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Resumo — O derramamento de 6leo ou gasolina durante o transporte maritimo ou em postos de distribuicao
pode causar danos ao ambiente devido a sua afinidade pela matéria organica e sua distribuicdo na lamina d’ agua de
lencdis fredticos e oceanos, limitando a biorremediacdo. A utilizagdo de surfactantes de origem bacteriana potencializa a
remocdo de hidrocarbonetos de petréleo desses ambientes. Sendo assim, 0 estudo da emulsificacdo é um passo
fundamental para a aplicacdo futura desta tecnologia em programas de despolui¢do ambiental. Para determinar as taxas
de emulsificagiio em presenca de trés derivados do petréleo, gasolina, querosene e Arabe leve, isolamos consorcios
bacterianos a partir de amostras de sedimento superficial de mangue previamente impactado com hidrocarbonetos da
APA de Guapimirim, RJ. Os consorcios estudados mostraram alta taxa de emulsificagdo, em especial da gasolina, que
se mostrou relacionada com a biomassa. Nossos resultados indicam que o biosurfactante produzido poderd ser Util na
remediacio de ambientes impactados com gasolina ou Arabe leve.

Palavras-Chave: Bacillus sp.; biosurfactante, taxas de emulsificagdo; biorremediacdo, mangue, Baia de
Guanabara

Abstract — Qil spillage during ship transportation or at gas stations may be deleterious to environment due to
its affinity for organic matter and its prompt distribution over the ground water surface, limiting bioremediation. The
usage of bacterial surfactants can enhance the removal of petroleum hydrocarbons from the impacted area. Thus, the
study of bacterial emulsification is relevant for improved environmental decontamination programs. Three Bacillus spp.
were isolated from mangrove sediment of APA de Guapimirim -RJ, a protection area previously impacted with
petroleum hydrocarbon. Emulsification index was quantified from gasoline, kerosene and Arabian light. The bacteria
showed a high emulsification index, especialy for gasoline, that seemed to be related to its biomass. Our results
indicated a possible utilization of this biosurfactant in the environmental remediation on areas impacted with gasoline or
Arabian light.
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1. Introducéo

A contaminagdo por hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS) tem causado danos criticos ao ambiente e
a salde, uma vez que estas substancias sdo sollveis em substancias lipidicas, tendendo a se concentrar no figado de
animais marinhos (Libes, 1992). Como conseqliéncia, os HPASs se ligam irreversivelmente aos componentes da matéria
organica, tornando-se indisponiveis para os microrganismos removerem e/ou degrada-los. Devido a este fato, uma
maior atencdo tem sido voltada ao desenvolvimento e implementacdo de técnicas inovadoras para descontaminagéo
ambiental. Métodos de biorremediacdo tém recebido publicidade favoravel como tecnologia promissora no tratamento
de impactos de hidrocarbonetos no meio ambiente (van Loosdrecht et al, 1990, Rahman et al, 2002).

Pela evolucdo, as bactérias foram se adaptando do ponto de vista nutricional, sendo capazes de utilizarem
variadas fontes de carbono, inclusive substancias imisciveis em égua. Para isto, produzem biosurfactantes, que as
ajudam a absorver, emulsificar, hidratar e dispersar ou solubilizar materiais hidrofébicos. Os surfactantes podem ser
produzidos como metébdlitos secundarios por leveduras, fungos e/ou bactérias, a partir de substratos, que incluem
acUcares, Oleos e &cidos graxos em geral. Eles sdo efetivos na reducdo da viscosidade e tensdo interfacial da camada de
0leo na agua in situ, bem como no processo de desidratacdo da emulsdo anterior ao processamento e liberagdo de
betume. Comparados aos surfactantes ndo biogénicos, os biosurfactantes tém maior tolerancia a variagdo de pH,
temperatura e salinidade, sdo mais seletivos, menos toxicos, biodegradaveis, existindo ainda a possibilidade de serem
produzidos in situ pelos microrganismos, que se utilizariam dos contaminantes organicos como substrato para
crescimento (Mulligan et a, 2001; Rahman et al, 2002). Do ponto de vista do desenvolvimento sustentavel, é
importante que as substancias liberadas no ambiente sejam biodegradaveis, afim de limitar potenciais danos e acimulo
de substancias recalcitrantes, bem como preservando e protegendo a riqueza e diversidade de espécies (Healy et d,
1996).

Os surfactantes tém sido utilizados como adesivos industriais, agentes de floculacdo, de solubilizacdo e
espumantes; de-emulsificadores e penetrantes. O vazamento de 6leos ou gasolina em postos de distribuicdo, podendo
atingir o lencol freatico, gera problemas como a distribuicgo do substrato hidrofobico nalamina d”agua e adsorcao deste
a matéria organica. Os tratamentos de biorremediacdo, como a bioamplificagdo e bioestimulagdo, ndo solucionam
prontamente esses vazamentos. O uso de biosurfactantes, capazes de emulsificarem as fases aguosa e ndo aguosa,
potencializa a remocdo de hidrocarbonetos de petrdleo da camada superficial de coluna d’agua, bem como os
adsorvidos a solo ou sedimento marinho. Além disto, os biosurfactantes funcionam como agentes quelantes de metais.

Visando intensificar a busca de solucdes para a recuperacéo ambiental, restabelecendo a sua sustentabilidade,
foram iniciados estudos de producéo de biosurfactantes por cepas de Bacillus spp., isoladas de sedimento de mangue da
APA de Guapimirim, Baia de Guanabara. O objetivo é determinar as taxas de emulsificacdo em presenca de trés
derivados do petrdleo, gasolina, querosene e Arabe Leve, em dois periodos de crescimento bacteriano.

2. Material e M étodos

2.1. Coleta, isolamento e manutencéo de bactérias hidr ocar bonoclasticas

Foram coletadas amostras de sedimento superficial de mangue da Area de Protecdo Ambiental (APA) de
Guapimirim, municipio de Sdo Gongalo, RJ, previamente impactado com hidrocarbonetos. O sedimento recebeu choque
térmico a 80°C, 20 minutos, para isolamento de consorcios de Bacillus spp e foi incubado em meio de cultura seletivo
para bactérias hidrocarbonoclésticas. Apos isolamento, as bactérias foram mantidas neste meio de cultura, em
temperatura de 37°C.

2.2. Producéo de biosurfactante

Os consorcios bacterianos foram inoculados em tubos de vidro com tampa rosqueada, durante 98 horas. A
verificagdo da producdo de biofilme foi constatada através da presenca de crescimento bacteriano nas paredes internas
do tubo e através do colapso da gota da suspensdo em superficie recoberta com 6leo. Foram selecionadas aquelas que
apresentaram resultado positivo e maior biomassa.

2.3. Separ acdo das cepas de Bacillus spp. dos consor cios
Para selecionar dos consdrcios as cepas de melhor eficiéncia na producdo de surfactantes, foram realizados
plaqueamentos em meio solido com 0,8% de vermelho Congo.

2.4. Deter minagdo de biomassa bacteriana

As bactérias que apresentaram resultados positivos no item anterior, foram inoculadas em meio de cultura e
incubadas por 15 dias a 37°C. A verificagdo dataxa de emulsificagéo (E,, %) dessas bactérias em querosene, gasolina e
arabe leve foi realizada em triplicata com acompanhamento de 7 e 15 dias de incubagdo. Uma aliquota foi retirada para
contagem da biomassa bacteriana nos dias 0, 7 e 15, antes da adicdo dos derivados do petréleo. As células foram
coradas com laranja de acridina, contadas em microscopia de epifluorescéncia como descrito por Kepner et al. (1994) e
a biomassa bacteriana foi calculada através do método de Carlucci et a (1986). Apds a contagem, cada composto foi
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adicionado no meio de cultura na proporcdo de 3:2 v/v e ataxa de emulsificacéo foi estimada segundo Paraszkiewicz et
al (2002).

3. Resultados e Discussdo

A regido da APA de Guapimirim, e outras areas da Baia de Guanabara sofreram impacto por petréleo em
janeiro de 2000, equivalente a 300.000 gal6es de éleo, com densidades diferentes (Michel, 2000). Apds este impacto,
foram coletadas amostras de sedimento de mangue e isolados trés consorcios bacterianos, pertencentes ao género
Bacillus spp.

O plaqueamento em meio solido permitiu separar dos consdrcios, 3 cepas bacterianas com maior biomassa,
produzindo colbnias mucdides, que apresentavam coloracdo rosa-avermelhada pelo vermelho Congo. Como
discriminadas abaixo, as bactérias foram separadas em dois grupos, com fontes de carbono diferentes. O grupo AL, foi
mantido em meio de cultura liquido, utilizando o Arabe Leve como fonte de carbono; o grupo S, passou a utilizar a
sacarose (Tabela l).

Tabela 1. Relagdo das bactérias isoladas de sedimento de mangue e utilizadas nos bioensaios.

Bactéria Género Local deisolamento Fonte de carbono
AL1 Bacillus spp. APA de Guapimirim Arabe Leve
AL2 Bacillus spp. APA de Guapimirim Arabe Leve
AL3 Bacillus spp. APA de Guapimirim Arabe Leve

A Bacillus spp. APA de Guapimirim Sacarose
S5 Bacillus spp. APA de Guapimirim Sacarose
S6 Bacillus spp. APA de Guapimirim Sacarose

A emulsificagdo da gasolina foi verificada em todas as bactérias com 7 dias de incubacgo. A maior taxa
(76,90%) ocorreu com AL3. Apenas quatro cepas de Bacillus spp. emulsificaram o querosene ou Arabe Leve, com
taxas mais baixas que a anteriormente citada. Com 15 dias de incubacdo, as taxas de emulsificacdo da gasolina
aumentaram 85,40 — 86,30 e 53,90% para AL 1, AL3 e $4, respectivamente. O querosene e o Arabe Leve também foram
emulsificados, com taxas variando entre 3,30 e 46,40% (Tabela 2).

Todas as bactérias apresentaram emulsificacdo da fase ndo aquosa (A) para a gasolina, independente do tempo
de incubacdo. As maiores taxas ficaram entre 51,40 e 75,90%, para as cepas AL3, S4, S5 e S6, com 7 dias de
incubagdo. Houve aumento desta taxa com 15 dias de incubagdo para 5 bactérias, exceto S6, cuja taxa de emulsificagdo
nafase ndo aquosa caiu para 45,10%. Poucas cepas apresentaram esta taxa de emul sificagio para o querosene e o Arabe
Leve (Tabela?2).

Os percentuais de taxa de emulsificacdo na fase aquosa (B) para gasolina foram superiores aos obtidos
anteriormente, variando entre 55,60 e 128,20%, para 5 cepas. De um modo geral, as maiores taxas foram obtidas com
15 dias de incubagio ou puderam ser quantificadas somente neste periodo, seja para o querosene ou Arabe Leve (Tabela
2).
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Tabela 2. Emulsificacso da gasolina, querosene e Arabe Leve por bactérias isolados de sedimento de mangue
com 7 e 15 dias de incubagéo.

Bactérias Substancias E4(%) A (%) B(%)
7 15 7 15 7 15
AL1 Gasolina 22,10 85,40 1490 58,80 33,80 128,20
Querosene ND 26,80 ND ND ND 42,70
ArabeLeve 38,40 33,30 40,00 ND 33,30 38,60
AL2 Gasolina 28,90 44,00 49,00 96,00 1590 ND
Querosene 44,30 46,40 7420 56,70 ND 22,00
Arabe Leve ND 30,70 ND ND ND 34,60
AL3 Gasolina 76,90 86,30 71,40 94,10 106,40 103,70
Querosene ND 16,20 ND 26,40 ND ND
Arabe Leve ND 36,40 ND ND ND 41,80
A Gasolina 36,90 53,90 51,40 53,70 ND 68,90
Querosene ND 3,30 ND 5,50 ND ND
Arabe Leve ND 34,00 ND ND ND 38,80
S5 Gasolina 48,90 36,00 59,30 73,80 5560 ND
Querosene 10,30 32,30 16,50 33,30 ND 31,80
Arabe Leve 0,00 33,40 ND ND ND 38,80
S6 Gasolina 43,90 29,20 75,90 45,10 27,77 16,00
Querosene ND 28,50 ND 28,90 ND ND
Arabe Leve 10,40 42,10 8,80 ND 8,00 46,40

E,,: taxa de emulsificagdo com 24 horas de repouso; A: emulsificagdo na fase no aquosa; B: emulsificagdo nafase
aquosa; ND: ndo detectado

A biomassa bacteriana aumentou com o periodo de incubagdo, para as cepas que utilizaram Arabe Leve e
sacarose, como fontes de carbono. As biomassas de AL3 e $4 foram subestimadas, pois a adicdo do meio aquoso
contendo o croméforo, provocou aglutinacdo das células em regido densa de muco, possibilitando apenas a
determinac8o parcial da biomassa. As maiores taxas de carbono bacteriano foram obtidas por AL1 com 4,699 pg C. cm’
% (Figura 1). Neste caso, além de maior biomassa, também ficou responsavel pela maior taxa de emulsificacdo em fase
aquosa para a gasolina. A producdo de biosurfactante esteve ligada ao aumento de carbono bacteriano, apresentando
melhores taxas de emulsificacdo aos 15 dias de incubacdo, exceto para S6. Este processo estd indicando que, para 5
cepas de Bacillus spp., o contato com o composto hidrofébico em proporcdo maior que o meio de cultura (3:2 v/v), foi
capaz de induzir sintese de biosurfactante, capaz de emulsionar as fases aguosa e ndo aquosa. A capacidade de
emulsionar esteve ligada ao aumento de biomassa, que néo foi inibida pelas substancias hidrofébicas.
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Figura 1. Carbono bacteriano (g C. cm®) das cepas de Bacillus spp., com 0, 7 e 15 dias de incubag&o.



2° Congresso Brasileiro de P& D em Petréleo & Gas

Em estudos com a producado de biosurfactantes por bactérias Gram-positivas, utilizando éleo diesel como fonte
de carbono, foi encontrado taxa méxima de emulsificacdo de 12,00% (Cassidy e Hudak, 2001). Rhodococcus spp.,
isolados de sitios contaminados com Gleo diesel e utilizando extrato de levedura, glicose e lactose como fontes de
carbono, apresentaram emulsificagdo entre 10,00 e 60,00% (Bicca et al., 1999). As altas taxas encontradas em Bacillus
spp., isolados de sedimento de mangue e mantidos em cultura com Arabe Leve, como fonte de carbono, estfo indicando
a capacidade de emulsionar petréleo e seus derivados.

A gasolina utilizada nos experimentos é a normal mente distribuida nos postos, tem densidade de 0,75 e contém
22,00% de alcooal etilico, sendo que 76,70% de sua massa é composta de carbono (Jvwww.demec.ufmg.br] 2002). As
cepas de Bacillus spp., preferencial mente, emulsionaram a gasolina, tanto em meio aquoso quanto na fase oleosa. Neste
caso, nos processos de descontaminacdo de lencol fredtico, o biosurfactante produzido poderia ser utilizado tanto na
coluna d’'agua quanto no solo e/ou sedimento, possibilitando até a retirada do contaminante adsorvido a matéria
organica. Nossos resultados apontam para uma possivel aplicacdo do biosurfactante produzido para recuperacéo de
ambientes impactados, notadamente por gasolina e, em seguida, por Arabe Leve.

4. Apoio financeiro

H P %
Petrdleo
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