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A biodegradagdo dos hidrocarbonetos em solo ocorre num sistema multifasico envolvendo gases, material

organico insolivel em &gua, sais dissolvidos e microrganismos, sendo que a variada composi¢do dos
constituintes do petréleo interfere na atividade dos microrganismos no solo, ja que alguns hidrocarbonetos séo

considerados insolveis em meios aquosos e quanto menor a solubilidade, menor a disponibilidade desses
compostos para a agdo dos microrganismos, ocasionando menor taxa de biodegradabilidade. Diversos sdo os
fatores que influenciam na sorcéo dos hidrocarbonetos no solo como o tipo e concentracéo de solutos, tipo e
guantidades de materiais argilosos no solo, pH, temperatura etc., entretanto, a utilizacdo de um biossurfatante do
tipo ramnolipidio auxilia na dessor¢cdo de compostos hidrofdbicos presentes no solo, disponibilizando-os para
intensificar a agdo dos microrganismos, aumentando, dessa forma, a eficiéncia de biodegradagdo do 6leo cru.
Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a potencialidade da adicdo de um biossurfatante do
tipo ramnolipidio em solo contaminado com 6leo cru, através de ensaios de toxicidade e biodegradabilidade,

verificando-se diferentes concentracfes de ramnolipidio que variaram de 0,1 a 1,5g de ramnolipidio para cada
100g de solo. Para avaliar a toxicidade, foram feitos testes de atividade desidrogenasica e de germinagéo de

semente, utilizando a espécie Lactuca sativa em solo. Para os ensaios de biodegradabilidade foram utilizados
biorreatores constituidos de 20 cm de altura e 5 cm de didmetro, sendo utilizado 15 cm de leito de solo com 450

g de solo contaminado e 3 cm de camada de brita, ocupando 90% do biorreator. Os ensaios foram mantidos a
temperatura ambiente, sendo empregada uma vazao de ar de 3L/h de ar imido. Os nutrientes foram corrigidos
através da adicdo de nitrato de aménio (NH4NO3) e fosfato de potassio dibasico (KH PO,), numa relagéo

nutricional de C:N:P = 100:15:1, cuja umidade foi ajustada em 50% da capacidade de retencdo de liquido. Além
das diferentes concentrac@es de ramnolipidio, um experimento controle, sem adicdo do mesmo, também foi

avaliado. Os ensaios de biodegradabilidade ocorreram num periodo de 45 dias e foram analisados quanto a
remocao de 6leos e graxas (0O&G). Ao término dos ensaios de biodegradabilidade foi verificado que houve
cerca de 50% de remocéo de O& G quando foram adicionados 0,4 e 0,6% de ramnolipidio ao solo contaminado
com o6leo cru. As adi¢des de ramnolipidio nas concentrac@es 1,0 e 1,5% foram téxicas a germinacdo das

sementes e concomitantemente estas concentragdes pouco gjudaram na eficiéncia de biodegradacdo do éleo cru.
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1. INTRODUCAO

Apesar das industrias de petréleo estarem cada vez mais cuidadosas no que diz respeito a preservagao do
meio ambiente, ha ainda riscos de acidentes ambientais seja por transporte marinho ou rompimento de oleodutos,
causando impacto negativo em todo ecossistema local. Quando estes acidentes ocorrem, ha diversas técnicas
que podem ser aplicadas para minimizar os impactos do éleo cru sobre o0 meio ambiente. Dentre as tecnologias
desenvolvidas, destaca-se a biorremediacdo que € uma técnica que se baseia na propriedade que os
microrganismos tém de metabolizar os hidrocarbonetos e outros compostos encontrados no 6leo cru que
representam uma fonte de energia para as bactérias. Quando as bactérias consomem o éleo, convertem-no em
produtos mais sollveis, formando, quando a conversdo é completa, CO, e H,O. Entretanto, a biorremediacéo de
solos impactados com 6éleo cru, sofre algumas limitagBes, dependendo das caracteristicas e propriedades do solo
contaminado. Solos muito argilosos dificultam a biodegracdo do 6leo cru, tendo em vista que quanto maior a
fracéo organica do solo, maior a sor¢gdo e menor a disponibilidade dos hidrocarbonetos para a agdo microbiana.
Uma possibilidade de se aumentar a disponibilidade destes hidrocarbonetos para que se possa configurar a agéo
microbiana seria a aplicacdo de biossurfatantes. Os efeitos positivos mais conhecidos do uso de biossurfatantes,
visando 0 aumento da biodegradacéo do 6leo cru sdo o aumento da solubilidade dos hidrocarbonetos; dessorcéo
dos hidrocarbonetos sorvidos no solo e a difuséo facilitada dos hidrocarbonetos da fase solida para a fase liquida,
aumentando, assim, a disponibilidade do 6leo para acdo dos microrganismos. Entretanto, é indispensavel um
estudo mais aprofundado da aplicabilidade de biossurfatantes para fins de estimulo a biorremediagdo, quanto a
toxicidade e concentragdo 6tima a ser utilizada, tendo como objetivo principal baixo impacto ambiental. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar uma concentrag&o 6tima de biossurfatante a ser adicionada ao
solo, visando maior biodegradabilidade e menor impacto ambiental.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1- Biossurfatantes

Os biossurfatantes sdo classificados de acordo com sua composi¢&o quimica e sua origem microbiana e sdo
produtos metabdlicos de bactérias e fungos. Essas biomoléculas sdo principal mente produzidas pelo crescimento
aerébico de microrganismos em meio aguoso contendo como fonte de carbono os carboidratos, hidrocarbonetos
ou misturas destes. Em geral, os biossurfatantes séo neutros ou anidnicos, variando desde pequenos &cidos
graxos até grandes polimeros. Sdo mol éculas anfipéticas que possuem um grupo polar (hidrofilico) e um grupo
apolar (hidrofébico) e devido a esta estrutura, tendem a interagirem entre si formando agregados denominados
de micelas. Normalmente, o grupo hidrofébico é formado por hidrocarbonetos com 10 a 18 atomos de carbono,
sendo que a parte hidrofilica é bastante diversificada, podendo ser um carboidrato, éster, hidroxila, fosfato ou
grupo carboxilico (BOGNOLO, 1999). Possuem melhores propriedades que muitos surfatantes quimicos, tendo
em vista que geralmente possuem baixos valores de CMC (Concentragdo Micelar Critica) e tensdo interfacial na
solugdo aquosa (BANAT, 1995). Além da propriedade de possuir baixos valores de CMC, destacam-se outras
propriedades como tolerancia a temperatura e pH (BOGNOLO, 1999); Forca |6nica: os biossurfatantes ndo sio
precipitados ou saturados em solugdes salinas acima de 10%, enquanto 2-3% de sal sdo suficientes para desativar
os surfatantes quimicos (LIN, 1996; BOGNOLO, 1999); Alto indice de emulsificacdo e solubilizacdo de
hidrocarbonetos ou compostos insolUveis em agua (WEST & HARWELL, 1992; NITSCHKE & PASTORE,
2002); Alta biodegradabilidade e baixa toxicidade (NITSCHKE & PASTORE, 2002; MULLIGANEet al., 2005).

2.2 - Efeito da adicao de biossurfatante na degradagéo de xenobi6ticos sorvidos no solo.

Como dito anteriormente, a etapa limitante na biorremediagéo € o baixo nivel de disponibilidade de certos
hidrocarbonetos, seja por estarem sorvidos na matriz do solo ou por possuirem baixa solubilidade em sistemas
aquosos, ambos impeditivos ao ataque microbiano. Entretanto, os biossurfatantes podem auxiliar na
bi odi sponibilidade através da dessorcéo do 6leo cru sorvido no solo e pelo aumento da solubilidade dos mesmos
(MORAN et al., 2000; OU, 2000). A seguir serdo relatados alguns experimentos com utilizag8o de surfatantes
e/ou biossurfatante para aumentar a taxa de biodegradacéo do 6leo sorvido no solo.

ROBINSON et al. (1996) estudaram a aplicacdo de um ramnolipidio usando 4g/L deste biossurfatante,
obtendo-se a mineralizag&o do 4,4-clorobifenil (cerca de 213 vezes maior que o controle). DESCHENESet al.
(1996) avaliaram o efeito de 2 surfatantes (um quimico e um bioldgico) num solo contaminado por um longo
periodo por hidrocarbonetos totais de petréleo (HPAS). O surfatante quimico era o SDS e o biolégico era
produzido por Pseudomonas aeruginosa. Os surfatantes foram adicionados ao solo a cada 2 semanas numa
concentracédo de 10, 100 e 500mg/g de solo. Ap6s 45 dias de ensaios de biodegradacéo, os autores observaram
gue os HPAs com 3 anéis foram quase que totalmente biodegradados quando utilizaram o dodecil sulfato de
sodio (SDS). Paraos HPAs acima de 4 anéis foi sugerida a degradacéo preferencial dos surfatantes ja que naofoi
observado diminui¢&o na biodegradacdo dos HPAs. MAYER & CHAVEZ (2000) verificaram que a adi¢do de
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um ramnolipidio pode aumentar a biodegradacdo de hexadecano, octadecano, n-parafinas e fenantreno em
sistemas liquidos e a biodegradacéo do hexadecano, tetradecano, pristino e misturas de hidrocarbonetos em solo.
NOORMAM et al. (2002) estudaram os efeitos do ramnolipidio e observaram que estes foram Gteis quando a
taxa de biodegradac&o era limitada. Por exemplo, no caso de solo com tamanho do poro pequeno (6nm), o
hexadecano estava aderido ao solo e sua disponibilidade era limitada. A adi¢do do ramnolipidio liberou o
substrato e o contaminante paraintensificar a acdo dos microrganismos.

Ultimamente, os surfatantes e/ou biossurfatantes vém sendo muito utilizados na biorremediacéo de solos
impactados por 6leo cru para disponibilizar os hidrocarbonetos para agdo dos microrganismos. Entretanto, as
interacdes entre surfatantes e 6leo cru; surfatantes e os componentes do solo e entre surfatantes e os
microrganismos do solo devem ser bem investigadas, sendo que ainvestigacdo da toxicidade dos surfatantes em
solos é extremamente importante para prever o impacto da adi¢do dos mesmos ao meio ambiente. A seguir seréo
descritos alguns testes que podem ser aplicados, visando um estudo da toxicidade desses compostos em solo.

2.3 - Toxicidade

Bioensaios de ecotoxicidade s&o metodologias analiticas que permitem caracterizar a toxicidade de
substancias quimicas em geral. A exposicdo de organismos vivos (bioindicadores) a estas substancias é uma
ferramenta valiosa de anélise ambiental. Para testes de toxicidade em solo, as interagcdes entre 0s compostos
qguimicos e o solo devem ser levadas em consideracéo para predizer corretamente o impacto quimico no
ambiente. O solo € um componente-chave do meio ambiente e, dependendo do tipo de minerais, matéria
organica, pH, potencial redox, umidade e manejo do solo, os contaminantes podem ser adsorvidos ou liberados,
tendo efeitos toxicos diferentes. Os testes de toxicidade podem ser classificados de acordo com o tempo de
exposicao (agudo ou crénico), o modo do efeito (morte, crescimento, reproducéo) ou a resposta do efeito (letal
ou sub-letal) (KAPANEN & ITAVAARA, 2001). A seguir serdo descritos os testes de toxicidade estudados no
presente trabal ho.

2.3.1 — Testes enzimaticos

A atividade enzimatica pode ser utilizada para descrever os efeitos de compostos toxicos sobre a popul agéo
microbioldgica do solo. As enzimas usadas na atividade microbioldgica do solo sdo as hidrolases (fosfatases e
ureases) e as oxidoredutases (desidrogenases) (RATSEP, 1991). A determinacdo da atividade desidrogenasica é
0 método mais comum utilizado para testes de toxicidade enzimatica e € o método baseado na estimativa da taxa
de redugdo de TTC (trifeniletrazolium cloridrico) a TPF (trifenil formazan) nos solos apds incubagéo a 30°C por
24 h. O TTC funciona como aceptor final de elétrons, sendo, portanto, um dos métodos mais fregiientemente
usado paratal estimativa (BITTON & KOOPMAN, 1992).

2.3.2 —Fitoxicidade

Plantas sensiveis a substancias toxicas podem ser utilizadas como bioindicadores. De acordo FLETCHER
(1991), os testes com plantas podem ser utilizados em 5 categorias diferentes:

1) - Biotransformacdo: transformagdo de compostos causados pelas plantas; 2) - Captacdo de cadeia
alimentar: quantidade e concentracdo de elementos toxicos que podem entrar na cadeia alimentar através da
captacdo das plantas; 3) - Sentinela: monitoramento de poluentes observando os sintomas de toxicidade exibidos
pelas plantas; 4) - Indicadoras: certas plantas que indicam as caracteristicas do solo, tanto fisicas, quanto
quimicas; 5) - Fitotoxicidade: dentre esses testes, o de fitotoxicidade tem recebido maior atencdo nos Ultimos
anos.

A fitotoxicidade pode ser determinada pela germinagdo das sementes, alongamento daraiz e crescimento da
muda. A Tabela 1 mostra algumas espécies recomendadas pela A OECD (1984b); USEPA e FDA (FLETCHER,
1991).

Tabela 1. Espécies recomendadas pela OECD (1984b), USEPA e FDA (FLETCHER, 1991)

Nome comum | Espécie Nome comum | Espécie Nome comum | Espécie
Azevém Lolium perene Rabanete Raphanus sativus Cenoura Daucus carota
Arroz Oryza sativa Nabo Brassica rapa Soja Glycine Max
Aveia Avena sativa Repolho Brassica campestris Milho Zea mays
Tomate Lycopersicon Feijéo Phaseolus aureus Cebola Allium cepa
Sorgo Sorghum Alface Lactuca sativa Trigo Triticum
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Através da revisdo bibliogréfica foi possivel avaliar que para solos com alto teor de argila e contaminados
com altas concentracfes de compostos hidrofdbicos, a técnica de biorremediacéo sofre limitagdes, tendo em
vista que estes compostos, por estarem sorvidos na matriz do solo, estdo pouco disponiveis para acdo dos
microrganismos (BANAT, 1995; DESCHENES et al. 1996; LIN, 1996; BOGNOLO, 1999; MAYER &
CHAVEZ, 2000; MORAN et al., 2000; OU, 2000; NITSCHKE & PASTORE, 2002; NOORMAM et al. 2002;
MULLIGAN et al., 2005). Dessa forma, muitos estudos vém demonstrando que a adi¢do de surfatantes e/ou
biossurfatantes auxiliam a técnica de biorremediacdo aumentando a disponibilidade dos hidrocarbonetos para
iniciar o atague dos microrganismos presentes no solo. Contudo, as interacdes entre surfatantes e 6leo cru;
surfatantes e os componentes do solo e entre surfatantes e os microrganismos do solo devem ser bem
investigadas, sendo que a investigagdo quanto a toxicidade dos surfatantes em solos é extremamente importante
para prever o impacto da adi¢cdo dos mesmos ao meio ambiente.

3. MATERIAISE METODOS
3.1-Solo

Neste trabalho foi utilizado um solo daregido Nordeste do Brasil. Este solo foi homogeneizado, peneirado e
quarteado, sendo contaminado em laboratério com 5% de 6leo cru. As caracteristicas quimicas, fisicas e
biol égicas do solo encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas do solo

SOLO SOLO
Parametro Virgem Contaminado Parametro Virgem Contaminado
N (g/kg) 0,2 0,2 Dens. da Particula (g/mL) | 2,2 15
P (g/kg) 0,1 0,075 Densidade Aparente 1,3 1,2
silte” 14% — Porosidade (%) 43 16,5
Areia® 75% — Matéria organica (%) 4 9,2
Argila® 11% — pH 6.8 6,4
C organico (%) 23 5,3 CRL ? (%) 34 28
MHT® (UFC/g) 9,8 X10° 2,3X10° MH® (cellg) 2,8 X10* 2,1 x10*

“ Resultados cedidos pelo laboratério de geotecnia ambiental da COPPE.
®CRL = Capacidade de retengéo de liquido
®MHT = Microrganismos heterotréficos totais

QY

3.2-0leocru

H = Microrganismos hidrocarbonoclasticos

O dleo cru foi cedido pela PETROBRAS/CENPES, sendo classificado como parafinico. Este 6leo possui
baixos teores de N e S, conforme mostraa Tabela 3.

Tabela 3: caracteristicas do 6leo cru

Componentes Teor (%)
Enxofre 0,44%
Carbono 86,2%

Hidrogénio 12,3%
Nitrogénio <0,3%®

@)

(Abaixo do limite de deteccdo)
3.3 —Biossurfatante

O biossurfatante utilizado nos ensaios € do tipo ramnolipidio que é amplamente utilizado como auxiliar no
processo de biorremediacdo (NOORDMANet al. 2002; NITSCHKE & PASTORE, 2002; MULLIGANZ et al.
2005). Este biossurfatante € concentrado com apenas 10% de ramnolipidio e ndo sofreu processos de
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purificagdo.E denominado de JBR 210, sendo comercializado pela empresa JENEIL Company localizada nos
Estados Unidos e Alemanha

3.4 —Teste de ecotoxicidade
3.4.1 - Verificacdo da atividade desidrogenasica através de diferentes concentracdes do biossurfatante ao solo

Muitas variagdes desta técnica tém sido testadas e estes testes foram baseados no método descrito por ALEF
& NANNIPIERI (1995), com algumas adaptacfes. As amostras de solo virgem foram contaminadas com 0,1 a
1,5% de ingrediente ativo para cada 100g de solo. Apos a adicéo de diferentes concentragdes do ingrediente
ativo foram retiradas 5g de cada diferente concentracéo, adicionando-se 5 mL de solugdo contendo 1,5% de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC). Estes ensaios foram conduzidos em quintuplicata e permaneceram
incubados por 24 h em estufa a cerca de 30°C. O TPF (trifenil formazan) foi extraido em 40 mL de Metanol,
sendo filtrado em papel de filtro de filtragdo lenta, realizando-se a leitura em espectrofotdmetro na faixa de 485
nm. A Curvade Calibragdo trifenil formazan (TPF) foi preparada uma solucéo estoque a partir da dissolucéo
0,1 g de TPF em 80 mL de metanol, avolumados em 100 mL de &gua. Foram feitas diluic¢des desta solucéo
padréo variando de 0,0002 a 0,01 mg/mL e lidas no espectrofotdmetro SMART SPECTRO (La Motte) num
comprimento de onda de 485 nm.

3.4.2. — Fitotoxicidade

3.4.2.1 — Teste de germinacao

O método de germinacgéo e crescimento das raizes, sugerido por YERUSHALMI et al. (2003) foi aplicado
utilizando-se sementes de alface da espécie Lactuca sativa. O solo foi contaminado com diferentes
concentragdes de ramnolipidio que variaram de 0,1 a 1,5% para cada 100g de solo. O extrato das amostras de
solo com diferentes concentragdes do biossurfactante foi colocado em placas de Petri, sendo distribuido 10
sementes de L. sativa, igualmente espacadas. As placas foram colocadas em estufa a 24°C, aplicando-se um
tempo de incubacéo de 120h. Apos este tempo, contou-se 0 nimero de sementes germinadas e fez-se a medida
do comprimento das raizes do ponto de transic¢éo entre o hipocdlito até a extremidade da raiz. Uma das maneiras
mais utilizadas de se caracterizar 0 composto segundo sua fitotoxicidade, é através do calculo do indice de
germinacdo. O indice de germinacéo (%I G) pode ser calculado através da seguinte formula:

%I G = (% germinagdo das sementes) x (% crescimento das raizes): 100
Onde: % Germinagdo de sementes = (% germinacdo no extrato): (% germinacdo no controle) x 100
% Crescimento das raizes = (média de crescimento no extrato): (média de crescimento no controle) x 100

3.5 - Ensaios de biodegradacéo de solo mediada por adi¢do do biossurfatante em biorreator

Os experimentos foram realizados em biorreatores constituidos de 20cm de altura e 5cm de diédmetro, sendo
utilizado 15cm de leito de solo e 3cm de camada de brita, ocupando 90% do biorreator. Os ensaios foram
mantidos a temperatura ambiente, empregando-se uma vazéo de ar de 3L/h de ar imido conforme estabel ecido
por PALA (2002) em ensaios anteriores. A Figura 4 mostra o esquema de montagem dos ensaios de
biodegradacéo. Os ensaios foram realizados pela adi¢do de diferentes concentracdes do biossurfatantes que
variaram de 0,1 a 1,5% p/p (g de ramnolipidio por 100g de solo). Os nutrientes foram corrigidos através da
adicdo de nitrato de amonio (NHANO3) e fosfato de potassio dibasico (KH2PO4), empregando-se uma relagéo
nutricional de C:N:P = 100:15:1, conforme estabel ecido em ensaios anteriores (OLIVEIRA, 2005). Os ensaios
foram conduzidos em 45 dias, sendo retirado amostras a cada 15 dias para determinacéo de Oleos e Graxas
(O&G), pH e populagdo microbiana. Durante o periodo experimental a umidade foi controlada através de
balanga termogravimétrica.
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Figura4 - Representac@o esquemética do biorreator aerdbico de Leito fixo.
3.6 — Metodologias analiticas
3.6.1 — Determinacgao de 6leos e graxas

Empregou-se 0 método descrito pelo Standard Methods (APHA, 1992), adaptado para a amostra de solo. A
metodologia consistiu na separacdo de O& G a partir de uma determinada massa do solo (~ 2g). A extragéo foi
conduzida com hexano, por 4 horas a uma velocidade de 20 ciclos por hora. Apds este periodo, os extratos foram
concentrados em rotoevaporador e, transferidos para tubos com didmetro de 1cm, sendo o residuo concentrado
em purga de nitrogénio e banho a 450C até a secura, conforme descrito por RIZZO e RAIMUNDO (2003). Apos
a concentragdo dos extratos estes foram pesados e, por gravimetria, determinou-se o teor de 6leos e graxas de
cadaamostra.

3.6.2 — Quantificagdo da populacdo microbiana

A quantificagéo da populagdo microbiana heterotréficatotal foi feita a partir do plaqueamento (em duplicata)
em meio organico solido (TSA — Trypic Soy Agar), pela técnica de Pour Plate. Foram adicionados 5 g de solo
em 50 mL de solucéo salina (NaCl 0,85 %) e fez-se a agitacdo da suspensdo em shacker por 1h a 30 °C. Apos
agitacéo foi feito o plagueamento, adicionando 0,2 mL de dilui¢&o da suspenséo salina nas placas. Incubou se
por 48 horas a 30 °C e contou—se 0 nimero de unidades formadoras de col6nias (resultado expresso em UFC/ g
de s0l0).

A quantificacdo da populagdo microbiana degradadora foi feita pela técnica do NUmero Mais Provéavel
(NMP) de acordo com OBLINGER & KOBURGER (1975). O meio mineral liquido obtido de acordo com
VECCHIOLI et al. (1990) foi utilizado para o crescimento dos microrganismos degradadores. Como método de
avaliacdo, foi utilizada placa de polietileno contendo 24 cavidades. Em cada cavidade da placa foi adicionado
1,8 mL de meio mineral; 0,1 mL de inoculo e, finaimente, 10 uL de éleo cru, duas cavidades foram reservadas
para o controle sem indculo com 6leo e duas cavidades para controle sem inéculo e sem 6leo, conforme
metodol ogia proposta por VOLPON (1998). As placas mantiveram-se em estufa a 30° C durante 7 dias, sendo os
resultados expressos por NMP/g de solo .

4. RESULTADOSE DISCUSSAO
4.1 — Avaliag&o das concentragdes utilizadas do biossurfatante no solo
4.1.1 — Atividade desidrogenase

A atividade da desidrogenasica do solo reflete a atividade oxidativa total da microbiota e pode atuar como um
bom indicador da atividade microbiana presente no solo (GARCIA et al., 1997).A Figura 5 apresenta os
resultados das concentraces de TPF em pg/g de solo em diferentes concentragdes do biossurfatante. O valor
encontrado no solo virgem (sem adicéo do biossurfatante) foi de 6,5ug/g de TPF e o melhor valor encontrado
através da adicéo do biossurfatante foi relativo a concentracéo de 0,4% de ingrediente ativo (" 74 ug/g de TPF).

A partir dessa concentracdo houve um decréscimo da atividade, observando-se uma queda acentuada da
atividade em relacéo a concentragdo 1,5% p/p de ramnolipidio, entretanto, pode-se observar que este valor esta
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acima do encontrado no solo virgem caracterizando uma tolerancia por parte da microbiota nativa até a
concentragdo de 1,5% de ramnolipidio.

com valor de atividade acima do encontrado no solo virgem
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Figura 5: Atividade desidrogenase na adic¢&o do biossurfatante JBR 210

4.1.2 — Fitotoxicidade

As vantagens do teste de germinagdo sdo devido ao seu baixo custo e pela sua simplificago, contribuindo
para gque estes sejam muito utilizados em testes de fitotoxicidade. Nas Ultimas décadas, dezenas de publicacbes
tém sido dedicadas a explicacdo das razdes por que as sementes de alface ndo germinam em determinadas
condicdes e, ou, quais tratamentos permitem a germinacdo, contudo, no estudo em questdo foi verificado que a
adicéo do biossurfatante ao solo diminuiu o indice de germinacdo a medida que aumentou a concentracéo do
mesmo (Figura 6). Alguns surfatantes apresentam efeito inibitério sobre o crescimento das plantas
(STAHLMAN et al., 1999). Os resultados de fitotoxicidade indicam que entre as concentracdes 0,4 € 0,8 0
indice de germinacéo foi praticamente constante (~ 45 a 40%), sendo que na menor concentracao (0,1 % p/p de
ramnolipidio) foi observado aumento no indice de germinagéo de aproximadamente 20% em relacéo ao controle,
sugerindo que baixas concentracGes do ramnolipidio podem contribuir para aumentar fertilidade do solo. Nas
concentragdes entre 1 e 1,5% houve um efeito inibitdrio muito acentuado, apresentando cerca de 70 e 80% de
inibicdo em relagdo ao controle, indicando que essas concentragdes sdo téxicas para germinagdo da L. sativa.

100

indice de germinag&o (%)
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N \

0 t t t t t t t
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Concentragéao de biossurfactante (%p/p)

Figura 6: Indice de germinacéo de diferentes concentrages de ramnolipidio.
4.2 — Avaliagdo da biodegradagdo do dleo cru em solo em diferentes concentragdes do biossurfatante

A Figura 7 mostra os resultados da quantificacdo de 6leos e graxas nos ensai os de biodegradacéo onde foram
adicionados diferentes concentragcdes de ramnolipidio, comparando-se ainda com o ensaio controle (sem
biossurfatante). Verificou- se que apds 45 dias de tratamento, as condic¢bes que apresentaram maior percentual
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de remocgéo do éleo foram as condic¢des 0,4 e 0,6 % com cerca de 50% de remocao de 6leos e graxas. Contudo,
a condic¢do com 0,4% de ramnolipidio apresentou uma tendéncia a se obter maior indice de biodegradagdo num
periodo superior a 45 dias de tratamento. Observa-se ainda, que exceto os tratamentos com adi¢do de 1,0 e 1.5%

de ingrediente ativo, todos os outros apresentaram remocao de 6leo superior ao controle. Os testes de
fitotoxicidade demonstraram que estas concentraces eram inibitérias para a germinagdo dal. sativa, sugerindo
gue seriam tdxicas ao solo contaminado com 6leo cru. De fato a concentracdo com 1,5% de ramnolipidio

contribuiu para que houvesse inibicdo do processo de biodegradacéo do 6leo, além disso, esta concentragéo
(1,5%) foi a Unica que apresentou diminuicdo dos microrganismos hidrocarbonocléasticos (MH) que sdo os
microrganismos capazes de degradar o 6leo cru (Tabela 4). Através da Tabela 4 pode-se observar o crescimento
dos microrganismos ao longo do tempo, verificando-se que o controle manteve a mesma ordem de grandeza dos
microrganismos heterotroficos totais (MHT) e microrganismos hidrocarbonoclésticos (MH) ao longo dos 45
dias. Nas condicdes entre 0,2 a 0,8% de ramnolipidio observou-se aumento dos MHT, sendo que a condigéo
0,6% mostrou aumento logo nos primeiros 15 dias tanto para os MHT quanto para os MH. As condi¢bes 0,4 e
0,6% apresentaram maior aumento de MHT, sendo estas também as condi¢des que obtiveram maior percentual
de biodegradac&o do éleo apds 45 dias de experimento em biorreatores, conforme observado na Figura 7.
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I-B-1% de biossurfactante
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Figura 7: Biodegradagdo do 6leo cru ao longo dos 45 dias em diferentes concentracfes de biossurfatante, além
do controle.

Tabela 4: Populagdo microbiana em diferentes condic¢des ao longo dos 45 dias de experimentos

MICRORGANISMOS

MHT® - UFC/g de solo MH® - Cel/g de solo
TEMPO TEMPO
CONDICOES
0 15 30 45 0 15 30 45
Controle 7,4x10°| 2,3x10°| 6,7x10°| 5,3x10° 6,2x10° | 1,5x10° | 4x10° 1,7x10°

0,1% de biossurfactente | 2,8x10° | 1,5x10° | 6,1x10° | 2,3x10° 3,3x10° | 1,1x10* | 2,3x10° | 1,9x10°

0,2% de biossurfactente | 1x10° 1,7x10° | 2,4x10" | 5x10° 2,3x10° | 7,3x10° | 8,2x10° | 6,8x10°

0,4% de biossurfactente | 8,2x10° | 1x10° 1,5x10° | 6,2x10" 2,3x10° | 7,3x10° | 8,2x10° | 6,8x10°

0,6% de biossurfactente | 7,8x10° | 2x10’ 4,6x10° | 1,3x10" 8,6x10° | 6,1x10° | 4,2x10° | 3,3x10°

0,8% de biossurfactente | 7,3x10° | 1,1x10° | 2,1x10® | 3,1x10’ 2,4x10° | 1,1x10° | 3,1x10" | 8,2x10*
1% de biossurfactente | 5,1x10°| 3x10° | 1x10° | 5x10° 6,2x10° | 2,1x10° | 4,2x10° |2,7x10°
1,5% de biossurfactente | 3,1x10° | 1,6x10° | 4,1x10° | 3x10° 3,2x10° | 1,5x10° | 8,2x10% | 8,5x10?
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5. CONCLUSOES

O teste de atividade desidrogenasica indicou uma concentracdo 6tima a ser adicionada de biossurfatante ao
solo que foi a concentrac&o de 0,4% de ramnolipidio.

O teste de fitotoxicidade utilizando-se a espécie Lactuca sativa (alface) indicou que a medida que aumentou
a concentracdo do biossurfatante, houve efeito inibitério na germinacéo, destacando-se que as concentraces
com 1 e 1,5 % de ingrediente ativo contribuiram para que houvesse uma inibicéo de 70 e 80 % respectivamente
no indice de germinacdo em relacdo a germinagdo controle (sem o biossurfatante).

Realizaram-se seis diferentes tratamentos com adi¢do do biossurfatante e os resultados obtidos, por
determinacdo de 6leos e graxas, mostraram que as concentragdes iguais a 0,4 e 0,6% de ingrediente ativo (p/p)
apresentaram bons percentuais (~ 50%) de remocao de 6leo cru, apos 45 dias de ensaios de biodegradacéo.

Tomando-se como base 0 ensaio controle (sem adi¢éo do biossurfatante), verificou-se que a adicao das
concentracGes iguais a 1 e 1,5% de ingrediente ativo ndo contribuiu para aumentar a biodegradacdo do 6leo.
Destacando-se que a concentragdo de 1,5% teve efeito inibitorio na biodegradacéo do 6leo no solo.

Analisando-se os testes realizados de atividade desidrogenasica, fitotoxicidade e biodegradagéo do 6leo no
solo, pode-se concluir que a melhor concentragdo utilizada nos ensaios de biodegradacéo foi a adicdo de 0,4% de
ingrediente ativo, devido ao fato de ter sido apontada como uma concentragéo 6tima para aumentar a atividade
do solo, além de ndo ter apresentado um efeito inibitdrio t&o acentuado para a germinag&o do aface (em torno
de 55%). No que diz respeito a biodegradacdo do 6leo, esta concentragdo ainda demonstrou uma tendéncia a se
obter valores superiores a 50% de biodegradacdo se o tratamento do solo fosse acima de 45 dias.
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