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Resumo

O estudo proposto tem como objetivo avaliar dois surfatantes anidnicos, sendo um quimico SDS (dodecil sulfato
de sodio) e outro bioloégico JBR 210 (ramnolipidio), visando estabelecer qual seria 0 melhor surfatante e qual a
melhor faixa de concentragéo a ser utilizada no processo de biorremediagao de solo contaminado com éleo cru.
Para este fim, foram avaliadas algumas caracteristicas de ambos os surfatantes como 1) indice de emulsificagéo
(IE); 2) atividade desidrogenasica (AD) e 3) indice de germinagdo (IG). Apds a avaliagdo dessas trés
caracteristicas, verificou-se que em baixas concentragdes (0,1 a 0,6%) o JBR 210 foi melhor que SDS em
relagdo ao IE e AD, sendo que a partir de 0,6% o SDS apresentou melhor resultado. O inverso foi verificado pela
analise de IG. Tendo em vista que JBR 210 apresentou melhor resultado em duas das trés caracteristicas
avaliadas e ainda que, baixas concentragdes de surfatante confere maior economia ao processo, decidiu-se por
avaliar a adicdo do JBR 210 ao processo de biorremediagdo. Dessa forma, observou-se que, entre 0,4 € 0,6%

p/p de ramnolipidio, houve cerca 50% de remogao do dleo.
1. Introdugéo

A preocupagao do homem atual se volta para implementagdo de praticas comerciais sustentaveis, no entanto,
enquanto alternativas menos impactantes ndo sdo incorporadas no cotidiano das industrias, percebemos muitas
nao conformidades que agridem o meio ambiente. Uma delas é a contaminagdo de petrdleo em recursos
hidricos ou no solo por acidentes no transporte marinho ou no rompimento de oleodutos. Ja existem muitas
tecnologias que procuram reduzir o impacto desse passivo no ambiente ou remover o éleo derramado no local.
Dentre as tecnologias podemos citar a biorremediacdo como uma opgao viavel para tratamento de solo
contaminado por petréleo. Esta tecnologia utiliza microrganismos que sao capazes de metabolizar as cadeias de
hidrocarbonetos, transformando-os em CO; e H,O quando a mineralizagdo é completo. Ou ainda, reduzir o
tamanho dessas longas cadeias, tornando-as mais solveis ao ataque microbiano. E importante ressaltar que a
biorremediagdo de dleo cru depende de alguns fatores que permitem alcangar a maxima eficiéncia de
biodegradacéo das moléculas deridas ao solo. Dentre eles estdo a estrutura do solo, os sais dissolvidos, a
umidade, o pH, os microrganismos presentes no solo, etc.. Desta forma, 0 maximo de eficiéncia processual de
biodegradabilidade dos hidrocarbonetos presentes no solo serd alcan¢ado no momento em que se otimizar o

sinergismo entre estes fatores. As fragbes organicas presentes no solo, tendem a sorver as moléculas de
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hidrocarbonetos. De modo que, quanto maior for a por¢ao organica do solo e a exposi¢éo de 6leo cru a0 mesmo,
maior serd a sor¢do de hidrocarbonetos, dificultando a agdo dos microrganismos e prejudicando a
biodegradabilidade dos mesmos. Dessa forma, a utilizagao de recursos que retorne o 6leo cru para sua forma
soluvel e acessivel a agdo microbiana, auxilia enormemente o processo de biorremediagdo. Neste contexto, a
utilizagdo de surfatantes pode ajudar na dessor¢do do dleo presente no solo, além de ajudar a solubilizar

compostos hidrofobicos, tornando-os mais disponiveis para agdo dos microrganismos.
2. Objetivo

2.1. Objetivo Geral

Avaliar dois surfatantes, sendo um quimico SDS (Dodecil sulfato de s6dio) e outro bioldgico (ramnolipidio) a fim
de estabelecer uma concentragdo 6tima a ser utilizada no processo de biorremediagdo de solo contaminado com

bleo cru, visando maior eficiéncia e baixo impacto ambiental.
3. Materiais e Métodos

3.1. Caracterizacdo do solo

No presente trabalho, utilizou-se solo da regido Nordeste do Brasil. Este solo foi homogeneizado, peneirado e

quarteado, sendo caracterizados conforme os resultados apresentados na Tabela 1.

Tabela 1; Caracteristicas do solo

Parametro Teor no 1. Parametro Teor no Solo
Solo Virgem Virgem

N (g/kg) 0,2 Matéria orgénica (%) 4

P (g/kg) 0,1 pH 6.8

Silte* 14% Capacidade de campo (%) 34

Areia* 75% C organico (%) 2,3

Argila* 1% Microrganismos Heterotréficos totais (UFC/g) 9,8 X106
Densidade Aparente (g/mL) | 1,3 Microrganismos hidrocarbonoclasticos (cel/g) 2,8 X104

3.2. Surfatantes

Dois surfatantes aniénicos distintos foram usados nesse trabalho; 0 JBR 210 e 0 SDS (Dodecil Sulfato de Sodio).
O primeiro mencionado, € um biossurfatante do tipo ramnolipidio e ndo passou por processo de purificacéo,
possuindo apenas 10% de ramnolipidio. O SDS foi fabricado pela empresa VETEC e o JBR 210 pela empresa
JENEIL Company.

3.2.1. Caracterizacdo dos surfatantes

3.2.1.1. indice de emulsificagdo dos surfatantes

Para verificar o indice de emulsificagdo trabalhou-se com solugdes diferentes de surfatantes que variavam de

0,1% a 1,5 %v/v, sendo utilizada a metodologia proposta por Cooper & Goldeberg (1987).
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3.2.1.2. Ecotoxicidade
3.2.1.2 1. Verificagdo da atividade desidrogenasica através da adi¢édo de surfatantes

A técnica envolve a estimativa da taxa de redugéo de TTC (trifeniletrazolium cloridrico) a TPF (trifenil formazan)
nos solos apos incubagdo a 30°C por 24h. Muitas variagbes destas técnicas tém sido testadas e estes testes
foram baseados no método descrito por ALEF e NANNIPIERI (1995). Através desta metodologia foi possivel
avaliar a atividade do solo através da adigao de diferentes concentragdes dos surfatantes que variaram de 0,1 a
1,5% (% plp).

3.2.1.2 .2. Teste de germinagdo com Lactuca sativa

O método de germinagéo e crescimento das raizes, sugerido por YERUSHALMI et al. (2003) sera aplicado
utilizando-se sementes de alface da espécie Lactuca sativa. Diferentes concentrages dos surfatantes foram
adicionadas ao solo e variaram de 0,1 a 1,5% de ingrediente ativo. Uma das maneiras mais utilizadas de se
caracterizar o composto segundo sua fitotoxicidade, é através do indice de germinacdo (%IG), que pode ser

calculado através da seguinte férmula:

%IG = (% germinagdo das sementes) x (% crescimento das raizes): 100;
Onde: % Germinagao de sementes = (% germinagéo no extrato): (% germinag&o no controle) x 100

% Crescimento das raizes = (média de crescimento no extrato): (média de crescimento no controle) x 100

3.3. Ensaios de biodegradacéo de solo mediada por adi¢bo do biossurfatante JBR 210 em biorreator

Os experimentos foram realizados em biorreatores constituidos de 20 cm de altura e 5 cm de diametro, sendo
utilizado 15cm de leito de solo e 3cm de camada de brita, ocupando 90% do biorreator. Os ensaios foram
mantidos & temperatura ambiente, empregando-se uma vazao de ar de 3L/h de ar Umido conforme estabelecido
por PALA (2002) em ensaios anteriores. A Figura 1 mostra 0 esquema de montagem dos ensaios de
biodegradacdo. Os ensaios foram realizados pela adicdo de diferentes concentragdes do biossurfatantes que
variaram de 0,1 a 1,5% p/p (g de biossurfatante por 100g de solo). Os nutrientes foram corrigidos através da
adicdo de nitrato de aménio (NHsNO;) e fosfato de potassio dibasico (KH2PO4), empregando-se uma relagéo
nutricional de C:N:P = 100:15:1, conforme estabelecido em ensaios anteriores. Os ensaios foram conduzidos em
45 dias sendo retirado amostras a cada 15 dias para determinacdo de Oleos e Graxas (O&G), pH e populagdo

microbiana. Durante o periodo experimental a umidade foi controlada através de balanga termogravimétrica.

Saida de Gases

2o Leito de Solo

15cm

3cm

Entrada de Ar

Camada de Brita

Figura 1 - Representa¢do esquematica do biorreator aerdbico de Leito fixo.

XV Jornada de Iniciacao Cientifica— CETEM 3



3.4. Metodologias analiticas

3.4.1. Determinacdo de 6leos e graxas

A metodologia consistiu na separagdo de O&G a partir de uma determinada massa do solo (~ 2g). A extragao foi
conduzida com hexano, por 4 horas a uma velocidade de 20 ciclos por hora. Apés 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 45°C até a secura
4, Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacdo do surfatante

4.1.1. indice de emulsificacdo (IE)

Os dois surfatantes analisados tiveram comportamentos diferentes, j& que o biossurfatante JBR 210, por
exemplo, teve sua faixa de IE estabilizada a partir de 0,2 %v/v de ingrediente ativo cujo resultado foi de 67%. O
SDS apresentou-se estavel entre as diluicdes de 0,1 a 0,6 %v/v de ingrediente ativo, conferindo um |E em torno
de 30% e a partir de 0,8% o IE mostrou um salto consideravel, alcangando valores superiores a 70%. Tais
resultados indicam que para o JBR 210 a faixa 6tima para alcangar bons indices de emulsificagdo esta em torno
de 0,2 a 1,5%v/v e para 0 SDS em torno de 0,8 a 1,5% v/v. Ao se analisar as diluicdes separadamente,
observa-se que na menor concentragdo (0,1% v/v), o SDS foi melhor apresentando IE em torno de 30%. Na
faixa entre 0,2 a 0,6 o JBR 210 foi melhor, obtendo IE de 67%. Ja na faixa de 0,8 a 1,5, o SDS foi melhor
obtendo um valor de |E superior a 70%. Estas faixas sdo importantes para verificar em qual delas ha melhor
possibilidade de emulsificar o éleo do solo e torna-lo mais disponivel para a a¢do microbiana. A Figura 2 mostra

os resultados do indice de emulsificacao.

Indeice de emulsificagédo

0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5
%VIV do ingrediente ativo do JBR 210

Figura 2. indice de emulsificagéo do JBR 210 e SDS
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4.1.2. Ecotoxicidade

4.1.2.1 Verificagdo da atividade desidrogenase (AD) da adi¢do de surfatantes em diferentes concentragbes ao

solo.

A Figura 3 mostra que os dois surfatantes apresentaram comportamentos distintos. Com relagéo ao JBR 210, a
producdo de TPF foi proporcional ao aumento em sua concentragdo até o limite de 0,4% (% p/p). Maiores
concentracdes de JBR 210 implicaram em redugdo na quantidade de TPF produzido. Mesmo tendo sua AD
desestimulada, a crescente adigdo de JBR 210, néo reduziu a produgdo de TPF para valores inferiores ao
observado no solo virgem que foi de 6,5g/g de solo. Isso mostra a tolerancia dos microrganismos locais ao
biossurfatante analisado. Por outro lado, a aplicacdo crescente de SDS, resultou em uma AD proporcional e
linear a0 aumento de surfatante. Entretanto, ao serem analisadas as faixas de concentragbes em relagdo a
massa do solo, verificou-se que entre 0,1 a 0,6%p/p o JBR 210 apresentou maior atividade que o SDS, sendo
que acima deste valor (1 e 1,5%p/p) foi 0 SDS quem apresentou maior atividade no solo. Na concentragéo de

0,8%pl/p a atividade foi a mesma para ambos os surfatantes.

-e-JBR 210
—#-SDS

=]
o
L

Atividade dedidrogenase (Mg/g de solo)
N w S (3] (2] ~
o o o o o o

=
o
L

o

0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,1 1,3 1,5
Concetragao de surfatante em relagido a 100g de solo

Figura 3: Atividade desidrogenase do JBR 210 e SDS

4.2.2 . Teste de germinacdo com Lactuca sativa

As germinagbes foram feitas em diferentes concentragdes de ambos os surfatantes. A Figura 4 mostra o

comportamento dos surfatantes quanto ao indice de germinagéo.

Segundo andlise feita, percebeu-se que nas concentragdes entre 0,1 a 0,6 %p/p, 0 SDS apresenta |G superior
ao JBR 210 e embora o uso de SDS parega menos impactante a biota local, ocorre uma inverséo na média de
crescimento do eixo hipocétilo-radicula a partir de 0,8 %p/p, de modo que o JBR 210 passa a ter as maiores
médias de crescimento. Percebe-se ainda, que o JBR 210 tendeu a uma consténcia nas diluicbes a partir de
1,0% p/p e o SDS a partir de 0,8 % p/p. Vale a pena salvaguardar que na concentragdo de 0,1% houve
incremento no indice de germinagéo. Isso pode ter ocorrido por erro procedimental ou pela possibilidade de que

baixas concentracdes desses surfatantes contribuam para aumentar a fertilidade do solo e consequentemente, o
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indice de germinagéo da L. sativa. Todavia, ressalta-se que exceto nesta concentracdo de 0,1%p/p, a adi¢éo

das demais concentragdes foram inibitorias & germinagéo da L. sativa.

Ap0s a caracterizagdo dos surfatantes verificou-se que dependendo da concentragcdo avaliada, ambos podem
ser eficientes quanto ao IE, IG e AD. Em baixas concentragdes (0,1 a 0,6%), por exemplo, o JBR 210 apresentou
melhores resultados que o SDS em relagdo ao |IE e AD, sendo que acima de 0,6 % o SDS revelou-se
melhor.Entretanto, para o IG o SDS foi melhor na menor faixa de concentragéo (0,1 a 0,6%) e o JBR 210 para as
concentragbes acima de 0,6%. A adicdo de surfatante ao processo de biorremediagad melhora a taxa de
biodegradacao do dleo cru aderido ao solo, contudo, entende-se que altas concentragdes de surfatantes podem
onerar 0 processo e, neste contexto, optou-se por avaliar o surfatante JBR 210, ja que em menores

concentragdes (0,1 a 06%) este se mostrou eficaz em duas das trés caracteristicas avaliadas.
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Figura 4. indice de germinagéo (IG) de solo com diferentes concentracdes de surfatantes em relagéo a

massa do solo

4.2.3. Avaliacdo da biodegradacao do éleo cru em solo em diferentes concentracdes do JBR 210

A Figura 5 mostra os resultados da quantificacdo de 6leos e graxas nos ensaios de biodegradacao onde foram
adicionadas diferentes concentragbes do biossurfatante, comparando-se ainda com o ensaio controle (sem
biossurfatante). Verificou-se que ap6s 45 dias de tratamento, as condi¢des que apresentaram maior percentual
de remog&o do 6leo foram as condigdes 0,4 e 0,6 % de biossurfatante com cerca de 50% de remogao de dleos e
graxas. Contudo, a condi¢éo com 0,4% de biossurfatante apresentou uma tendéncia a se obter maior indice de
biodegradagao num periodo superior a 45 dias de tratamento. Observa-se ainda, que exceto os tratamentos com
adicdo de 1,0 e 1.5% de biossurfatante, todos os outros tratamentos apresentaram remogéo de dleo superior ao
controle. Os testes de atividade desidrogenasica demonstraram que as concentragbes entre 1 e 1,5% p/p
diminuiam a atividade do solo e eram inibitdrias para a germina¢do da L. sativa, tendo em vista que
apresentaram apenas 20% de capacidade de germinac&o. De fato, a concentragdo com 1,5% de biossurfatante

contribuiu para que houvesse inibicao da taxa de biodegradacéo do dleo.
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Figura 5: Biodegradagao do 6leo cru ao longo dos 45 dias em diferentes concentragdes de biossurfatante, além
do controle.

5. Conclusoes

Com o presente estudo pode-se concluir que os resultados da atividade desidrogenasica e do indice de
emulsificagdo apontaram o JBR 210 como melhor surfatante na faixa entre 0,1 a 0,6%p/p e acima de 0,6% o
SDS apresentou-se com maior atividade e maior capacidade emulsificante. O inverso foi observado nos
resultados de indice de germinagéo ja que o SDS apresentou maior capacidade germinativa na faixa de
concentracdo entre 0,1 a 0,6% e o JBR acima de 0,6%p/p. Entretanto, os dois surfatantes, mostraram-se tdxicos
ap6s a adi¢do da concentragao de 0,1 %p/p. Os ensaios de biodegradabilidade indicaram que foi possivel obter
maior percentual de biodegradagéo através da adigdo do biossurfatante nas concentragdes entre 0,4 e 0,6 %
p/p.
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