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RESUMO

Nos ultimos anos tem crescido a preocupagdo com o meio ambiente. Neste contexto incluem-se a busca de alternativas para
a menor geracdo de poluentes, bem como para descontaminac¢do de locais contaminados com residuos que podem ser
toxicos ao meio ambiente e a populacdo. O objetivo deste trabalho foi a utilizacdo de lipidios microalgais como
biossurfactantes, na descontaminag¢do de um solo contaminado com diesel ou biodiesel, comparando-se com a técnica de
atenuagdo natural. Os lipidios foram extraidos da microalga Spirulina platensis e adicionados a solos contaminados com 4
% de diesel ou biodiesel. A biodegradacdo foi acompanhada por determinagdo de 6leos e graxas e a atividade microbiana
pela técnica de evolugdo de COz. Os lipidios microalgais demonstraram sua potencial aplicagdo na biorremediacdo de
residuos oleosos, uma vez que se obteve 81,9 % de biodegradacdo do biodiesel e 81,7 % do diesel, bem maior quando
comparada com 54,36 % e 30,09 % nos ensaios de atenuacdo natural, com o contaminante diesel ou biodiesel
respectivamente, em 60 dias de ensaio. A evolugdo de CO2, também apresentou resultados elevados de CO2 acumulado nos
ensaios adicionados do biossurfactante. No ensaio adicionado de biodiesel com biossurfactante, o acimulo de CO:z foi de
1.341,65 mg ao longo dos 60 dias, comparado com 775,3 mg de CO:z no ensaio com diesel e biossurfactante, enquanto que
nos ensaios com a técnica de atenuac@o natural a evolu¢éo de COz foi de 184,51 mg para diesel e 246,80 mg para biodiesel.
Palavras-chave: Biodegradacdo, Spirulina platensis, lipidios, evolugdo de COx.

ABSTRACT

The concern with the environment has been growing in last years. These contexts include the search for alternatives to low
the generation of pollutants, as well as decontamination of sites contaminated with hazardous wastes that may be toxic to
the environment and the population as a whole. The aim of this work was the use of microalgal lipids as biosurfactants in
the decontamination of soil contaminated with diesel and biodiesel, compared with natural attenuation. Lipids were
extracted of the Spirulina platensis biomass and added to diesel or biodiesel contaminated soils. The biodegradation was
accompanied by determination of oil and grease and microbial activity by the technique of COz evolution. The microalgal
lipids demonstrated its potential in the bioremediation of oil residues, since there was obtained 81.9% and 81.7% of
biodiesel and diesel biodegradation respectively, greater than the values obtained in natural attenuation, of 54.36% and
30.09% with diesel or biodiesel respectively, at 60 days of bioremediation. The evolution of CO2 also showed high results
of accumulated CO:z in the tests added of biosurfactant. In the assay of biodiesel added of biosurfactant, cumulative CO2
was 1341.65 mg at 60 days, compared to 775.3 mg of CO: in assay realized with biosurfactant and diesel, while in trials
with natural attenuation, the evolution of CO2 was 184.51 mg and 246.80 mg for diesel to biodiesel.

Keywords: Biodegradation, Spirulina platensis, lipids; CO2 evolution.

1 —INTRODUCAO

Os processos biolégicos sdo uma tecnologia promissora
para a remocdo de contaminantes por serem
fundamentados em métodos naturais e relativamente
simples, sendo menos agressivos e mais adequados para a

manutencdo do equilibrio ecolégico, além do baixo custo
quando comparados a outros processos (BENTO et al.,
2005; MATHEW et al., 2006).

A biorremediagdo € um processo de tratamento ativo
que usa micro-organismos para degradar e transformar os
contaminantes do solo, sedimentos e residuos em
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compostos simples (MENEGHETTI, 2007). Essa acdo
microbiana € capaz de modificar ou decompor o composto
original em formas mais simples, menos tdxicas ou
atéxicas, sendo que a meta final € a conversao de residuos
orgidnicos em biomassa e subprodutos inertes do
metabolismo microbiano como o CO,, CHy e sais
organicos (CORSEUIL, 1994), ou seja a mineralizagdo do
contaminante (SEMPLE; REID; FERMOR, 2001). A
atenuacdo natural é um processo de biorremediacdo que
ocorre sem a intervencdo humana, sendo uma forma
passiva de remediacdo (ROSADO, 2005). A atenuacio
natural consiste em processos que ocorrem naturalmente,
resultando na contengdo, transformacao ou destruicdo dos
contaminantes (CORSEUIL, 1994).

As condigdes quimicas e a matéria organica do solo
sdo importantes para a populagdo  microbiana
cometabolizante, que também atua na biodegradacdo de
certos componentes do petréleo e de outros residuos
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Os compostos de carbono
da matéria organica servem como fonte de energia para os
organismos do solo, portanto, a atividade desses estd
diretamente relacionada a disponibilidade de carbono, além
dos outros macro e micro nutrientes. Os organismos
participam de diversas reagdes € processos que ocorrem no
solo, sendo sua existéncia de fundamental importancia
(MEURER, 2006).

A capacidade de degradar contaminantes ¢
apresentada  por  diversos  g€neros  microbianos,
principalmente bactérias, fungos e leveduras (TRINDADE,
2002), sendo de fundamental importancia o conhecimento
de como a biodiversidade é desenvolvida e mantida nas
comunidades microbianas naturais a fim de auxiliar nos
processos de biorremediacdo, de maneira que se possa
manipular e controlar essa diversidade, com intuito de
melhorar e estimular as taxas de degradacdo de compostos,
como hidrocarbonetos, em ambientes contaminados
(PRESCOTT; HARLEY; KLEIN, 1999). As tecnologias
de biorremedia¢do aumentam o crescimento da populacdo
microbiana e criam condi¢cdes 6timas para o maximo de
degradagdo possivel (MOREIRA; SIQUEIRA 2002;
BENTO et al., 2005).

Uma biorremediacio bem sucedida requer um
entendimento dos fatores especificos do local que limitem
somente as biotransformacdes desejdveis e que nao
resultem em consequéncias ndo intencionais, como a
producdo de metabdlitos toxicos, condigdes ambientais
adversas tais como um pH e temperatura extremos que
podem inibir atividades microbianas especificas
(ALVAREZ; ILLMAN, 2006).

Os biossurfactantes sdo moléculas de origem lipidica
com alto potencial de aplicacdo ambiental devido as suas
caracteristicas especificas como biodegradabilidade e
atoxicidade (NITSCHKE; PASTORE, 2002). Sio
compostos tensoativos produzidos extracelularmente ou
como parte da membrana celular de micro-organismos
como bactérias, fungos e leveduras e apresentam
caracteristicas  surfactantes iguais aos produzidos
sinteticamente (DESAI; BANAT, 1997). Estes compostos
de superficie ativa aumentam a superficie hidrofébica de
substratos insoliveis em dgua e aumentam a sua
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biodisponibilidade, isto é, o micro-organismo consegue
utilizar esse composto como nutriente, aumentando assim
o crescimento de bactérias e a taxa de biorremediagcdo
(RON; ROSENBERG, 2002; PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2011). Os micro-organismos produzem
biossurfactantes dispersantes de hidrocarbonetos de
diversificada natureza quimica e tamanho molecular. Esses
compostos tem sido muito utilizados na drea ambiental,
especialmente na biorremediacdo de locais contaminados
com residuos oleosos (BANAT; MAKKAR; CAMEOTRA
2000; MATSUURA, 2004).

A composicdo lipidica da biomassa microalgal é
composta tipicamente por glicerol, aguicares ou bases
esterificadas e 4cidos graxos contendo entre 12 e 22
carbonos, podendo ser tanto saturados, quanto mono ou
poli-insaturados. Os lipidios microalgais podem ser
classificados em lipidios neutros e polares, sendo polares
os glicolipidios e fosfolipidios. Estruturas semelhantes,
quando  produzidas tem se apresentado como
biossurfactantes ativos. Uma vez que ndo ha relatos do uso
de lipidios microalgais como biossurfactantes. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a efetividade do
lipidio extraido da microalga Spirulina platensis como
biossurfactante lipidico na biorremediacio de solos
contaminados com diesel ou biodiesel.

2 - MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os procedimentos para a
realizacdo do estudo. Primeiramente, foram extraidos os
biossurfactantes lipidicos da microalga Spirulina platensis,
para posterior utilizacdo nos ensaios de biorremediagdo de
solo contaminado com diesel e biodiesel.

2.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes microalgais foram extraidos a partir da
biomassa seca de Spirulina platensis, cedida pelo
Laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade de
Rio Grande — FURG. A extracgdo foi realizada utilizando-se
do método de extracdo de lipidios microalgais, descrito por
Folch e Lees (1957), adaptado. Utilizou-se um Ultrassom
marca  Ultrassonic  Cleoner Thornton T1440 e
Rotaevaporador marca Fisatom, modelo 802. A Equagdo 1
foi utilizada para cédlculo do percentual de lipidios obtidos
da biomassa.

P1—P;

0

% lipidio =

x 100 (1

Em que:

P2 = peso baldo (g)

P =peso baldo + lipidio (gramas)
Po = biomassa de Spirulina (gramas)

2.2 Atividade emulsificante dos lipidios microalgais

Ap6s a determinagdo do percentual de lipidios, os lipidios
foram ressuspendidos em hexano e avolumados em baldo
volumétrico de 10 mL.

Para a determinagdo da atividade emulsificante (AE)
foram utilizados tubos de ensaio com tampa de rosca (10
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cm x 0,3 cm), nos quais foram adicionados 3,0 mL de dgua
destilada, 2 mL de 6leo de milho e 1,0 mL do extrato
lipidico em hexano. Para os brancos, foram utilizados 3,0
mL de dgua destilada, 2 mL de 6leo de milho e 1,0 mL de
hexano. Essas misturas foram agitadas em agitador
Marconi MA-162, velocidade 7, por 90 s.

Ap6s 60 min de repouso verificou-se a absorbancia do
meio emulsificado em espectrofotdmetro (T60 — UV
Visible Spectrophotometer) a 610 nm para determinacio
da atividade emulsificante O/A (UE/mgiipigio), utilizando-se
a Equacio 2.

AE — (ABSamostra — ABShranco) D (2)
o/A= g —
lipidio

Em que:

AEo/a = Atividade emulsificante
ABSumostra = Absorbancia da amostra
ABSbranco = Absorbancia do branco
Miipidio = Massa de lipidio

D = diluicdo

Para a determinacdo da AE A/O foi realizada a leitura
das emulsdes, ap6s 24 h, com a utilizacdo de paquimetro
eletronico digital Vonder, obtendo-se as leituras para os 4
raios do tubo da altura total de liquido e a altura da camada
emulsionada. O indice de emulsificacdo (E»4) foi obtido
por meio da Equacdo 3 descrita por Cooper e Goldenberg
(1987).

Hemu sdo
Ez4 = T;l. 100 (3)
Em que:
E24 = indice de emulsifica¢do (%)
Hemuisio = altura da camada de emulsao
Hiotal = altura da camada total

A partir do Ej4 obtido foi calculada a AE A/O
(UE/mgiipigio) de cada ensaio por meio da utilizacdo da
Equacdo 4.

E, —-E

AEA/O — ( amus;;:pidi:rancu) X D (4)
Em que:
AE/0 = Atividade emulsificante
Eamostra = E24 da amostra
Ebranco = E24 do branco
D = dilui¢ao
Miipidio = Massa de lipidio

2.3 Ensaio de biorremediacio

Os lipidios microalgais foram utilizados em um processo
de biorremediacdo de solo contaminado com 4 % de diesel
ou 4 % biodiesel (B100), em comparacido com a técnica de
atenuacdo natural, durante 60 dias.

Os ensaios foram montados em frascos herméticos
com 300 g de solo, contaminados com 4 % diesel ou
biodiesel e adicionados de 0,5 % de lipidios microalgais
como biossurfactantes. O delineamento experimental
utilizado esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Delineamento experimental do ensaio de
biorremediacio

N° Experimento Contetido

1 Controle Solo

2 Atenuagdo/Diesel Solo+Diesel

3 Atenuagdo/Biodiesel Solo+Biodiesel

4 Biossurfactante/Diesel Solo+Diesel+Lipidio

5 Biossurfactante/Biodiesel Solo+Biodiesel+Lipidio
11 Branco

O ensaio em branco (experimento 11) foi constituido
do frasco vazio a fim de se avaliar a absor¢do de CO;
constituinte do ar na auséncia de solo dentro do frasco, na
técnica de evolugdo de CO,. Todos os ensaios foram
realizados em duplicata, sendo os ensaios 6 a 10 as réplicas
dos ensaios 1 a 5. Na Figura 1 s@o apresentados os ensaios
montados.

Figura 1 — Ensaios de biorremediacdo de solo contaminado com
diesel e biodiesel

O solo utilizado no ensaio foi coletado no Centro
Tecnolégico de Engenharia Civil, Ambiental e Arquitetura
da Universidade de Passo Fundo (CETEC/UPF), foi
utilizado por se tratar de um solo ji estudado em demais
pesquisas. Este solo € classificado pedologicamente como
Latossolo Vermelho distréfico himico (STRECK, 2008).
Do ponto de vista geotécnico, é classificado como CH, ou
argila de alta plasticidade. O solo apresenta pH 4cido, alto
teor de argila, baixo teor de matéria organica e baixa CTC,
tipica de solos com predomindncia do argilo-mineral
caulinita (STRECK, 2008), conforme observado na Tabela
2.

Tabela 2 — Caracterizagd@o geotécnica e fisica do solo

Parimetro Valor
Argila (%) 68
Silte (%) 5
Areia (%) 27
Limite de liquidez (%) 53,0
Limite de plasticidade (%) 42,0
Peso real dos graos (kN/m?3) 26,7
Umidade natural (%) 34
Peso especifico natural (kN/m3) 16,3
Indice de vazios 1,19
Grau de saturagdo (%) 75,7
Porosidade (%) 54
pH 5,4
Matéria organica (%) <0,8
Condutividade hidraulica (cm/s) 1,39x1073

Fonte: Prietto et al. (2010).
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Os solos argilosos, como o solo deste estudo, quando
contaminados  por  petréleo, possuem  algumas
caracteristicas que podem limitar a eficdcia do processo de
biodegradacdo por apresentar baixa permeabilidade,
podendo interferir diretamente tanto na difusao de oxigénio
(fundamental ao processo aerébio de degradagdo) quanto
na incorporagdo de nutrientes (BAPTISTA; RIZZO, 2004).
Teoricamente  solos  argilosos  possuem  baixa
permeabilidade, como citado na literatura, porém em
Latossolos, que apresentam uma boa estruturacdo, a
quantidade de macroporos € suficiente para que haja uma
permeabilidade relativamente rdpida de dgua.

A umidade inicial do solo no inicio dos ensaios foi de
34% (médxima capacidade de absor¢do de campo).

2.4 Determinagdes analiticas

Foram realizadas determinacdes no teor de umidade dos
solos durante o processo de biorremedia¢do, bem como o
acompanhamento da evolucdo de CO, e a avaliacdo da
biodegradacio por meio da determina¢do de Oleos e
graxas. As respectivas metodologias encontram-se
descritas nas se¢des subsequentes.

2.4.1 Determinagdo do teor de umidade
As determinag¢des de umidade em base seca dos ensaios
foram realizadas no tempo inicial, 30 e 60 dias, por meio

da Equagdo 5, segundo a ABNT NBR 6457:1986.

Umidade (%) =

(capsula+solo timido)— (capsula+solo seco
psula (chpsul > 100 (5)
(capsula +solo seco)— (capsula)

2.4.2 Determinacio da evolucdo de CO,

Para avaliacdo da evolug¢do de CO; nos ensaios utilizou-se
a metodologia de respirometria, adaptado do método
respirométrico de Bartha descrito pela ABNT NBR
14.283:1999.

A medida da geracdo de CO, foi realizada em todos
0os ensaios, inclusive no ensaio controle. O volume da
solucdo de HCI 0,1 N, gasto para atingir o pH capaz de
mudar a colorag¢do do indicador Fenolftaleina da cor résea
para a incolor, foi utilizado no célculo da quantidade de
CO; produzido, comparando-se com o volume gasto para
titular o Branco (NaOH incubado em frasco sem a
presenca de solo). Esse cdlculo é possivel, pois o CO»
resultante da biodegradagdo reage com o NaOH, no
interior do frasco, formando NaCOs;. Quando a mistura de
Na;COs e excesso de NaOH € adicionada a solucdo de
BaCl, 1,0 N, ocorre reagdo do NaxCOs e do BaCl,
formando o precipitado BaCOs3, sequestrando o Carbonato
e garantindo que o HCI reaja apenas com o NaOH
excedente, permitindo o cdlculo da quantidade de CO
produzida conforme as Equacdes 6 e 7 (COSTA, 2009).

2NaOH + CO, — Na,CO; + H,0 (6)
NaOH + HCl — NaCl+ H,0 )

Com o volume de HCI gasto na titulagdo é possivel
saber, por estequiometria, a quantidade de CO; gerada

pelos micro-organismos do solo em cada um dos tempos
determinados, conforme Equacéo 8.

C—COymgy=B=V). M.f.6.(V;.V;) (8

Em que:

B= Volume de HCI gasto no branco (mL)

V = Volume de HCI gasto na amostra (mol/L)

M = Concentragio real do HCI (mol/L)

6 = Massa atomica do C(12) dividido pelo nimero de mols de
COz que reagem com o NaOH

V1 = Volume de NaOH usado na captura de CO2 (mL)

V2 = Volume de NaOH usado na titulacio (mL)

F = fator de corre¢ao do HCI

C-CO; = Carbono proveniente de Diéxido de Carbono

2.4.3 Avaliacado da biodegradacdo dos contaminantes

A andlise de Gleos e graxas foi realizada para determinar o
percentual de degradagdo do contaminante pelos micro-
organismos presentes no solo.

A andlise gravimétrica de Oleos e graxas foi realizada
seguindo a metodologia de extragdo por ultrassom da
USEPA 3550B (1996). O ultrassom auxilia na remog¢ao de
substancias volateis e semi-volateis do solo, podendo esta
ser quantificada. O célculo do teor residual e do percentual
de degradacgdo foi calculado por meio da Equagdo 9 e 10,
respectivamente.

Teor residual (%) = PZ;—PI .100 9)
0

Em que:

Po = Quantidade de amostra de solo em peso seco utilizada na
analise (g)

P1 = Peso do baldo de fundo chato (g)

P2 = Peso do baldo de fundo chato mais a mistura B100 extraida
do solo contaminado (g).

% OGinicial = % OGfinal

.100

Degradagdo (%) = (10)

% OGinicial

Em que:
OG iiciat = percentual inicial de Oleos e Graxas
OG finat = percentual final de Oleos e Graxas

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacdo dos lipidios microalgais extraidos da
microalga Spirulina platensis e a caracterizacdo de sua
atividade emulsificante estd apresentada na secdo 3.1. O
acompanhamento do processo de biorremediacao, por meio
da evolucdo de CO; e da determinagdo de Sleos e graxas,
encontra-se na se¢ao 3.2.

3.1 Quantificagdo dos lipidios microalgais e atividades
bioemulsificantes

O percentual de lipidios obtido a partir da biomassa seca
foi de 8,78 % * 0,04, os quais apresentaram atividades
emulsificantes 6leo em dgua (AE O/A) de 0,30 + 0,02
UE/mgiipiio € atividades emulsificantes dgua em 6leo (AE
A/O) de 11,83 + 0,46 UE/mgiipidio-
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Na Figura 2 sdo apresentadas as determinagdes das
atividades emulsificantes, sendo a parte superior
representativa da emulsdo A/O e a parte inferior
representativa da emulsdo O/A, verificando-se que os
biossurfactantes  microalgais  apresentaram  maior
capacidade de formacdo de emulsdes A/O do que O/A.

Figura 2 — Ensaios de atividade emulsificante
S e

3.2 Evolugdo de CO; e biodegradagdo dos contaminantes

z

A respirometria € uma das técnicas que podem ser
utilizadas para o acompanhamento das atividades
realizadas pelos micro-organismos, e se baseia na andlise
do consumo de oxigé€nio ou producdo de didxido de
carbono por unidade de volume e de tempo
(BERNARDES; SOARES, 2005). Trata-se de uma
metodologia adequada a quantificacdo da atividade
biolégica aerébia, a qual determina a velocidade de
respiracdo de uma biomassa ativa (PEDROTI, 2007). A
respiracdo da comunidade do solo € utilizada como um
indicador da atividade biolégica (SOPPER, 1993).

Na Figura 3 € apresentada a evolugdo de CO,, durante
os 60 dias de ensaio de biorremediacdo. Pode-se observar
que os maiores valores de C-CO; acumulado (mg C) foram
verificados nos ensaios adicionados do contaminante
Biodiesel + Biossurfactante lipidico (Experimento 5), os
quais acumularam 1.341,65 mg de CO», seguidos dos
ensaios adicionados do contaminante Diesel +
Biossurfactante lipidico (Experimento 4), com 775,3 mg C
gerados. Os Experimentos 1 (Controle), 2 (Atenuagdo
Diesel) e 3 (Atenuagdo Biodiesel) apresentaram valores
acumulados de C (mg) bem inferiores, 56,69 mg, 184,51
mg e 246,80 mg de CO; acumulados, respectivamente, nos
ensaios.

Observa-se que os ensaios adicionados do biodiesel
apresentaram maiores valores acumulados de C-CO;
evoluidos quando comparados aos ensaios adicionados de
diesel.

Pedrotti (2007) avaliou durante 15 dias, diferentes
cepas de micro-organismos, os quais mostraram diferentes
potenciais de biodegradagdo de hidrocarbonetos de
petréleo, avaliadas em termos de produgdo de CO,. As
maiores produgdes de CO; observadas foram de 80,71 mg
a 112,21 mg de CO,, sendo inferiores as encontradas neste
estudo, onde as maiores producdes foram de 272,25 mg de
CO; para solo contaminado com diesel e 349,98 mg de
CO; para solo contaminado com biodiesel, ambos
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bioestimulados com biossurfactante e em 15 dias de
ensaio.

Figura 31 — Evolugdo de CO2 ao longo dos 60 dias do ensaio

1350 —+— Controle

1200 |~ AtenuagloDiesel

AtenuagioBiodiesel
1050

Biossurfactante + Diesel

900 “— Biossurfactante + Biodiesel
750

600

€0, Evoluido (mg)

450

300

150

Tempo (1)

Na Tabela 3Erro! Fonte de referéncia nao

encontrada. estio apresentados os percentuais de
biodegradacdo de dleos e graxas obtidos nos tempos de 30
e 60 dias e na Tabela 4 é apresentada a comparacio de
médias por meio do Teste de Tukey a 5% de significancia
para o percentual de biodegradacdo e evolu¢do de CO, em
funcdo da técnica e do contaminante, para o tempo de 60
dias de biorremediacao.

A adicdo do biossurfactante lipidico extraido das
microalgas  possibilitou elevados  percentuais de
biodegradacio, como pode ser observado no Experimento
5 (biodiesel + biossurfactante), com biodegradacdo de
81,86% do contaminante. Os ensaios realizados com diesel
+ biossurfactante (Experimento 4) também apresentaram
alto percentual de biodegradagdo, de 81,73 %.

O menor percentual de biodegradacdo foi observado
no Experimento 3 (atenuacdo + biodiesel), no qual se
obteve apenas 30,09 % de biodegradacdo.

Tabela 3 — Percentual de biodegrada¢do ao longo dos 60 dias do
ensaio

Ensaio % de biodegradacgio

30 dias 60 dias
Atenuacio-Diesel 56,37+6,22 54,36+9,32
Atenuacio-Biodiesel 33,76+2,88 30,09+7,68
Diesel + Biosurfactante 68,34+7.82 81,7345,16
Biodiesel + Biosurfactante 68,97+1,57 81,86+0,83

Tabela 4 — Teste de Tukey para comparagdo das médias das
varidveis sobre % de biodegradacgdo e evolucio de CO2

Técnica Contaminante Blode(gt;oz;dagao Ev(ojlgczgao
Atenuagio Biodiesel 30,092 246,802
Atenuagio Diesel 54,362 184,512
Biossurfactante  Diesel 81,73 775,300
Biossurfactante  Biodiesel 81,86° 1.341,64¢

Meédias seguidas de letras iguais ndo apresentam diferenca
significativa a 5% de significancia.

A técnica de biorremediagdo utilizada foi significativa
(p < 0,05) sobre o percentual de biodegradacdo e sobre a
evolugdo de CO, (Tabela 4), independente do
contaminante utilizado. O tipo de contaminante influenciou
os resultados de evolucdo de CO,, sendo a maior evolugdo
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de CO, obtida no ensaio adicionado de biodiesel (p < 0,05)
e biossurfactante. O ensaio adicionado de diesel e
biossurfactante também apresentou resultados de evolucio
de CO, superiores aos obtidos na atenuacio natural (p <
0,05). Esse comportamento ¢é explicado via rotas
metabdlicas pelas quais esses contaminantes sdo
degradados (DEON et al., 2012). O biodiesel é um
combustivel derivado de Oleos vegetais ou animais,
normalmente composto de ésteres metilicos e &cidos
graxos de cadeia longa e sua composicdo quimica e
bastante varidvel (SCOTT et al., 2010). No processo de
biodegradacdo, os dcidos graxos s3o convertidos
diretamente até acetilCOA pela beta-oxidacdo para
posterior conversdo a CO, por meio do ciclo de Krebs
(BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2006). Em comparacio,
os hidrocarbonetos de cadeia linear (alcanos, alcenos)
primeiramente precisam ser convertidos a dlcoois, aldeidos
e posteriormente a d4cidos graxos, para entdo serem
convertidos pela beta-oxidagao (FRITSCHE;
HOFRICHTER, 2005). J4 compostos aroméaticos como 0s
HPA e BTEX, presentes no dleo diesel e 6leo lubrificante,
envolvem a conversio do substrato aromdtico em um
metabdlito como o catecol, com posterior abertura do anel
por enzimas denominadas dioxigenases e conversao a
compostos como acetil-CoA, oxalato e piruvato, os quais
sdo intermedidrios do processo respiratério (LEMOS et al.,
2009).

Nos ensaios de atenuacdo natural, sem adicdo de
biossurfactantes, verificou-se maior percentual de
biodegradacdo nos experimentos adicionados de diesel, o
que pode ser explicado pelo fato de existirem no solo
micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos de
petréleo. Para a degradacdo do biodiesel pelos micro-
organismos deste solo, o biossurfactante microalgal fez-se
necessdrio, a fim de dispersar as moléculas do
contaminante, tornando-as biodisponiveis para o processo
de degradacdo, o que foi observado nos ensaios
adicionados de biossurfactante, que independente do
contaminante apresentaram percentuais de biodegradacdo
semelhantes.

Chrzanowski et al. (2012) utilizaram bactérias
produtoras de ramnolipidio para biodegradacdo de diesel e
biodiesel B20 (20% de biodiesel e 80% diesel v/v). Os
resultados obtidos confirmaram que o biodiesel é o
combustivel de preferéncia biodegradado em comparagdo
com diesel, no entanto neste estudo obteve-se uma
porcentagem de degradacdo semelhante para os dois
contaminantes. Cyplik et al. (2011) obtiveram resultados
semelhantes em que amostras de biodiesel sem
biossurfactantes foram dissipada a uma velocidade maior
em relagdo ao 6leo diesel puro, enquanto a remogdo de
6leo diesel na mistura B20 ocorreu a um ritmo mais lento.
Estudos realizados por Santos e Millioli (2003) verificaram
a biodegradagdo de 19,8% de 6leo cru em um solo
bioestimulado com biossurfactante ramnolipidio, obtido de
Pseudomonas. Millioli et al. (2007) utilizaram
biossurfactante ramnolipidio (0,4 % e 0,6 %) para
biodegradacdo de 6leo cru e obtiveram 50 % de
biodegradaciao do contaminante. Em ambos os trabalhos os

valores encontrados sdo inferiores ao verificados nesta
pesquisa.

Lin et al. (2011) estudaram a biodegradagdo de 6leo
testando 5 tratamentos ao longo de 100 d: landfarming
convencional, aprimoramento de nutrientes, adicdo de
biossurfactante ramnolipidio, bioaumentag¢do (consércio
microbiano de quatro cepas de bactérias degradadoras de
petréleo), e combinacio de bioaumentagdo e adicdo de
biossurfactante. A melhor eficiéncia de degradacdo total
foi obtida por bioaumentagdo + biossurfactante (90 %),
seguida por bioaumentacdo (86 %), aprimoramento de
nutrientes (84 %), adi¢do de biossurfactante (78 %) e
landfarming (68 %). Resultados semelhantes foram neste
trabalho, com percentual de biodegradacdo de 80 %, com
maiores percentuais de biodegradac¢do nos primeiros 30 d.
Este comportamento é explicado por Tauk (1990), uma vez
que no solo ocorre uma rapida decomposi¢do inicial da
matéria labil e, posteriormente, num processo mais lento, a
decomposicdo de materiais resistentes. A fase lenta pode
ocorrer devido ao mecanismo de adsorcdo, a estabilizagdo
dos metabdlitos e a queda da taxa de biomassa no solo.
Verificou-se neste trabalho que enquanto nos ensaios de
atenuagdo a biodegradacdo ocorreu somente até os 30 d,
nos ensaios com biossurfactante a biodegradacdo ocorreu
mesmo que em taxas inferiores aos primeiros 30 d até os
60 d de ensaio. Isto demonstra a acdo dos biossurfactantes
nos processos de mobilizacdo dos contaminantes da fracio
orgénica do solo.

kaczorek; Moszyn’ska; Olszanowski (2011)

verificaram que a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
insoldveis em dgua pode ser significativamente aumentada
pela adicdo de biossurfactante. Os resultados obtidos
indicaram que, neste sistema de biodegradagdo, depois de
21 d, 92% do 6leo diesel pode ser degradado usando
surfactantes obtidos da Pseudomonas alcaligenes.
Em estudo sobre a eficiéncia e o padrdao de degradacdo de
petréleo de amostras de lodo e solo arenoso poluido de
uma refinaria de 6leo, foi utilizado um consoércio
bacteriano de Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus e
Micromonospora, isolados a partir de uma amostra de lama
de petrdleo e caracterizados. Nitrogénio, fésforo e um
surfactante quimico foram adicionados para ambas as
amostras e a bioaumentac¢do foi usada na amostra de solo.
Depois de 12 semanas, o grau obtido de degradacdo de
TPH (total de hidrocarbonetos de petréleo) elevou-se a 82
% - 88 % em lama de petréleo e 86 % - 91 % no solo
poluido (GOJGIC-CVIJOVIC et al. 2011).

Nas Tabelas 5 e 6 sdao apresentados os efeitos
estimados e coeficientes de regressdo gerados a partir das
varidveis sobre a evolucdo de CO, e sobre o percentual de
biodegradacdo, respectivamente. As varidveis (técnica de
biorremediacdo e contaminante) foram significativas (p <
0,001) sobre a evolucdo de CO, (Tabela 5). Os efeitos
estimados foram positivos (X efeito = 842,81 e X; efeito =
314,31) e a interacdo entre as varidveis X; — X, também
apresentou efeito positivo significativo (efeito = 252,02 e p
= 0,001), demonstrando que tanto a técnica (adi¢do de
biossurfactante) como o contaminante (biodiesel) foram as
melhores condi¢des para os maiores valores acumulados de
C (1.341,65 mg).
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Na andlise de varidncia do modelo de regressao
gerado a partir da influéncia das varidveis sobre a evolugdo
de CO,, verificou-se valor de Fcalculado (26,07), superior
ao Fcritico (6,59) validando o modelo estatistico.

Tabela 5 — Efeitos estimados e coeficientes de regressdo gerados
a partir das varidveis sobre a Evolugdo de CO2

Coeficientes Efeitos

de Regressdo estimados P
Média 5.478.639 637,06 < 0,001
Técnica (X1) -50.319 842,81 < 0,001
Contaminante (X2) —54.880 314,31 < 0,001
Técnica—Contaminante 504 252.02 0,001

(X1-X1)

Em relacdo ao efeito das varidveis do delineamento
experimental sobre o percentual de biodegradacdo
verificou-se efeito positivo e significativo de X; (Técnica)
(39,567 e p = 0,001). A varidvel X, e a interacdo entre as
variaveis X; (Técnica) x X, (Contaminante) ndo
apresentaram-se significativas ao nivel de significancia
estudado.

Tabela 6 — Efeitos estimados e coeficientes de regressdo gerados
a partir das varidveis sobre o percentual de biodegradagdo de
Oleos e graxas

Coeficientes Efeitos

de Regressdo  estimados
Média 268.086,9 62,013 0,000
Técnica (X1) —2.436,5 39,567 0,001
Contaminante (X2) —-2.683,3 -12,072 0,060
Técnica—Contaminante 24 12,197 0,058

X1 -X1)

A avaliagdo estatistica apresentada corrobora os
resultados previamente apresentados.

CONCLUSAO

Os lipidios microalgais, extraidos da microalga S. platensis
demonstraram-se eficientes e com grande potencial de
aplicacdo em processos de biorremediagdo de residuos
oleosos.

A biorremediacdo de solo contaminado com diesel e
biodiesel adicionada de biossurfactante microalgal
demonstrou-se eficiente, apresentando resultados de
biodegradacdo e evolucdo de CO; elevados. Obteve-se
81,7 % e 81,9 % de biodegradacdo para o diesel e
biodiesel, respectivamente, em comparacdo com a
atenuacgdo natural, na qual obteve-se 54,4 % e 30,1 % para
diesel e biodiesel. A evolucdo de CO, apresentou 1.341,65
mg e 775,3 mg de C (mg) acumulado para o biodiesel e
diesel, respectivamente, nos ensaios adicionados do
biossurfactante.
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