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RESUMO

Os compostos aromaticos sdo muito utilizados nas industrias quimicas e
petroquimicas, sendo os mais aplicados: benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(BTEX). Esses compostos contaminantes trazem sérios prejuizos a saude, podendo
afetar o sistema nervoso central, além de serem carcinogénicos. Segundo
levantamento da CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&do Paulo em
2018, o estado de Séo Paulo possuia 6.110 areas cadastradas (contaminadas e
reabilitadas), contendo 14.592 contaminantes, sendo 4.176 solventes aromaticos
(BTEX) e 4.593 combustiveis automotivos (contendo BTEX). Neste mesmo
levantamento, a cidade de Sorocaba, possuia 52 areas contaminadas contendo 119
contaminantes; sendo que 31 deles referem-se aos BTEX. A biorremediagdo vem
sendo aplicada como alternativa sustentavel para o tratamento de areas
contaminadas por petroleo e seus derivados, possibilitando menor custo. Por esta
razao, o objetivo deste trabalho foi a utilizagdo de componentes de origem
microbiana aplicados na descontaminacao das areas contaminadas por BTEX. Para
tanto, foi desenvolvido em laboratério o cultivo padrdo da bactéria Bacillus subtilis
em meio de cultura Tryptone Soy Broth (TSB). O cultivo foi conduzido em agitador a
150 rpm/ 25 °C/ 24, 48, 72 e 96 horas/ pH 7. O sobrenadante obtido foi separado e
submetido a analise de produgao do biossurfactante. A biorremediacao foi analisada
com contaminagdo controlada utilizando gasolina e oleo diesel, tanto em agua
quanto em solo. A capacidade de producéo do biossurfactante e biorremediagao foi
observada através de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e de Cromatografia gasosa. Os resultados mostraram a capacidade
emulsificante do biosurfactante produzido, confirmando a aptiddo da bactéria em
produzir o biossurfactante. Com relagdo a degradacdo da gasolina e do 6leo diesel,
em meio liquido, e concomitante a producdo do biossurfactante, foi verificada a
capacidade do microrganismo degradar os compostos e produzir o biosurfactante.
As analises em solo mostram que o microrganismo € capaz de degradar os BTEX. A
biorremediacdo, utilizando microrganismos, pode ser uma alternativa eficiente,
econdmica e versatil para a remocao dos BTEX e ainda para obter subprodutos para
controlar ou degradar esses poluentes e restabelecer o equilibrio ecoldgico.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Biodegradacdo. Solventes aromaticos.
Hidrocarbonetos de petroleo — BTEX. Tratamento de areas contaminadas.



ABSTRACT

Aromatic compounds are widely used in the chemical and petrochemical industries,
the most applied being benzene, toluene, ethylbenzene and xylene (known as
BTEX). These contaminants compounds bring serious harm to health, which can
affect the central nervous system, besides being carcinogenic. According to a
CETESB - Environmental Company of Sdo Paulo State survey, in 2018, the state of
Sao Paulo had 6.110 registered areas (contaminated and rehabilitated), containing
14.592 contaminants, 4.176 of which are aromatic solvents (BTEX) and 4.593
automotive fuels (containing BTEX). In this same survey, the city of Sorocaba had 52
contaminated areas containing 119 contaminants; 31 of which refer to BTEX.
Bioremediation has been applied as a sustainable alternative for the treatment of
areas contaminated by petroleum and its derivatives, making possible a lower cost.
For this reason, the objective of this work was the use of components of microbial
origin applied in the decontamination of the areas contaminated by BTEX. Therefore,
the standard culture of the bacterium Bacillus subtilis was grown in Tryptone Soy
Broth (TSB) culture medium in laboratory. The culture was conducted on a shaker at
150 rpm / 25 °C / 24 hours, 48, 72 and 96 hours / pH 7. The obtained supernatant
was separated and submitted to the analysis of biosurfactant production. The
bioremediation was analyzed with controlled contamination using gasoline and diesel
oil in both water and soil. The biosurfactant production and bioremediation capacity
was observed through Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Gas
Chromatography. The results showed the emulsifying capacity of the biosurfactant
produced, confirming the ability of the bacteria to produce the biosurfactant.
Regarding the gasoline and diesel oil degradation in liquid medium, and the
concomitant production of the biosurfactant, was observed the ability of the
microorganism to degrade the compounds and produce biosurfactant. Soil analysis
shows that the microorganism is able to degrading BTEX. Bioremediation, using
microorganisms, can be an efficient, economical and versatile alternative for the
BTEX removal, in addiction to obtain byproducts to control or degrade these
pollutants and restore the ecological balance

Keywords: Bioremediation. Biodegradation. Aromatic solvents. Petroleum
hydrocarbons - BTEX. Treatment of contaminated areas.
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1 INTRODUGAO

O objetivo deste trabalho foi realizar ensaios laboratoriais utilizando
componentes de origem microbiana para verificagdo da degradacdo ou nao de
poluentes provenientes de contaminagdes controladas de solo e agua por diesel e
gasolina.

De acordo com CETESB (2018a), a biorremediagédo ainda n&do esta entre as
técnicas de remediagdo de areas contaminadas mais utilizadas no estado de Séao

Paulo, mesmo tendo eficiéncia comprovada, conforme dados da Figura 1.

Figura 1. Areas Cadastradas Constatagdes de técnicas de remediagdo implantadas — dez. 2018.

Biopilha | 3
Tratamento térmico in situ | 4
Lavagem de solo | 4
Fitorremediagdo | 5
Bioveting 1 7
Encapsulamento..s 10
Biosparging 1 10
Barreiras reativas 1 10
Declorinagdo redutiva © 14
Redugédo quimica = 17
Barreira fisica = 18
Cobertura residuo/solo.. == 48
Biorremediagdo === 76
Barreira hidraldlica =sm 77
Outros ==m 81
Air sparging == 187
Oxidagdo quimica m———— 338
Extracdo de vapores mamssssssssmmm 342
Remocao de solo/residuo meessssse—eeesssssss———— 613
Atenuacdo natural.. eesss———————————— 689
Recuperagao de fase livre eesssssssssssssss——————— 772
Bombeamento e.. messsssssssseees. 1,198

Extragdo multifasica e ].258

- 200 400 600 800 1.000 1.200 1.400
Fonte: adaptado de CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (2018).

Com o aumento rapido e significativo da populagdo mundial, alcangado na
ultima década, tem sido acompanhado por um aumento no consumo de petroleo. A

producdo mundial diaria de petréleo atingiu mais de 96 milhdes de barris em 2016. O
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uso desenfreado desse produto e a falta de preocupagdo com o meio ambiente tém
sido mais frequentemente associados a existéncia de diversas areas contaminadas
(CROZERA, 2001; VARJANI; UPASANI, 2017; IEA, 2018; XIE et al., 2018).

O vazamento de combustiveis, principalmente em postos de abastecimento
de veiculos automotores, tem causado contaminagdes no solo e aguas subterraneas
de nossas cidades especialmente pelos hidrocarbonetos de petrdleo conhecidos
como BTEX. (ANDRADE, 2010; VARJANI; UPASANI, 2017).

Os BTEX quando em contato com as aguas subterraneas, as tornam
impréprias ao consumo humano. A exposicao a altas concentragdes ou tempo
prolongado pode afetar o sistema nervoso central e também s&o cancerigenos
(RANGEL, 2014).

No Brasil, nas ultimas duas décadas, o registro de contaminagé&o de solo por
derramamentos de petréleo e seus derivados, vem atraindo o olhar de
pesquisadores para o desenvolvimento de estudos e pesquisas em biorremediacéao.
(ANDRADE, 2010; VARJANI; UPASANI, 2017). Segundo a CETESB (2018b), no
estado de Sao Paulo ha 6.110 areas contaminadas conhecidas (algumas delas ja
reabilitadas) e na cidade de Sorocaba ha 52 areas (Figura 2).

Figura 2. Somatoéria do numero de contaminantes.

40
34
35 31
30
25
19
15
10 6 s ,
5 1 1 1 I 1
S 3 o ) o C o ) > () )
\(@ &o & RS O & gzs P Q S ‘ &
N NS e o > QO Q & o o
N & \ ) @ ¢ & &
o \OQO &O O
& @ \? 0
Ry o & &
X & O o
o> & N W
=) ®

52 areas contaminadas; 119 contaminantes; 31 (+34) BTEX
Elaboragao Propria. Fonte: CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo (2018).
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Diversas técnicas fisicas, quimicas e biolégicas vém sendo aplicadas para a
remogdo ou a degradagdo in-situ ou ex-siftu de areas contaminadas por
derramamento de petrdleo. A biorremediagdo vem sendo aplicada como alternativa
sustentavel para o tratamento de areas contaminadas por petréleo e seus derivados,
possibilitando menor custo (ANDRADE, 2010).

Foi realizado um levantamento bibliografico bem como uma pesquisa
documental junto a CETESB — Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo, onde
pode-se verificar que dentre as 6.110 areas contaminadas, na sua grande maioria
foram contaminadas com solventes aromaticos (BETX), e a atividade econémica que
mais gerou contaminagdes sao os postos de combustivel automotivo, conforme

podemos verificar nas Figuras 3 e 4.

Figura 3. Ocorréncia dos contaminantes no Estado de Sao Paulo.

Anilinas 8
Radionucleicos 8
Dioxinas e furanos 8
Microbioldgicos 15
Outros vapores/ gases 34

Ftalatos § 40
Biocidas | 42
Metano p§ 67
Fenodis

PCBs

Solventes aromaticos halogenados
Outros inorganicos

Outros contaminantes

Solventes halogenados

TPH

Metais

PAHs

Solventes aromaticos
Combustiveis automotivos

4.176
4.593

- 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000
Fonte: adaptado de CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (2018).
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Figura 4. Atividades economicas mais geradoras de contaminagées.

Acidentes/ Agricultura/ Resndn::/(197);
(]

Fonte desconhecida (54); Industria

1% /_(1.158); 19%

Comercial

Posto de
Combustivel
(4.384); 72%

Fonte: adaptado de CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (2018).

Neste trabalho as analises laboratoriais de producdo do biossurfactante,
biorremediacdo controlada e caracterizacdo de amostras em biorremediacdo de
diesel em solo e agua e gasolina em agua, foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia Industrial e Processos Fermentativos, no Laboratério de Pesquisas
Toxicologicas e no Laboratério de Biomateriais e Nanotecnologia, todos
pertencentes a Universidade de Sorocaba - UNISO. As anadlises da capacidade de
biorremediagdo em solo contendo gasolina, através do método de cromatografia
gasosa, foram realizadas no laboratodrio terceirizado.

A seguir o leitor ira encontrar a dissertagdo organizada em objetivos, revisdo
bibliografica, a descrigdo do material e métodos aplicados, os resultados e suas

discussdes e por fim, conclusao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de biorremediagcdo do microrganismo Bacillus subtilis,
através de ensaios laboratoriais dos solos e aguas contaminados em testes
controlados, por solventes aromaticos (BTEX), provenientes do Oleo diesel e

gasolina.

2.2 Objetivos Especificos

. Produzir o biossurfactante através do cultivo de Bacillus subtilis utilizando
diesel e gasolina como substrato;

o Caracterizar a producdo do biossurfactante através de espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier — FTIR,;

o Analisar a eficiéncia da biorremediagdo em solos e aguas contaminados por
BTEX utilizando a técnica de cromatografia gasosa;

o Verificar a biorremediacdo das amostras desenvolvidas no laboratério, em

funcdo do tempo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Solventes aromaticos

Os solventes aromaticos enquadram-se dentro da categoria de contaminantes
derivados do petroleo.

“O petroleo € composto basicamente por trés grupos de hidrocarbonetos: os
parafinicos, os nafténicos e os aromaticos, e estes podem ser saturados ou
insaturados” (PEDROZO et al., 2002 apud ROSA, 2006, p. 8).

Os hidrocarbonetos sao constituidos por atomos de carbono e hidrogénio
arranjados em varios tipos de configuragbes estruturais, basicamente
divididos em dois grupos, os alifaticos e os aromaticos. Na classificagao
estrutural dos alifaticos existem quatro classes denominadas alcanos,
alcenos, alcinos e cicloalcanos. Os aromaticos sao divididos em
monoaromaticos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (BAIRD, 2002
apud DONAIRE, 2007, p. 22).

Os solventes aromaticos podem ser classificados como substancias quimicas
e também com uma mistura liquida de substancias quimicas com capacidade de
dissolver outro material de utilizagdo industrial. A palavra “solvente” se refere a um
elemento de natureza orgéanica. As composi¢gdes quimicas dos solventes sdo muito
variadas, porém tém como propriedades comuns a lipossolubilidade (ser soluvel em
gorduras), e também grande volatilidade, inflamaveis e produzirem consideraveis
efeitos toxicos (RUPPENTHAL, 2013).

Ruppenthal (2013) relata que os solventes aromaticos sdo amplamente
utilizados nas industrias plasticas de borracha, quimica e petroquimica, sendo que
os mais difundidos sdo o benzeno, o tolueno e o xileno, conhecidos também como
BTEX.

Segundo Lima e colaboradores (2017), os compostos BTEX (Benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno), componentes da gasolina, estdo entre os
contaminantes mais comuns encontrados em areas contaminadas. Sdo amplamente
usados como solventes industriais. A sua presenga na subsuperficie € geralmente
relacionada ao transporte, distribuicdo e uso de combustiveis e 06leos, sendo
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frequentemente encontrados em aguas subterraneas como resultado de vazamento
de tanque de estocagem e encanamentos subterraneos.

De acordo com a CETESB (2013), o benzeno (C6H6) € um composto volatil,
incolor, com densidade de 0,87 g/cm?® e inflamavel, com ponto de ebuligio 80,1°C. E
formado em processos naturais e antropogénicos. E o benzeno se destaca como
sendo 0 mais agressivo a saude das pessoas, entre os BTEX. Na Figura 5, temos a
representacido das respectivas estruturas dos BTEX.

Ainda conforme a CETESB (2013):

Fontes naturais de benzeno incluem emissdes gasosas de vulcbes e
incéndios florestais que contribuem para a presenca de benzeno no meio
ambiente. O benzeno também pode ser emitido através de atividades
industriais, pois é utilizado na manufatura de produtos quimicos como

detergentes, explosivos, tintas, pigmentos, etc.
Sobre o tolueno (C7H8), a CETESB (2013) o define como:

[...] um liquido volatil, incolor e inflamavel, com densidade 0,86 g/cm?® e ponto
de ebulicdo 111 °C. As principais fontes de emissdo de tolueno para o
ambiente sdo os combustiveis fosseis. O tolueno esta presente na gasolina e
também é utilizado na produgcdo de benzeno, além de ser usado como
solvente. Também pode ser emitido durante a produgado, uso e descarte de
produtos industrializados que contenham tolueno. As concentracbes em
ambientes internos podem ser elevadas em decorréncia do uso de produtos
domeésticos como tintas, thinners, adesivos e esmalte de unha, além de

fumaca de cigarro.

O xileno (C8H10) tem suas principais caracteristicas como sendo um liquido
incolor, inflamavel, ndo sendo insoluvel em agua e a apresenta um odor adocicado.
E encontrado no petréleo e esta presente em fragrancias sintéticas e na fabricagao
de diversos produtos como: tintas, vernizes e borracha. Atingem a atmosfera quando
provem de fontes poluentes industriais, através do escapamento dos carros e
também liberados em incéndios florestais (CETESB, 2013).
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Figura 5. Representagao da estrutura dos BTEX.

CH3 CHz~ CH3
Benzeno Tolueno Etilbenzeno
CH3 CH5
i CH3 @ @
o-Xileno m-Xileno Xileno

Fonte: Mazzuco, 2004.

3.2 Contaminagao por hidrocarbonetos aromaticos

De acordo com Nakhla et al. (2003 apud MAZZUCO, 2004, p. 20) os
hidrocarbonetos aromaticos sdo altamente soluveis e possuem grande mobilidade
em sistemas solo-agua.

Sao varias as fontes de contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo
(BTEX), dentre elas, os tanques de armazenamento de combustiveis, transporte por
caminhdes tanque, terminais de transferéncia, oleodutos e também as refinarias. A
contaminagdo do subsolo é basicamente proveniente dos vazamentos e acidentes
envolvendo os BTEX, muitas das vezes de grandes proporgdes e até mesmo da
disposigédo inadequada de rejeitos. Existem muitas areas contaminadas por BTEX
provenientes de tanques subterrdaneos de armazenamento, com pequenas ou
médias proporgdes. Ja em refinarias e oleodutos sdo menos provaveis devido aos
controles praticados, porém quando acontecem acidentes sdo de grandes
propor¢des (N.R.C., 1997 apud LIMA, 2005, p. 33).

3.3 Areas contaminadas por BTEX
De acordo com a CETESB (2018), areas contaminadas s&o descritas como

locais com concentragcdes de poluentes representados por quaisquer substancias ou

residuos que venham a causar danos ou riscos aos bens a proteger, como a
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qualidade das aguas superficiais e subterraneas, do solo e a saude da populagéo
humana ou animal.

Na Relacdo de Areas Contaminadas e Reabilitadas no estado de Sao Paulo
publicada pela CETESB - Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo em 2018,
apresenta Sorocaba com 52 areas contaminadas, (com mais de um contaminante
em cada area), totalizando 119 contaminantes, sendo que 31 referem-se a
contaminagao por solventes aromaticos.

Os postos de combustiveis sdo uma das principais fontes de contaminagao
por solventes aromaticos, a partir da utilizacdo de hidrocarbonetos.

Segundo a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), tem crescido no Brasil a
instalacao de postos revendedores de combustiveis automotivos. Em 2016 o numero
era de 41.829 postos instalados, dando ao pais, nesse periodo, a quinta posi¢gao no
ranking de maiores consumidores de petroleo do mundo (ANP, 2017).

Consequentemente, verifica-se também um aumento da quantidade de areas
contaminadas decorrentes dessa atividade.

Este aumento culminou na publicacdo da Resolugdo CONAMA n° 273/2000
(Brasil, 2000) que estabeleceu a obrigatoriedade da investigacdo de passivos
ambientais para o licenciamento ambiental de postos de combustiveis e servigos. As
diretrizes s&o descritas na Resolugdo CONAMA n° 420/2009 (Brasil, 2009),
determinando critérios e valores orientadores de referéncia de qualidade, prevencao
e investigagao do solo e valores de investigagao para aguas subterraneas.

3.4 Técnicas de remediagao

A técnica conhecida como remediagcédo, € um procedimento que implica em
intervencdo direta, para poder conter, isolar, remover ou reduzir as concentragdes
dos contaminantes presentes (GUNTHER, 2006).

Diversas tecnologias para remediar areas contaminadas por derivados de
petroleo tém sido aplicadas. Dentre as que envolvem processos fisicos e quimicos
podem ser citadas a lavagem de solo, extragdo de vapores, bombeamento e
tratamento de aguas subterraneas, injegdo de ar na zona saturada (air sparging),
tratamento térmico, oxidagdo quimica, contengdo e barreiras passivas e reativas.
Também tem se destacado, devido ao menor custo e interferéncia minima nas areas

contaminadas, as técnicas que removem o contaminante por meio de processos
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biologicos. Nesta categoria destacam-se a atenuagao natural, biorremediagdo e
fitorremediagdo. Algumas das técnicas utilizadas com fins de descontaminacdo de
sitios contaminados podem ser assim resumidas (TAVARES, 2013):

e PUMP AND TREAT - Trata-se de uma tecnologia de bombeamento e
tratamento da agua contaminada encontrada na zona saturada do solo. Para
a extracdo da agua subterrédnea € necessario a construgdo de pogo tubulares
em quantidades que dependem da extensao da pluma de contaminacio e o
tratamento fisico-quimico da agua pode ser realizado no proprio local ou
transportada para uma estacao de tratamento fora do local da contaminacéao
(TAVARES, 2013).

e DESSORCAO TERMICA — Neste método ha o aquecimento do solo para que
seja possivel a volatilizagdo dos compostos orgénicos. Para que isso ocorra é
utilizada a injegdo de agua ou vapor quente no solo propiciando a maior
mobilidade possivel dos contaminantes. Sua utilizacdo é restrita para solos
com a contaminacdo em pequenas profundidades. Esse método pode
esterilizar o solo (TAVARES, 2013).

e EXTRACAO DE VAPOR DO SOLO (SVE) — Consiste na remogéo fisica dos
contaminantes em especial os volateis (onde se enquadra os BTEX) com a
construcao de pocgos de vapor, utilizando-se bombas a vacuo para a extracao
(TAVARES, 2013).

e AERACAO in-situ (Air Sparging) — E utilizado para extrair compostos volateis
e semi-volateis da zona saturada do solo. Também como na SVE é
necessario a construcao de pogos, e esses sao utilizados para poder executar
a injecdo de ar, com eficiéncia para os BTEX. Neste método existe a
vantagem de que com o aumento da oxigenagdo do solo, haver
biodegradacao; porém pode-se “empurrar” a contaminagdo para locais que
ndo estavam contaminados (TAVARES, 2013).

o BARREIRAS REATIVAS PERMEAVEIS (BRPs) — trata-se de uma técnica que

consiste na instalagdo de um material reativo no subsolo, transpondo a pluma
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de contaminagao (ver Figura 6), onde ocorre a retengdo dos poluentes e
permite a continuidade do fluxo de agua subterranea. Porém é um método a
ser utilizado com exclusividade para a remediagdo das aguas subterraneas
(lengol freatico), e ndo remedia a porgdo solo da contaminagdao, sendo
necessario outras técnicas para atuar em conjunto. Na América do Norte é
uma técnica bastante difundida (TAVARES, 2013).

Figura 6. Esquema de barreiras reativas permeaveis.

Fonte: Adaptado da USEPA (1998 apud TAVARES, 2013, p. 74).

¢ LAVAGEM DO SOLO - através de pocos construidos para esse método, ou
quando esta técnica esta consorciada com outras, aproveitando-se de pogos
ja construidos; faz-se a inje¢do de fluidos no subsolo, sendo coletados em
outros pogos (TAVARES, 2013).

e PROCESSOS DE OXIDACAO — Os Processos Oxidativos Avancados (POA)
vém de encontro a esta necessidade, devido a capacidade de converter
poluentes em espécies quimicas indcuas, tais como gas carbbnico e agua,

levando a mineralizacéo total do poluente (DONAIRE, 2007, p. 4).

Além das técnicas citadas, a evolugdo das tecnologias vem evoluindo no
sentido de desenvolvimento e aplicacao de técnicas mais naturais. Nesse sentido,

técnicas de remediacédo que utilizam micro-organismos e plantas despontam como
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técnicas viaveis economicamente e com reconhecimento comprovado (TAVARES,
2013).

Na Figura 7, pode-se observar os custos de remediagdo ao longo das ultimas
décadas.

Figura 7. Evolugao da reducao dos custos nos processos de remediacgdo.

M Custo de capital M Custos de operacao e monitoramento
%2
(@)
-
(%2
-
U -
ex-situ (finais de  in-situ (finais de in-situ ( 1990- massa in-situ atenuacgdo
1970) 1980) presente) (1990-presente) natural
monitorada
(atual)

Fonte: adaptado de Revista Quimica e derivados (2003, vol. 7, n°® 417 apud TEIXEIRA, 2013, p. 81).

No proximo topico € apresentada a descricdo e aplicagdo dessas técnicas
consideradas naturais, dada a pertinéncia do tema e aplicacdo nesse trabalho.

3.4.1 Biorremediacao (in situ e ex situ)

“Biorremediacao é um processo de utilizagdo de organismos vivos ou de seus
sistemas enzimaticos para o tratamento do ambiente contaminado, com o objetivo
de diminuir os niveis de contaminantes até a detoxificacdo total do ambiente pela

mineralizagao dos compostos poluentes” (SILVA, 2007, p.8).
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Quando da utilizagdo de organismos vivos, entende-se a utilizagdo de micro-
organismos e plantas com capacidade de modificar ou decompor determinados
poluentes, transformando-os em substancias inertes (SILVA, 2007, p.8).

Numerosas publicagbes demonstram a possibilidade do tratamento
biolégico para os mais diferentes tipos de contaminantes, entre os quais
hidrocarbonetos, residuos de petroleo, solventes clorados (DCE, TCE,
PCE), com eficiéncias relatadas de até 95% de redugédo da concentragéo
inicial do contaminante (Ground Water and soil Cleanup: improving

management of Persistent Contaminants, 1999 apud LIMA, p. 64, 2005).

Segundo Tavares (2013), os microrganismos comumente usados na
biorremediacdo sdo as bactérias e fungos que, normalmente, degradam as
substancias mais simples e menos toxicas.

Tavares (2013), lembra que o maior projeto de biorremediagédo foi no
derramamento de petréleo do navio Exxon Valdez, na América do Norte, mais
especificamente no Alasca, onde foi-se utilizado fertilizantes para bioaumentar os
microrganismos existentes naquele habitat.

“‘Entre as estratégias para biorremediacado de hidrocarbonetos no ambiente,
destacam-se a biorremediacdo passiva, a bioestimulagdo, a bioaumentacdo e o
landfarming” (SANTOS, 2013, p. 11).

‘A biodegradacdo de um composto quimico no meio ambiente depende,
sobretudo, da presencga de uma populagdo de microrganismos capaz de metabolizar
a molécula original e seus produtos de degradagcédo” (GAYLARD et al., 2005, p. 37).

Na biorremediacdo, os organismos utilizados podem ser nativos (de
ocorréncia natural) ou cultivados. Os organismos utilizados sao bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. Entre esses, as bactérias s&o mais comumente
empregadas como elemento principal em trabalhos de biorremediagédo (TEIXIERA,
2007).

Silva (2007) afirma que o tratamento por meio da biorremediacdo pode ser

feito de 2 formas: in situ (no local), ou ex situ (fora do local).



28

3.4.1.1 Biorremediacao in situ

O tratamento in situ, na maioria das situagdes, € a opgao mais desejada ja
que dispensa uso de recursos e custos referentes ao manuseio do material
contaminado. (Pritchard et al., 1992 apud SILVA, 2007).

Sao varias técnicas de biorremediacio in situ, tais como a biorremediagao
passiva, a bioestimulagdo, a bioaumentacgéao, e a fitorremediacédo (JACQUES et al.,
2007).

A escolha dessas técnicas dependera do tipo e quantidade do poluente, seu
grau de saturagcédo no solo, suas propriedades fisico quimicas, umidade, aeracgéo e
temperatura ambiente, considerando também as caracteristicas geoldgicas,
geofisicas e hidrologicas do sitio contaminado (SILVA, 2007); bem com o dominio do
conhecimento dos principios e das aplicagdes dessas técnicas (JACQUES et al.,
2007).

A principio, as avaliagdes bioldgicas devem ser realizadas em laboratério com
0 objetivo de otimizar a biodegradagdo do composto. “Elas compreendem os testes
de bioestimulacdo, pela adicdo de nutrientes e/ ou surfactantes, e os testes de
bioaumentacdo, pela adicdo de culturas de microrganismos biodegradadores ou
mediadores” (GAYLARD, 2005, p. 39).

A fitorremediacdo também é uma técnica in situ e é definida como o uso de
vegetais superiores para facilitar a aeragdo do local, degradar, reter ou eliminar os
contaminantes do solo. Neste processo pode atuar o vegetal e/ou microrganismos
(TAVARES, 2013).

Os vegetais sdao muito eficazes em se adaptarem a diversos tipos de
ambientes que poucos lugares sdo completamente desprovidos de sua presenca.
Algumas espécies, inclusive, tém a capacidade de interagir simbioticamente com
outros organismos, possibilitando que se adaptem em solos salinos, acidos, pobres
e ricos em nutrientes ou excessivamente contaminado em elementos quimicos como
metais pesados. Por isso, contribui também na melhoria das caracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas das areas contaminadas (TAVARES, 2013).

O uso desta tecnologia tem se expandido por sua grande viabilidade técnica
e/ou econdmica, em paises desenvolvidos como Estados Unidos, Canada e
Alemanha (TAVARES, 2013).



29

De acordo com Boszszowski (2003 apud TAVARES, 2013, p. 88), até o ano
de 2000, eram conhecidas 400 espécies de plantas acumuladoras pertencentes a 45
familias diferentes, destacando-se as familias Brassicacea (Brassica juncea —
mostarda-da-india, Brassica napus — canola), Asteracae (Heliantus annuus -
girassol), Euphorbiaceae e Leguminosaea (Medicago sativa — alfafa).

No processo de fitorremediagdo, ha cinco tipos principais de mecanismos pelo
qual é realizado a remediagdo dos poluentes. Segundo Pilon-Smits (2005 apud

Jacques et al., 2007, p. 1198), esses tipos principais s&o descritos como:

a) rizofiltragdo, que é uma técnica de tratamento de agua em que os
contaminantes sdo removidos e retidos no tecido vegetal; b) fitoextragao,
em que os contaminantes sdo removidos do solo e retidos no tecido
vegetal;c) fitotransformagdo, uma técnica que pode ser aplicada ao
tratamento da agua e do solo, na qual ocorre a degradagdo dos
contaminantes através do metabolismo da planta; d) fitoestimulagdo, em
que ocorre a estimulacdo da atividade dos microrganismos degradadores
dos contaminantes pela rizosfera da planta; e e) fitoestabilizagdo, quando as

plantas sdo utilizadas para reduzir a migragdo dos contaminantes no solo.

Associado as técnicas de biorremediacdo ja citadas, podem ser aplicadas
também outras tecnologias in situ como o bioventing e o biosparging. Ambos
consistem em tratamentos semelhantes, ja que utilizam a inje¢cdo de ar atmosférico.
A diferenca entre os dois métodos € que no bioventing o ar é injetado na zona
saturada do solo e bioparging na zona insaturada (SILVA, 2007).

‘A aeragado objetiva o suprimento de oxigénio ao ambiente, favorecendo o
crescimento de microrganismos aerobios que utilizam este elemento como aceptor
final de elétrons, viabilizando a biodegradac¢do do poluente” (TRINDADE et al., 2005
apud SILVA, 2009, p. 12).

A landfarming é outra técnica que pode ser utilizada no tratamento de
contaminantes hidrocarbonetos (SANTOS, 2013).

De acordo com Santos (2013, p. 11), na biorremediacdo pela técnica
landfarming, a microbiota da camada superficial do solo € estimulada por diferentes
processos: o0 solo é revolvido, com o objetivo de aerar e homogeneizar as camadas

com diferentes concentragbes de contaminantes; sdo adicionados também
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corretivos, fertilizantes e, se necessario, agua; e pode-se, ainda, bioaumentar o solo
e adicionar surfactantes, visando aumentar a biodisponibilidade dos contaminantes.

Esta técnica pode ser realizada in situ e visa a descontaminar o solo no local
onde este foi contaminado, ou pode ser realizada ex situ, se o solo contaminado foi
removido para outro local onde o lanfarming sera operado (DOELMAN &
BREEDVELK, 1999 apud JAQUES et. al, 2007, p. 1198).

3.4.1.2 Biorremediacgao ex situ

Na biorremediagéo ex situ pelo processo de compostagem, Silva (2007, p. 9)
descreve a como a combinagao de solo contaminado com compostos organicos
para o desenvolvimento e estimulagdo da microbiota, como o0s residuos
agroindustriais e esterco. “Neste solo, sera desencadeado um processo em que 0s
microrganismos aerobios irdo degradar os contaminantes organicos, transformando-
os em material organico estabilizado, CO2 e agua” (JAQUES et al., 2007, p. 1197).

Outra técnica ex situ é a utilizagdo de biorreatores (tanques herméticos
aéreos, onde se insere o solo contaminado e agua; através de aeragdo mecanica e
rotacdes, propicia aos microrganismos a realizarem a biodegradagédo dos poluentes
(MACLEOD & DAUGULIS, 2005 apud JACQUES et al., 2007).

As biopilhas sdo uma tecnologia de biorremediacdo ex situ que se apresenta
como uma alternativa de baixo custo e que apresenta bons resultados na
biodegradacao de poluentes, inclusive o BTEX. Essa técnica de biopilhas trata-se da
construcdo de células ou pilhas de solo contaminado. Através de aeracdo, os
microrganismos séo estimulados a promover a degradag&o dos poluentes tais como
o BTEX. E recomendavel que se tenha um solo impermeabilizado como por exemplo
um piso de concreto para prevenir a lixiviagdo de contaminantes para o solo local; e
também que as biopilhas sejam cobertas por lonas plasticas que além de protegé-
las de intemperes, também evita a emissdo de poluentes na atmosfera. O clima
tropical brasileiro favorece bem a aplicagdo dessa técnica (BITTAR, 2002 apud
MORAIS et al., 2005).

A imagem apresentada a seguir (Figura 8) mostra um esquema para
determinagao da melhor técnica de biorremediacao a ser empregada, levando-se em
consideragao a contaminacao por hidrocarbonetos.
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Figura 8. Etapas para definigao e implementagao de um processo de remediagao.
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Fonte: adaptado de GAYLARD et al. (2005).

3.5 Biossurfactantes

Entre os diferentes componentes de origem microbiana que podem ser
utilizados para minimizagdo ou descontaminagdo de areas contaminadas
encontram-se os biossurfactantes. Eles constituem uma classe importante de

compostos quimicos utilizados em diversos setores industriais. Atualmente, o
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principal mercado para os biosurfactantes € a industria do petréleo, em que estes
compostos podem ser utilizados na limpeza de derrames de 6leos, na remogao dos
residuos de dleo a partir de tanques de armazenamento, recuperacdo de oleo
através de cultura microbiana e biorremediagdo de solos e agua. A aplicagdo de
biosurfactantes para a remog¢do de contaminantes € impulsionada principalmente
pelas propriedades fisico-quimicas do biotensoativo, e n&o pelos seus efeitos sobre
a atividade metabdlica ou alteracdes nas propriedades de superficie da célula. Os
biossurfactantes aumentam a interagéo superficial, aceleram a degradagao de varios
Oleos por microrganismos e promovem a biorremediagdo de aguas e solos. Eles
podem ainda ser aplicados na agricultura especialmente em formulagbes de
herbicidas e pesticidas (NITSCHKE; PASTORE, 2002; KANG et al., 2010).

Nesse sentido, realizar a investigacdo de tecnologias inovadoras e
ecologicamente compativeis para remover os contaminantes se torna interessante.
Nos ultimos anos, ha uma tendéncia nas pesquisas em realizar a biorremediacao de
solo e efluentes utilizando os biossurfactantes (CALVO et al., 2009; KANG et al.,
2010; SWAPNA et al., 2016).

Os biossurfactantes sdao moléculas anfifilicas compostas de uma porgcao
hidrofilica, ou polar, comumente denominada “cabeca polar’, e uma porgao
hidrofébica ou apolar, comumente denominada “cauda apolar”, ainda heterogéneas
obtidas a partir do cultivo de microrganismos podendo ser glicolipidios,
lipopeptideos, complexos protéico-polissacarideos, fosfolipidios, acidos graxos e
lipidios neutros (AHIMOU et al., 2000) capazes de reduzir a tensao superficial,
concentracdo micelar critica e tensao interfacial em solugdes aquosas e misturas de
hidrocarbonetos (KITAMOTO et al.,, 2002; RAHMAN et al.,, 2002). Alguns
biossurfactantes podem apresentar atividade antibacteriana e antifungica,
destacando-se neste grupo lipopeptideos como a surfactina (Figura 5), iturina e
fengicina (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004).

Os biossurfactantes sdo expressos espontaneamente durante o crescimento
celular e sua funcdo esta geralmente relacionada ao consumo de hidrocarbonetos
incluindo residuos oleosos (MUKHERJEE et al., 2006; MUKHERJEE et al., 2008).
Estas biomoléculas apresentam uma série de vantagens, em relagdo aos
surfactantes quimicos, dentre as quais a baixa toxicidade, a elevada
biodegradabilidade, melhor compatibilidade ambiental, maior formagdo de espuma,
elevada seletividade e atividade especifica em condigbes extremas (elevadas
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temperaturas, pH ou salinidade) (MULLIGAN, 2009). Os biossurfactantes vém
encontrando aplicagbes em setores diversos, sendo empregados desde em
tratamentos de residuos até como matérias-primas nas industrias de cosmeéticos e
alimentos (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011).

Figura 9. Estrutura molecular padrao da Surfactina.
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Essas caracteristicas dos biossurfactantes os fazem ter diversas aplicagoes
em diversos segmentos da industria, pois sdo aplicados na detergéncia,
emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, molhante, solubilizacio,
disperséo de fases, adjuvante em produtos ou na remogao de agentes poluentes e
contaminantes; e para aumentar a eficiéncia na degradacdo de compostos
hidrofébicos por agdo microbiana, especialmente, 6leos, hidrocarbonetos aromaticos
e pesticidas (NITSCHKE; PASTORE 2002; CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; MAKKAR;
CAMEOTRA; BANAT, 2011).

Apesar das inumeras aplicagbes do biossurfactante, este projeto foi voltado
para a biorremediagao. O interesse crescente € atribuivel ao fato de os surfactantes
melhorarem a solubilizagdo dos poluentes do solo e agua contaminados e aumentar
a sua solubilidade, o que por sua vez melhora a sua biodisponibilidade.

A eficiéncia dos biossurfactantes se da conforme descreve Decesaro et al.
(2015):

Os biossurfactantes aumentam as areas da superficie dos compostos
insoluveis que conduzem a um aumento da mobilidade e biodisponibilidade
dos hidrocarbonetos, além disso, a interacdo com a superficie da célula
aumenta a hidrofobicidade da superficie, permitindo que substratos
hidrofébicos possam se associar mais facilmente com células bacterianas,

como consequéncia, melhoram a biodegradacéo e remog¢ao dos compostos
oleosos. A adicdo dos biossurfactantes aumenta a biodegradagdo dos
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hidrocarbonetos através dos mecanismos de mobilizagido, solubilizagdo ou

emulsificagao.

O resultado de uma biorremediagdo de solos tera a interferéncia pelas
condi¢gbes ambientais, tais como: umidade, teor de nutrientes, concentragcdo de
oxigénio e tipo de solo, pH, gradiente de temperatura (GONZAGA et al., 2013).

A biorremediacido tem se mostrado como sendo a mais importante forma de
degradagao dos hidrocarbonetos, onde incluem-se o BTEX; sendo que em alguns
solos ocorre a forte adsorgdo desses hidrocarbonetos, e somente com a adicéo de
biossurfactantes pode-se aumentar a biodisponibilidade dos hidrocarbonetos.
Através de técnicas analiticas tipo a cromatografia gasosa, pode-se verificar a
eficiéncia dos biossurfactantes. O Bacillus subtilis encontradas no solo por ser capaz
de suportar e adaptar-se a diversas variagbes com relacdo as condi¢gdes ambientais
com capacidade de produzir a surfactina (biossurfactante lipopeptidico) que tem
muito poder de redugédo da tensdo superficial da agua e além disso € altamente
estavel sob grandes variagbes de pH e temperatura, que para outros
microrganismos seria um problema (JACQUES et al., 2007). Considerando também
efeitos significativos na biodegradagdo de hidrocarbonetos e remocéo de 6leo de
solo contaminado (BARROS, 2007).

Os biossurfactantes (Tabela 1) tem sido identificado pelas industrias como
sendo o material mais promissor dos ultimos tempos para diversas aplicacoes
apresentando vantagens por serem biodegradaveis e menos toxicos ao meio
ambiente, podendo ser sintetizados a partir de fontes renovaveis (KITAMOTO;
ISODA; NAKAHARA, 2002).

Segundo Matsuura (2004), a producédo dos biossurfactantes em larga, tem
custo superior aos surfactantes sintéticos, mas isso tendo a alternar com o avango

tecnoldgico do processo de fermentagéao.
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Tabela 1. Tipos de biossurfactantes produzidos por microrganismos.

MICRORGANISMO

TIPO DE BIOSSURFACTANTE

Candida lipolytica

“Liposan”

Candida petrophilum

Peptidolipideo

Candida tropicalis

Complexo acido graxo-polissacarideo

Torulopsis bombicola (Candida)

Soforolipideo

Torulopsis petrophilum

Glicolipideo e/ou proteina

Bacillus subtilis

Lipoproteina (surfactin)

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1

Lipoheteropolissarideo (Emulsan)

Acinetobacter sp. HO1 -N

Acidos graxos, mono e digliceridios

Arthrobacter

Glicolipideo

Arthrobacter paraffineus

Glicolipideos sacarose e frutose

Bacillus licheniformis

Lipoproteina (lichenysin)

Corynebacterium hydrocarboclastus

Complexo proteina-polissacaridio

Corynebacterium lepus

Acidos corinomicolicos

Corynebacterium salvonicum SFC

Lipideo neutro

Nocardia erythropolis

Lipideos neutros

Pseudomonas aeruginosa

Ramnolipideo

Pseudomonas fluorescens

Lipopeptideo

Rhodococcus erythropolis

Trealose dimicolatos

Thiobacillus thiooxidans

Fosfolipideo

Aspergillus sp.

Fosfolipideo

Streptomyces tendae

Streptofactina

Flavobacterium sp.

Flavolipideos

Fonte: Matsuura (2004).
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4 MATERIAL E METODOS

Diante do exposto e com o objetivo de avaliar a capacidade de
biorremediacdo do microrganismo Bacillus subtilis, foram realizados ensaios em
laboratorio utilizando como substrato o 6leo diesel e a gasolina em meio liquido e em

solo, cujos processos sao descritos a seguir.

4.1 Lavagem de vidrarias

Foi realizado um Banho de Acido-Base em todas as vidrarias utilizadas neste
projeto. O banho foi realizado aplicando solugdo de HNO3 1M por 12h; apds este
tempo, as vidrarias foram dispostas por mais 12h em solu¢gdo de NaOH 1M em
solugao alcodlica 50%; apds este periodo, as vidrarias foram enxaguadas com agua
destilada e dispostas a secagem em estufa incubadora (Quimis — Diadema, Sao
Paulo, Brasil) por 24h. O banho foi uma etapa importante para retirar qualquer
impureza das vidrarias que pudesse alterar os resultados das analises, como parte

da primeira etapa para os ensaios.

4.2 Cultivo do microrganismo

Foi realizado o pré-inoculo do microrganismo Bacillus subtilis em 50 mL do
meio de cultivo padrdo Tryptone Soy Broth (TSB). Dispostos em frascos
Erlenmeyers (250 mL), esse cultivo foi conduzido em agitador de bancada (Nova
técnica modelo NT715 — Piracicaba, Brasil) a 150 rpm/ 35 °C por diferentes periodos
de tempo, 24, 48, 72 e 96 horas, conforme ilustragdo da Figura 10. Todos os meios
foram esterilizados a 121°C por 15 minutos (Autoclave modelo AV Plus, Phoenix
Luferco — Araraquara, S&o Paulo — Brasil).
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Figura 10. Primeira etapa para a realizagao dos ensaios.

{ 12 ETAPA }

{ Lavagem de vidrarias }

Cultivo do microrganismo

50 ml de meio de cultura

Fonte: Elaboracéo prépria.

4.3 Dosagem da atividade Emulsificante do Biossurfactante

A verificacédo da atividade emulsificante do biossurfactante, € a segunda parte
dos procedimentos em busca da avaliacdo da capacidade de biorremediagdo do

microrganismo Bacillus subtilis.

4.3.1 Indice emulsificante com sobrenadante de cultivo

Para determinar se o microrganismo estava apto a fazer a producédo de
biossurfactante foi avaliado o indice emulsificante (IE). Volumes iguais do
sobrenadante do cultivo e liquidos hidrofébicos foram misturados por 1 minuto no
vortex e deixados em repouso. O IE foi calculado pela equagdo C = 100 x (Vs/Vt),
onde Vt corresponde ao volume total da mistura e Vs ao volume da fase
emulsionada. Esses valores foram calculados em observacdes realizadas apds 1h e
24h. Método baseado na metodologia descrita por Cooper e Goldenberg (1987) e
Pereira et al. (2013).
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4.4 Extracao dos biossurfactantes (BS) — extragao acida

A extracdo do BS a partir do meio de cultivo foi realizada mediante
precipitacdo acida. Concluida a fase de producdo microbiologica, cada 25 mL do
meio fermentado foi centrifugado a 4 °C/ 5.000 rpm por 30 min (Centrifuga Thermo
Scientific modelo ST16R - Massachusetts, EUA) para a obtengdo do sobrenadante
livre de células.

O sobrenadante obtido foi acidificado utilizando acido cloridrico (HCL) 1M até
atingir o valor de pH 2. Apos atingir o pH 2, o sobrenadante foi mantido overnight a 4
°C e novamente centrifugado, nas mesmas condigdes citadas acima, e entdo, o

precipitado obtido foi armazenado a 4°C para posterior analise (ROCHA, 2009).

4.5 Extracao liquido-liquido

Para obtencdo da surfactina concentrada foi realizada a extragao liquido-
liquido. O precipitado obtido da extragcdo acida foi ressuspenso em 3 mL de agua
Milli-Q, misturado a 8 mL de Cloroférmio e 4 mL de Metanol, essa solugéo foi agitada
manualmente cinco vezes e centrifugada 5.500 rpm/ 10 minutos/ 25 °C. A interface
aparente foi separada e reservada para a evaporagao dos solventes em microtubo
de 2 mL. Apds a evaporacéo realizou-se o processo de liofilizagdo (PEREIRA et al.,
2013).

Na Figura 11, estdo descritos os procedimentos realizados.
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Figura 11. Segunda etapa para a realizagao dos ensaios.
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Fonte: Elaboracéo prépria.

4.6 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo das amostras foi realizada por Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier — FTIR (AGILENT modelo Cary 630 -
Santa Clara, CA, EUA), usando modos de transmiténcia, demonstrado na Figura 12,
denominado etapa 3. Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda
4.000 a 500 cm™', as bandas foram associadas aos principais grupos quimicos.
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Figura 12. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
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Fonte: Elaboracéo prépria.

4.7 Ensaios de avaliacao da capacidade de biorremediagcao do
microrganismo e produgao do biossurfactante

A seguir estdo descritas as metodologias para ensaios de avaliagdo da
capacidade de biorremediagao e producio do biossurfactante.

4.7.1 Tratamento de 6leo diesel em meio liquido

Em frascos Erlenmeyers (250 mL) foram adicionados 45 mL do meio de
cultivo padréo Tryptone Soy Broth (TSB), 5 mL (10%) de 6leo diesel e 5 mL do caldo
contendo crescimento de Bacillus subtilis. Para confirmar a degradagdo ou nao do
oleo diesel um frasco foi elaborado sem acrescentar o microrganismo. Os cultivos
foram incubados em agitador de bancada a 35°C/ 150 rpm por 24, 48 e 96 horas.
ApoOs cada periodo as amostras foram centrifugadas para remogédo das células a
4°C/ 5.000 rpm por 30 min (Figura 13).
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4.7.2 Tratamento de gasolina em meio Liquido

Em frascos Erlenmeyers (250 mL) foram adicionados 45 mL do meio de
cultivo padréo Tryptone Soy Broth (TSB), 5 mL (10%) de gasolina e 5mL do caldo
contendo crescimento de Bacillus subtilis. Para confirmar a degradagdo ou nao da
gasolina um frasco foi elaborado sem acrescentar o microrganismo. Os cultivos
foram incubados em agitador de bancada a 35°C/ 150 rpm por 24, 48, 72 e 96 horas.
ApoOs cada periodo as amostras foram centrifugadas para remogéao das células a
4°C/ 5.000 rpm por 30 min (Figura 13).

Também foram preparadas duas amostras: uma contendo de 35 mL de agua,
10% de gasolina e 5 mL de cultivo do microrganismo, e outra somente com agua;
para apés 14 dias serem analisadas por cromatografia gasosa por laboratorio

terceirizado.

Figura 13. Tratamento em meio liquido.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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4.7.3 Tratamento de 6leo diesel em solo

Em frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 10g de solo foram adicionados 5
mL de sobrenadante do BS que foi obtido pelo cultivo de Bacillus subtilis, 2,5 mL de
diesel e aproximadamente 10 mL de agua estéril, o suficiente para homogeneizar as
amostras, que foram mantidas em agitador de bancada 35°C/ 150 rpm por 24, 48, 96
horas e 7 dias. Para confirmar a degradagao ou n&o do oleo diesel um frasco foi
elaborado sem acrescentar o Bacillus subtilis. As amostras foram armazenadas a 4
°C para posterior analise. Baseado no método realizado por Pereira e colaboradores
(2013) (Figura 14).

4.7.4 Tratamento de gasolina em solo

Em frascos Erlenmeyers (250 mL) contendo 30g de solo foram adicionados 1
mL do cultivo de Bacillus subtilis, 15 mL de gasolina e aproximadamente 10 mL de
agua estéril, o suficiente para homogeneizar as amostras, que foram analisadas por
2, 3, 4, 7 e 14 dias. Para confirmar a degradagao ou nao da gasolina, um frasco foi
elaborado sem acrescentar o Bacillus subtilis. As amostras foram armazenadas a 4
°C para posterior analise (Figura 14).

Totalizando assim onze amostras para serem analisadas por cromatografia

gasosa pelo laboratério terceirizado.
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Figura 14. Tratamento em solo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo apresentados os resultados obtidos dos ensaios de
emulsificacdo, producao de biosurfactante e de biorremediacdo e suas respectivas

discussoes.

5.1 indice emulsificante

Apos 96 horas, o periodo de producdo do surfactante, o sobrenadante do
cultivo foi submetido a analise de emulsificagdo. A metodologia proposta, quando
executada em bancada, nao forneceu os IE esperados.

O biossurfactante produzido em nossos ensaios poderia ser aplicado na
biorremediacao de dleo ou poluentes com caracteristicas hidrofobicas. Os resultados
obtidos dos |IE foram de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Analise do indice de Emulsificagdo com gasolina e 6leo diesel.

Contaminante 1h 24h
Vt(mL) Vs(mL) C=IE(%) | Vi(mL) Vs(mL) C=IE(%)
Gasolina 4 1 25 4 0,5 12,5
Diesel 4 0,2 5 4 0,2 5

Fonte: Elaboracao prépria. Vt: volume total da mistura, Vs: volume da fase emulsionada e C=IE:

indice emulsificante.

Observando a tabela 2, é identificado que o sistema se manteve estavel com
diesel, em que o IE foi de 5%. Ja com a gasolina o IE diminuiu apds 24h, passou de
25% apos 1 hora para 12,5% apos 24h.

5.1.1 indice emulsificante com biossurfactante pré-purificado

No IE realizado por Bueno et al. (2010), em que a produgdo do
biossurfactante foi realizada com a bactéria Bacillus pumilus isolada utilizando meio
sintético acrescido de diferentes fontes de carbono em diferentes valores de pH, por
diferentes periodos de tempo, em diferentes concentrag¢des, o |IE foi realizado com
3,5 mL do sobrenadante e 2,0 mL do tolueno. As amostras com pH 7 e 8 conduzidas
por 48, 72 e 96h obtiveram IE= 11%; valores que se aproximam aos resultados
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obtidos nesse projeto, que apds 1 e 24h, o IE observado para a amostra de gasolina
foi 12,5%. Na atividade de emulsao realizada por Rocha (2017) foi identificada a
produgao de biossurfactante pelo microrganismo Bacillus subtilis, em que o IE da
amostra com sobrenadante de cultivo livre de células produzido por fermentacao
mais o querosene foi igual a 62%.

Em nossos ensaios foi observado, apds a pré-purificacdo em extracao liquido-
liquido, o IE no diesel (Figura 15) foi de 50%.

Figura 15. indice de emulsificagio com biossurfactante pré-purificado. A — Instantes apés
passar no vortex. B — Um minuto apés passar no vortex.

Fonte: Elaborag&o propria.

5.2 Analise da producao do biossurfactante através do método FTIR

Podemos observar, na Figura 16, os espectros referentes ao precipitado
acidificado de 24 horas do sobrenadante. As curvas sdo semelhantes as curvas dos
sobrenadantes analisados sem acidificar e, no espectro referente a extracao liquido-
liquido, as curvas continuam, além de novas curvas caracteristicas também ficarem
evidentes. Posteriormente, esses espectros foram comparados aos encontrados na

literatura e descritos nos itens a seguir.
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Figura 16. Espectros de transmitancia de FTIR da pré-purificagao.
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S 24h - Sobrenadante obtido do cultivo de Bacillus subtilis apos incubagao de 24h. Prec
AC - Precipitado obtido na extragao acida realizada com sobrenadante de cultivo de
Bacillus subtilis de 24h. ELL 24h — pré-purificagcdo obtido da extracdo liquido-liquido
realizada com precipitado acidificado.

Fonte: Elaboragao prépria.

Das et al. (2008) fez a extracdo acida do biossurfactante semelhante ao
apresentado neste trabalho e concluida essa etapa, o precipitado de biossurfactante
bruto foi dissolvido em agua com pH 7,5 e foi liofilizado com posterior solubilizagéo
em metanol absoluto e filtragdo a 0,22 ym. E observou valores muito semelhantes
aos apresentados neste trabalho, que aproximam os resultados obtidos na
identificacdo da producéo de biossurfactantes no processo de biorremediagao para
fases liquidas e sélidas.

A extragao acida concentra o biossurfactante produzido e a extragao liquido-
liquido auxilia na pré-purificagcdo. Como pode ser observado na Figura 16, os picos
caracteristicos da surfactina continuam presentes apos a pré-purificacdo. As bandas
dos picos sdo 3.372 cm, referente a possiveis deformagbes axiais de O-H
(SANCHEZ-SOTO et al., 2007), banda 1.641 cm™, absorcdes referentes a presencga
de ligagdo dupla C=C (ALBUQUERQUE et al., 2007) e banda 615 cm™, indicando
frequéncia do grupo C=C-H (FAUST, 1997).
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5.2.1 Capacidade de Biorremediacao e Produgao de biossurfactante

Os grupamentos quimicos caracteristicos do diesel (Figura 17) sao as bandas
2.920 cm™, referente a H-C-H, banda 2.352 cm™, referente a dupla C=0, banda
1.453 cm', referente ao CHz e CH3 e a banda 1.140 cm', também referente a dupla
C=0, se assemelhando aos descritos na literatura (RIBEIRO, et al. 2014).

Essas bandas se tornam inexistentes quando realizado o tratamento de
biorremediacao utilizando o sobrenadante obtido pelo cultivo de Bacillus subtilis. No
espectro obtido da extracao liquido-liquido realizada com o tratamento de 6leo diesel
as bandas dos picos sdo 3.372 cm', referente a possiveis deformagdes axiais de O-
H (SANCHEZ-SOTO et al., 2007), banda 1.641 cm™, referente & presenca de
ligagdo dupla C=C (ALBUQUERQUE et al., 2007) e banda 615 cm™, indicando
frequéncia do grupo C=C-H (FAUST, 1997), representando o aumento da

biosurfactina em contato com o liquido hidrofébico.

Figura 17. Espectros de transmitancia de FTIR do tratamento de 6leo diesel em agua.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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A Dbiorremediacdo ira depender das condicdes de crescimento do
microrganismo, como biodisponibilidade de nutrientes, substratos e disponibilidade
de oxigénio (CHANDRA et al., 2013; VARJANI et al., 2017, ABBASIAN et al., 2015).
Os BTEX por exemplo, podem ser seletivamente metabolizados dependendo da
concentragédo de oxigénio disponivel (ABBASIAN et al., 2015).

Os ensaios de biorremediagcdo foram realizados em aerobiose, ou seja, na
presenca de oxigénio. Nessas condi¢cdes, segundo Abbasian et al. (2015), os
compostos BTEX sofrem oxidagao inicial e o anel aromatico presente pode ser
clivado pela agado metabdlica do microrganismo. Além disso, os autores afirmam que
ha oxidacdo do terminal de metila para formar alcool primario pela introdugao de
oxigénio molecular em hidrocarboneto.

O modo de acado dos biossurfactantes na biorremediacdo de poluentes tem
sido amplamente estudado (VARJANI; UPASANI, 2016). Uma das hipoteses € que
os biossurfactantes formam micelas que aumentam a biodisponibilidade dos
poluentes, e pode favorecer a biodegradagdo de hidrocarbonetos (SOUZA et al.,
2014; VARJANI; UPASANI, 2016). Os resultados de FTIR, observados neste
trabalho, podem estar relacionados com essa hipotese, pois as curvas obtidas apds
o tratamento de biorremediagcdo apresentam os mesmos alongamentos das curvas
obtida apds a producgao e extragao do biossurfactante.

A oxidagao pode ser observada na Figura 17, onde podemos analisar os
espectros dos contaminantes e do biossurfactante, antes e depois do tratamento de
24 horas, pois os alongamentos tipicos de 6leo diesel, sdo modificados e aparecem
novos alongamentos nas regides com presengca de oxigénio nas ligagdes,
caracterizando a presenga da biodegradagao com relagéo aos picos semelhantes do
oleo diesel e gasolina com o biossurfactante. Segundo o trabalho de Varjani (2017),
poluentes monoaromaticos (BTEX) derivados de petrdleo podem ser degradados
pelo microrganismo da espécie Bacillus. Essa oxidagdo também pode ser observada
na Figura 18.

Na analise FTIR realizada por Yadav (2015), os picos de maior relevancia
observados ao analisar o oleo diesel foram 2.921,4 cm™' que representa o
alongamento C-H e 1.459,6 cm™ que representa a flexdo C-H que indica a presenca
de alcanos, picos esses também observados na analise realizada neste trabalho.
Qasim (2017) identificou na analise de dleo diesel picos fortes e semelhantes: 2.922
cm™ e 1.459 cm™ evidenciando a presenca de alcanos.
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Os resultados obtidos foram comparados com os valores alcangados pelos
autores Yadav (2015) e Qasim (2017). Sendo o menor numero de onda identificado
com um valor de maior biodegradabilidade do diesel, qualitativamente
caracterizando uma deformacao axial de C-O, tanto em fase liquida quanto sélida,
que nos permite também perceber que o microrganismo utilizado teve maior
degradabilidade na gasolina do que no diesel em fase liquida, conforme ilustrados
pelas Figuras 17 e 18.

Deon (2012) realizou a contaminagdo do solo com O6leo diesel, 6leo
lubrificante e 6leo de soja, a fim de simular possiveis contaminagdes com residuos
oleosos. Os experimentos foram realizados durante 21 dias e foi observada a
biorremediacdo, em que os percentuais de remogao de 6leos e graxas foram de
18,54%, 7,30% e 11,38%, respectivamente.

Com relagéo a biodegradagéo observada, apresentado e detalhado na Figura
17, percebe-se que o processo de biodegradagado € mais lento, pois os espectros do
diesel e do diesel tratado em 24 horas, existem poucas deformidades nos
alongamentos de banda, caracterizando pouca eficiéncia na degradacdo pelo
microrganismo, ja nos espectros referentes ao periodo de 48 horas e 7 dias, é visivel
que houve uma biodegradagdo e a produgdo do biossurfactante, observando
maiores alongamentos de banda, mas se analisarmos por mais tempo,
provavelmente os picos possam se assemelhar ao do biossurfactante.

Na Figura 18, os grupamentos quimicos caracteristicos da gasolina (primeiro
espectro), sdo as bandas 3.448 cm, relacionadas com OH no alongamento da
vibragdo dos grupos hidroxila (JIAO et al., 2009), bandas 2.930 cm™ e 2.860 cm™,
referentes ao estiramento simétrico e assimétrico C-H de grupos CHs e CHa, a
banda 1.461 cm, referente a deformag&o angular assimétrica dos grupos CHs e
CH2 e a banda 810 cm™, referente a deformacdo fora do plano C-H do anel
aromatico, semelhantes aos descritos na literatura (COELHAS, 2013).

Essas bandas se tornam menos expressivas quando realizado o tratamento
de biorremediagéo utilizando Bacillus subtilis. O espectro referente ao tratamento
(segundo espectro) fica semelhante ao espectro da pré-purificagdo do

biossurfactante (terceiro espectro).
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Figura 18. Espectros de transmitancia de FTIR do tratamento de gasolina em agua.
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G - Gasolina. ELL G — Extracédo liquido-liquido realizada com o precipitado acidificado obtido no
tratamento de gasolina. ELL S 24h — Extracao liquido-liquido realizada na pré-purificagéo do
biossurfactante produzido por Bacillus subtilis.

Fonte: Elaboracéo prépria.

A Figura 19, o tratamento do 6leo diesel em solo, a amostra obtida apos 24h
de tratamento (primeiro espectro) se assemelha bastante ao espectro do diesel puro
(segundo espectro). Ja nos espectros obtidos em analises das amostras de 48h
(terceiro espectro) e 7 dias (quarto espectro) é possivel observar uma continua
degradacgéao do diesel através da deformagéo das bandas que o caracterizam: banda
2.920 cm refere-se a CHz, CH3s modo de alongamento (MIHALY et al., 2006), banda
2.353 cm™ corresponde a faixa de alongamento C-O (KANNAN, 2014), banda 1.456
cm™ ao grupo CHz (ENRIQUE et al., 2007) e a banda 1023 cm™ deformagéo axial de
C-0O, sendo referente ao grupamento éster (GARCIA et al., 2012).
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Figura 19. Espectros de transmitancia de FTIR do tratamento realizado do 6leo diesel em solo.
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D tratado — Sobrenadante do tratamento realizado com diesel em solo com analises de 24, 48 horas
e 7 dias. D — Oleo diesel.
Fonte: Elaboracéo prépria.

Assim, n&o foi possivel deduzir valores numéricos, pois utilizamos o método
FTIR que nos permitiu analisar qualitativamente que os contaminantes estudados
foram biodegradados, através de uma diminuigdo dos valores de frequéncia de
banda encontrados em laborataério.

Herculano (2011) utilizou para o crescimento de Bacillus subtilis e concluiu
que os peptideos produzidos apresentam aplicagdes para inibir o crescimento de
cianobactérias, precipitagdo de metais e remog¢ao de compostos orgénicos em solos

contaminados, assim como foi observado neste trabalho.

5.3 Analise da Biorremediacao da Gasolina por Cromatografia Gasosa
Essas analises foram realizadas pelo laboratério terceirizado.
5.3.1 Gasolina em Solo
A analise inicial de solo com agua, indicou a auséncia dos BTEX.
Podemos observar na Figura 20, a concentragdo de benzeno, detectada na

amostra, apds dois dias de analise, com bactéria, foi de 98,8 mg/kg e a

concentragdo detectada sem a utilizagdo da bactéria, foi de 71 mg/kg. Ja a
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concentragéo de etilbenzeno, na amostra com bactéria, foi de 1.116 mg/kg e sem a
bactéria foi 726 mg/kg. Foi observado um aumento do valor dos niveis de benzeno e
etilbenzeno apos 3 dias de contato, isso pode ter ocorrido pelo transporte ou coleta
de amostra ou ainda pelo acumulo do contaminante pelo Bacillus subtilis

(bioacumulagao) antes do inicio da biodegradacéo.

Figura 20. Analise da presencga de benzeno e etilbenzeno das amostras de solo contendo
gasolina na presenca ou nao de Bacillus subtilis em diferentes dias através de Cromatografia
Gasosa.
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Fonte: Elaboracéo prépria.

Podemos ainda observar na Figura 20, que os niveis de benzeno na presenca
de bactéria eram nulos ap6s 7 dias de contato e do etilbenzendo com bactéria nao

foi detectada a presencga no 4° dia.
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Figura 21. Analise da presenca tolueno das amostras de solo contendo gasolina na presenga
ou nado de Bacillus subtilis em diferentes dias através de Cromatografia Gasosa.
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Fonte: Elaborag&o propria.

Assim como ocorreu com as amostras de etilbenzeno e benzeno, as amostras
de tolueno nas idades de 2 e 3 dias com a presenca do Bacillus subtilis, tiveram
valores maiores do que as amostras sem a presenca do Bacillus subtilis; pelo
mesmo motivo. Conforme demonstra a Figura 21, o comportamento do tolueno a
partir da idade de 4 dias ja demonstra os efeitos da biorremediagcao. Apds 14 dias os
niveis de tolueno na presenga do microrganismo diminuiram 85 vezes, saindo de
2.942 mg/kg ou ppm para aproximadamente 34 mg/kg ou ppm. Ja sem os

microrganismos, apos 14 dias, os niveis de tolueno diminuiram 5 vezes.

Figura 22. Analise da presenca xilenos das amostras de solo contendo gasolina na presenga
ou nédo de Bacillus subtilis em diferentes dias através de Cromatografia Gasosa.
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Fonte: Elaborag&o propria.
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Na Figura 22 observamos o mesmo comportamento do Bacillus subtilis nas
idades de 2 e 3 dias, sendo a quantidade do xileno maior nas amostras com a
presenca do Bacillus subtilis do que com a presenca. Com as idades de 4, 7 e 14
dias, a biorremediacdo comeca a ser relevante e apds 14 dias os niveis de xileno na
presenga do microrganismo diminuiram 5 vezes, saindo de 11.293 mg/kg ou ppm
para a aproximadamente 2.064 mg/kg ou ppm. Ja sem o microrganismo, apos 14

dias, os niveis de xileno diminuiram 1,5 vezes.

5.3.2 Gasolina em agua

Podemos observar na Figura 23 que a bactéria foi capaz de degradar os

BTEX, exceto o etilbenzeno.

Figura 23. Analise da presenga BTEX das amostras de agua contendo gasolina na presenca
ou nado de Bacillus subtilis em diferentes dias através de Cromatografia Gasosa.
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Fonte: Elaboracéo prépria.

De acordo com as normas de vigilancia a saude dos trabalhadores expostos
ao benzeno, publicado pelo ministério da saude, o benzeno é um mielotoxico regular,
leucemogénico e cancerigeno, mesmo em baixas concentragdes. Outras alteragbes
podem também ocorrer. Além disso, ndo existem sinais ou sintomas

patognomonicos da intoxicagao (BRASIL, 2004).
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E possivel observar que os niveis BTEX diminuem e voltam a ser detectados
apos alguns dias. Alguns autores afirmam que embora os BTEX possam ser
biodegradados anaerobicamente, eles tém diferentes suscetibilidades a
biodegradacao anaerdbica e podem formar outras substancias, como por exemplo o
etilbenzeno ser degradado na forma de tolueno e xileno (FOGHT 2008; HARMS et
al. 1999; WEELINK et al., 2010).

5.3.3 Andlise da biodegradagao da gasolina em solo e comparagdao com
valores orientadores da CETESB - Companhia Ambiental do Estado de

Sao Paulo

Comparando-se os resultados obtidos em laboratério, nas amostras de 48
horas e 14 dias, observamos uma redugao percentual dos BTEX minima de 79,86%

e maxima de 100%, conforme Tabela 3.

Tabela 3. Analise da biodegradagao da gasolina em solo.

Contaminante Concentracio inicial (mg kg') Remocgio (%) Tempo (dias)

Benzeno 98,8 100 14
Etilbenzeno 1116 85,04 14
Tolueno 2942 98,58 14
Xileno 11293 79,86 14

Fonte: Elaboracéo prépria.

Algumas publicagdes, citadas na Tabela 4, relatam a eficiéncia de
tratamentos biologicos com redugdo de até 95% para diferentes tipos de
contaminantes, incluindo os hidrocarbonetos, residuos de petréleo e solventes
clorados (DCE, TCE, PCE). Comparando com os nossos resultados (Tabela 3)
observamos que os percentuais de remogao sao equivalentes, porém em periodos

bem menores (14 dias).
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Tabela 4. Aplicagoes das técnicas de biorremediagado para remogao de hidrocarbonetos
no solo em condi¢gdes de campo.

Técnica Contaminante Concentragao inicial (mg kg') Remogdo (%) Tempo (dias) Referencia
Biorremediagdo passiva Petroleo 18.000 56 480 CHAINEAU et al. (2003)
Bioaumentacio Residuo Petroquimico  69.700 92 360 MISHIRA et al. (2001)
Bioestimulacao Residuo Petroquimico  69.700 90 360 MISHIRA et al. (2001)
Compostagem HAPs 10.960 70 150 AHTIANEN et al. (2002)
Biorreator Residuo Petroquimico ~ 50.000 99 12 WARD et al. (2003)
Fitorremediagao Pireno 488,70 36,13'(85,02) 45 LING & GAO (2004)
landfarming Hidrocarbonetos 46.000 55 60 MAIN et al. (2005)

'Remogéo dos contaminantes ao final do periodo de avaliagdo em relago ao tratamento sem plantas. Entre parénteses, a remogao dos
contaminantes em rela¢o ao inicio do periodo de avaliagdo.

Fonte: adaptado de JAQUES et al. (2007, p. 1199).

Segundo o Decreto do Estado de S&o Paulo n° 50.263/2013, existem
definicbes dos valores de referéncia que devem serem observados em todo
gerenciamento de areas contaminadas, conforme descritos:

Valor de referéncia de qualidade (VRQ) = Concentracdo de determinada
substancia que define solo limpo ou qualidade natural da agua subterranea;

Valor de prevencéo (VP) = Concentragdo de determinada substéncia, acima
do qual podem ocorrer alteragdes prejudiciais do solo e da agua subterranea;

Valor de intervencédo (VI) = Concentracdo de determinada substéncia no solo
ou na agua subterranea, acima da qual, existem riscos potenciais diretos ou

indiretos, a saude humana considerando cenario e exposi¢cao generico.

Tabela 5. Comparagao dos valores obtidos, com os valores orientadores da CETESB.

Contaminante Concentracio final (mg kg') Valor de intervencio CETESB VI (mg kg™)

Benzeno 0,0 0,2
Etilbenzeno 167 1,4
Tolueno 41,8 80
Xileno 2274 19

Fonte: Elaboracéo prépria.

Utilizando os valores estipulados pela CETESB - Companhia Ambiental do
Estado de Sao Paulo como referéncia, podemos observar que a biodegradagdo em
nossas analises ndo atingiu os valores orientadores, exceto para o benzeno. Os
valores ficaram muito préoximos aos dos niveis de intervengao para solo, como
indicado na Tabela 5. Esses valores podem ser melhorados se aumentado o tempo

de contato do microrganismo com a amostra, como sugerido nas Tabelas 3 e 4.
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De acordo com a CETESB (2016), os valores de referéncia de qualidade

estabelecidos sdo conforme descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Valores orientadores para solos e aguas subterraneas no Estado de Sao Paulo,

2016.
Solo (mg kg'1 peso seco)
Valor de Agua
.. . Valor de . .
Susbtancia referencia de - Valor de intervengao (VI) subterranea
) prevengao 1
qualidade (VP) (ugL™) (VI)
(VRQ) Agricola [Residencial| Industrial

Benzeno zero 0,002 0,020 0,080 0,200 5,000
Etilbenzeno zero 0,030 0,200 0,600 1,400 300,000
Tolueno zero 0,900 5,600 14,000 80,000 700,000
Xilenos zero 0,030 12,000 3,200 19,000 500,000

Fonte: adaptado de Decisdo de Diretoria n® 256/2016/E, de 22/11/2016, CETESB.

Especificamente sobre as limitacbes da aplicagcdo da biorremediagao in situ,

Lima (2005, p. 64) faz algumas observagodes, a saber:

Uma limitacdo é o fato de que a biorremediagdo s6 ocorre em fase aquosa,
portanto, a remediagéo direta ndo é aplicavel para fontes contendo NAPLs
em fase livre. Adicionalmente, a decloragdo de hidrocarbonetos altamente
clorados produz metabdlitos que, se ndo forem autodegradaveis, sdo mais
moveis que o composto téxico original. A biorremediagao in-situ também é
limitada pela dificuldade na distribuicdo de nutrientes e receptores ou
doadores de elétrons para zonas heterogéneas ou com baixa
permeabilidade. Outra possivel limitacdo se refere aos custos do trabalho e

manutenc¢ao dos sistemas que requerem longo tempo de tratamento.
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6 CONCLUSAO

A biorremediagao pode ser uma alternativa eficiente, econdmica e versatil
para o tratamento de poluentes de hidrocarbonetos de petroleo (BTEX) de
ambientes impactados. Este trabalho é um indicativo de que podera ser utilizado
tanto os microrganismos como os seus subprodutos para controlar ou degradar
esses poluentes e restabelecer o equilibrio ecoldgico.

E evidente que além da degradacdo dos poluentes, o microrganismo utiliza o
oleo diesel e a gasolina, como substrato para a produgao do biossurfactante, pois os
picos identificados sdo semelhantes aos picos de surfactina padrdo encontrada na
literatura. Constatou-se que o microrganismo Bacillus subtilis é capaz de degradar
os BTEX e produzir biossurfactante, sendo o biossurfactante uma molécula que
pode atuar no processo de biorremediacéo, além de outras aplicagdes industriais.

O método FTIR mostrou-se indicado para a realizagado de analises apenas em
meio liquido. O mais indicado para analises em solo € a Cromatografia Gasosa,
através do método EPA 8260 C, 2006 que foi realizado pelo laboratério terceirizado,
que mostraram a total remogéo de alguns compostos do BTEX pelo Bacillus subtilis.

Este trabalho contribui para a popularizagdo da tecnologia de biorremediagéo,
e incentiva os proprietarios de areas que s&o contaminadas por solventes
aromaticos, a investirem nessa técnica. Permitindo assim, os meios impactados
retornarem aos patamares dos valores de referéncia de qualidade indicados pela
CETESB - Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo.

Apesar dos resultados obtidos nesta pesquisa serem satisfatorios, atingindo
altos percentuais de biodegradagéo, equiparando-os com a bibliografia estudada,
ainda ndo foram atingidos os valores orientadores para solos, da CETESB -
Companhia Ambiental do Estado de Sao Paulo.

Sugere-se para trabalhos futuros, a ampliagdo deste estudo, em maior tempo
de tratamento, que neste trabalho foi no maximo de 14 dias. E também, estudos
onde se fagam a caracterizagdo de varios tipos de solos (argila, areia, silte, com
maior e menor quantidade de matéria organica, etc.) com posterior contaminagao
controlada para a verificagdo e comparagdo da biodegradabilidade do Bacillus

subtilis nestes diferentes tipos de solos.
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