Substrato) = Petroéleo.
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Com base no delineamento fatorial fracionado foi possivel determinar as

variaveis de maior influéncia no processo de degradacdo de C12 e C14. Portanto,

as demais variaveis estudadas foram avaliadas com valor constante, por exemplo, a

concentracdo de capsulas foi de 35% (p/v) e o0 substrato utilizado foi o petrdleo

bruto. Logo, o delineamento fatorial completo sera de 2* e, utilizando o software

Minitab temos a quantidade de corridas necessarias para avaliacdo do processo de

degradacédo, conforme Tabela 3 e Tabela 4.

Tabela 3. Variaveis influentes no processo de degradacdo e usadas para delineamento fatorial

completo.
A (DILUICAO DO B C D
PETROLEO) (AGITACAO) | (TEMPO) | (TEMPERATURA)
-1 20% (p/p) 0 rpm 10 dias 25°C
1 50% (p/p) 50 rpm 20 dias 40°C

Tabela 4. Delineamento Fatorial Completo realizado através do software Minitab.

OrdemEns | PtCentral | Blocos A B C D
1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 -1 1
3 1 1 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1 -1 1
5 1 1 1 -1 1 1
6 1 1 1 1 -1 -1
7 1 1 1 -1 1 -1
8 1 1 1 -1 -1 1
9 1 1 -1 -1 1 1
10 1 1 -1 1 1 -1
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11 1 1 -1 1 1 1
12 1 1 1 1 1 -1
13 1 1 -1 -1 1 -1
14 1 1 -1 -1 -1 -1
15 1 1 1 -1 -1 -1
16 1 1 -1 1 -1 -1

Através da analise dos resultados obtidos pela cromatografia gasosa, temos

os gréficos de interacdo para a degradacdo de C12 na Figura 8.
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Figura 8. Grafico de interacdo das varidveis para degradac¢éo de C12.

Através do grafico percebemos que a interacdo permite definir os melhores
valores para aumentar a eficiéncia da degradacdo do petroleo, por exemplo, a
interacéo de A e B, B e C, C e D mostraram que maiores valores das variaveis (+1)
irdo gerar maior degradacdo, ja a interacdo de A e C foi igualitaria para valores de C
(-1 ou +1). ParaB e D, e, A e D 0 maior valor de D e menor valor de B e A geram
melhores resultados. Assim sendo, experimentos utilizando 2 variaveis permitem

distinguir os valores significativos para seu estudo e avaliacao.



96

Com relacdo as varidveis estudadas de modo geral, podemos gerar um
grafico contendo a otimizacdo do processo de degradacdo dos alifaticos saturados
(Figura 9).

Otima Suoer A B C D

: uperio 1.0 1.0 1.0 1.0
D:1.000 g, [-1.0] [-1.0] [1.0] [-1.0]
Predicdo Inferior -1.0 -1.0 -1.0 -1.0

%DEGRADA

Alvo: 1.0
y=10
d = 1.0000

Figura 9. Grafico de otimizacdo para degradacdo de C12.

A Figura 9 mostra que para atingir o alvo de valor 1 (100% de degradacéo),

os valores de A, B, C e D devem ser o0s presentes na Tabela 5.

Tabela 5. Valores otimizados para degradacéo completa de C12 presente no petréleo.
A B C D

20 %(p/v) 0 rpm 20 dias 25°C

O aumento da concentracdo de petréleo tende a aumentar a toxicidade do
meio reacional, portanto, era esperado que a diminui¢cdo do petroleo acarretasse no
aumento da eficiéncia de degradacdo (Kadri et al.,, 2018; Al-Dhabaan, (2018);
Suganthi et al., 2018). Com relacdo a agitacdo, era esperado que seu aumento
ocasionasse em maior degradacdo, entretanto, n&o foi o observado, pois,
provavelmente a agitacdo provocou o aumento da solubilizacdo dos sais presentes
no meio reacional, assim, impediu o crescimento das bactérias, tornando a taxa de
mortalidade maior que a taxa de crescimento e multiplicacdo celular (da Silva et al.,
2018; Silva et al., 2018). Ainda, percebemos que ha dependéncia do tempo de
degradacdo com a quantidade de substrato presente no meio reacional, indicando

que uma maior concentracdo de petroleo implica em maior tempo de uso de
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capsulas, assim como mostra o grafico correspondente a interacdo das variaveis na
Figura 8.

A temperatura € um parametro muito importante, pois temperaturas mais
amenas facilitam o crescimento das bactérias utilizadas no estudo, sendo que o
mais indicado para aumento do metabolismo seria uma temperatura em torno de 30
°C (Juneja et al.,, 2019; Shields-Menard et al., 2017). Além disso, ndo se deve
esquecer da fonte de carbono presente para metabolizacdo, o petréleo € altamente
toxico e, geralmente, estudos relacionados ao metabolismo e crescimento
microbioldgico séo realizados com fontes de carbono mais acessiveis e nao toxicas,
como arroz, mandioca, batata, soja, feijao, entre outros (Juneja et al, 2019; Hwang &
Huang, 2019; Machado & Costa, 2018; Zucareli et al., 2018; Shields-Menard et al.,
2017).

Com relacdo aos dados provenientes da degradacdo de C14, ndo houve
nenhuma deteccdo desses alifaticos saturados em nenhuma amostra analisada. Tal
fato pode ter ocorrido devido aos erros de andlise cromatogréafica e integracdo dos

dados, ja que foram feitos em tempo menor do que o verificado para eluicdo de C14.

4. CONCLUSOES

O delineamento fatorial fracionado comprovou que todas as variaveis
estudadas sao importantes na biorremediacdo, entretanto, as varidveis mais
impactantes foram: agitacdo, temperatura, tempo e diluicdo do petréleo.

O delineamento fatorial completo possibilitou a otimizacdo da degradacédo de
petréleo, mostrando que o tempo deve ser de 20 dias, a diluicdo do petréleo de 20%
(p/v), a agitacdo de O rpm e a temperatura de 25 °C, de forma a aumentar a
eficiéncia de degradacgéo do petroleo.

Portanto, o uso de capsulas para biorremediacdo do petroleo foi eficiente,
pois, através dos cromatogramas observou-se a diminuicdo da &rea referente aos
padrées C12 e C14 ao longo do periodo de degradacéo pelas capsulas contendo o
consércio microbiolégico e a biomassa vegetal. Além da diminuicdo dos padrdes,
também foi possivel identificar a diminuicdo dos demais compostos presentes nas
amostras, mesmo sem a utilizacdo dos padrbes cromatogréaficos correspondentes a

€sses compostos.
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5. CONCLUSOES

O método de extrusdo por gotejamento possibilitou a producdo de capsulas
de aproximadamente 4 mm de diametro. A contagem de células bacterianas viaveis
em diferentes concentracbes capsulares de alginato de sodio mostrou que o
aumento da quantidade de polimeros na estrutura da cdpsula afeta a integridade e o

metabolismo dos micro-organismos.

A presenga da biomassa de tangerina permitiu o crescimento inicial da
biomassa microbiana e, consequentemente, aumentou a producdo de
biossurfactantes. A tenséo superficial foi reduzida em 48% em 15 dias e o indice de
emulsificacdo aumentou em aproximadamente 80% no mesmo periodo, ou seja,

houve a producédo de biossurfactantes para que estes parametros fossem alterados.

TGA e DSC mostraram que as células possuem estabilidade térmica entre 25
°C e 42 °C e que o aumento do crescimento do consércio de bactérias tornam os
micro-organismos mais resistentes. Além disso, a presenca de 2 picos no TGA para
a amostra recém-produzida e a presenca de 1 pico ha amostra com maior tempo de

producdo indicam que a biomassa € consumida pelo consoércio como substrato

inicial de crescimento.

O MEV-FEG mostrou que ha porosidade na membrana capsular das
amostras e que ha presenca de micro-organismos, apesar da aglutinacdo das
bactérias devido ao processo de metalizacdo das amostras. Além disso, as
microscopias permitiram inferir que o consoércio microbiano também degrada a

prépria membrana capsular composta de alginato de sédio.

Portanto, capsulas contendo 1% (p/v) de alginato de sédio e 0,75% (p/v) de
farinha de tangerina podem ser utilizadas para a degradacdo do petrdleo no

ambiente marinho, uma vez que as analises mostraram a eficiéncia do crescimento
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microbiano, a reducéo da tensao superficial, 0 aumento do indice de emulsificagédo e
producdo de biossurfactantes. Além disso, o alginato de sodio ndo é toxico e 0s
micro-organismos utilizados n&o afetam a salude humana, a saude animal e o

ambiente.

O delineamento fatorial fracionado comprovou que todas as variaveis
estudadas sdo importantes na biorremediacdo, entretanto, as variaveis mais

impactantes foram: agitacao, temperatura, tempo e diluicdo do petroleo.

O delineamento fatorial completo possibilitou a otimizacdo da degradacao de
petréleo, mostrando que o tempo deve ser de 20 dias, a diluicdo do petréleo de 20%
(p/v), a agitacdo de O rpm e a temperatura de 25 °C, de forma a aumentar a

eficiéncia de degradacéo do petroleo.
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6. TRABALHOS FUTUROS

Os trabalhos futuros incluem o uso de outras matrizes para encapsulamento,

como uso de alginato de calcio, quitosana e celulose.

Avaliar o uso de micro-organismos isoladamente para comparar com O
consércio de bactérias estudado, assim como alterar a biomassa vegetal utilizada

para analisar se h4 melhora ou piora no crescimento e metabolismo microbioldgico.

Usar o fracionamento SARA para separar todas as fracbes do petréleo e,
assim, analisar os compostos aromaticos (BTEX e HPAs), resinas e asfaltenos,

além dos alifaticos saturados.

Desenvolver uma metodologia de analise cromatografica mais eficaz, através

do uso de coluna especifica.

Aplicar as capsulas em outro ambiente como o solo e, com outros poluentes,

como gasolina, diesel, residuos de tintas, entre outros.

Avaliar o uso da bioestimulacdo durante a degradacdo do petréleo, com
intuito de analisar se a adicdo de nutrientes pode aumentar o periodo de

degradacédo do petroleo.
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