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RESUMO

Dois efluentes oleosos, um oriundo de uma industria de sabdes e margarinas e
outro de uma oficina de reparos em caminhdes transportadores de derivados de
petroleo, foram submetidos a diferentes ensaios de biorremediacéo onde as linhagens
bacterianas Planococcus citreus e Pantoea agglomerans e seus produtos microbianos
de superficie ativa, biosurfactantes, foram utilizados. A influéncia das bactérias
produtoras de biosurfactantes e dos biosurfactantes bacterianos no tratamento destes
efluentes foi verificada principalmente através da reducdo da demanda quimica de
oxigénio e degradacgéo de acidos graxos e hidrocarbonetos presentes nos dejetos. As
bactérias estudadas apresentaram uma significativa concentragdo celular quando
crescidas no efluente da industria, mostrando que o mesmo tem um potencial para ser
utilizado na produgdo de biosurfactantes. Os biosurfactantes estudados mostraram um
efeito positivo na disponibilizagdo dos compostos oleosos as células microbianas pois
foi observada uma reducdo acentuada na matéria organica dos efluentes tratados,
devido a utilizacdo dos compostos oleosos como substratos metabdlicos. Como tanto
as células bacterianas adicionadas aos efluentes como os biosurfactantes adicionados,
apresentaram resultados muito semelhantes em relagéo a degradagéo dos compostos
oleosos, foi possivel estimar que para uma aplicagdo industrial, por questoes
econémicas, a adicio das células bacterianas aos efluentes seria mais compensadora
pois ndo haveria a necessidade de extrair os biosurfactantes produzidos pelas

linhagens estudadas.






ABSTRACT

Two oily effluents, one arising from a margarine and soap factory and another from a
petrol tanker garage, were submitted to different bioremediation assays where the
bacterial strains Planococcus citreus and Pantoea agglomerans and the active surface
microbial products, biosurfactants, were utilized. The influence of biosurfactant
producing bacteria and bacterial biosurfactants on the effluent treatment was verified
principally by the reduction in chemical oxygen demand and the degradation of fatty
acids and hydrocarbons present in the wastewater. The bacteria studied showed an
increasing dry weight when grown on the industrial effluent, which indicates that this
effluent could be used as a substrate for the production of biosurfactants. The
biosurfactants showed a positive effect on the availability of oily compounds to microbial
cells because a strong reduction in the organic matter of treated effluents was observed,
probably due to the utilization of oily compounds as metabolic substrates. Both the
bacterial cells and the biosurfactants added to the effluents showed the degradation of
oil, producing such similar results that it was impossible to estimate which was more
significant to industrial use. Economically speaking, the addition of bacterial cells to the
oily effluents could be more interesting because the extraction of bacterial biosurfactants

is unnecessary.






1) INTRODUGAO

A poluicdo ambiental por derivados de petroleo, 6leos e graxas € um problema de
escala mundial e a cada ano, a quantidade de residuos oleosos emitidos por industrias
de diversos ramos aumenta bruscamente.

Estima-se que para cada um milhdo de toneladas de petroleo transportado por
navios petroleiros, uma tonelada é derramada, resultando em um prejuizo enorme dos
ecossistemas marinhos afetados (HUANG, 1995). Nos Ultimos anos, no Brasil, a midia
fez mencao a diversos desastres ecoldgicos envolvendo rupturas de tubulagdes de éleo
bruto e acidentes com navios transportadores de petréleo, causando um dano
inquestionavel as comunidades dependentes da pesca e ao turismo local.

Em janeiro deste ano, aproximadamente 1 milhdo e 300 mil litros de dleo bruto
contaminaram a Baia da Guanabara, no Rio de Janeiro, devido a um vazamento em
uma tubulacdo da Petrobras. Bioldgos e veterinarios estimam que serdo necessarios
mais de vinte anos para que o mangue restabeleca o equilibrio trofico.

O esgoto e o lixo doméstico contém uma grande quantidade de oleos e graxas
que sdo lancados em aguas marinhas ou continentais sem tratamento prévio,
colaborando para persisténcia de compostos oleosos em ecossistemas aquaticos
(POOLE et al., 1999).

Um dos maiores problemas do mundo industrializado atual & a contaminagéo do
solo, lengois freaticos, sedimentos, mares, aguas continentais e do ar com produtos
toxicos e recalcitrantes. A necessidade de remediar areas contaminadas tem levado ao
desenvolvimento de novas tecnologias que enfatizam a detoxificagéo dos
contaminantes de uma forma n&o convencional, ou seja, sem a utilizagdo de meétodos

somente quimicos ou fisicos. A biorremediagéo, o uso de microrganismos ou produtos



microbianos para degradar compostos poluentes, é uma destas novas tecnologias
(BAKER & HERSON,1994).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos que degradam substratos insoltveis
em agua como os hidrocarbonetos sdlidos e liquidos, gorduras, Oleos e graxas,
usualmente produzem biosurfactantes, moléculas com por¢Ses hidrofobicas e
hidrofilicas que atuam como detergentes, que auxiliam na disponibilidade destes
compostos a célula microbiana através das emulsdes formadas (GERSON, 1993).

O maior estimulo para o estudo do crescimento de microorganismos em
hidrocarbonetos consiste na possivel utilizacdo destes organismos no tratamento da
poluicdo do meio ambiente por compostos oleosos (MARIN et al., 1996).

A produc¢do mundial anual de d6leos e gorduras é de aproximadamente 2,5 milhdes
de toneladas e deste volume, 75% sé&o derivados de vegetais. A maioria da produgao é
utilizada na industria de alimentos para a manufatura de diversos produtos ou
diretamente como 6leo de cozinha. Uma grande quantidade de residuos € gerada pelas
industrias de Oleos e estes substratos podem ser utilizados para a produgé@o de
biosurfactantes devido principalmente ao baixo custo (HABA et al., 2000).

O interesse industrial na biotecnologia e o reconhecimento de sua importancia por
todos os paises industrializados do mundo, possibilita modificagbes no tratamento de
efluentes e torna emergente a necessidade de novas tecnologias (KOSARIC et al.,
1987).

Levando-se em consideragao os problemas causados pela disposi¢ao acidental ou
intencional de compostos oleosos no meio ambiente e a necessidade da implantacao

de técnicas seguras e pouco agressivas a fauna, flora e microbiota do local impactado,



no tratamento destas questdes, este trabalho procurou determinar a influéncia de
biosurfactantes na biorremediacéo de efluentes oleosos.

O presente estudo buscou avaliar se a introducdo de bactérias produtoras de
biosurfactantes ao efluente de uma oficina de tanques de caminhdes transportadores
de derivados de petréleo e ao efluente de uma industria de sabdes e margarinas,
representa uma estratégia mais eficaz para a biorremediacdo dos efluentes que a
adicdo de biosurfactantes bacterianos isolados. O efeito da incorporagdo de consorcios
de bactérias e consorcios de biosurfactantes bacterianos isolados aos efluentes
tambem foi avaliado.

As linhagens bacterianas investigadas produzem biosurfactantes diferentes,
devido as caracteristicas das emulsdes formadas por estes (6leo em agua ou agua em
oleo). Desta forma, observou-se que os mesmos exercem influéncias distintas na
biodisponibilizacdo dos compostos oleosos a célula bacteriana, nos efluentes

estudados.






2) REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1) Utilizagao de substratos oleosos e produgcao de biosurfactantes por
microorganismos

O crescimento de microorganismos em uma interface de agua e oleo favorece o
aparecimento de um biofilme, cuja formagdo envolve as seguintes etapas: a) os
microorganismos aderem a superficie de grandes gotas de dleo devido a
hidrofobicidade das células; b) as células aderidas formam uma camada delgada na
interface oleo/agua, extraindo os compostos insoliveis em agua da fase oleosa e
utilizando os sais minerais da fase aquosa; ¢) como as células revestem as gotas de
6leo produzindo biosurfactantes, elas reduzem a tensé&o interfacial entre o dleo e a
agua, resultando na emulsificagdo do 6leo e aumentando a area interfacial disponivel
para o crescimento microbiano; d) quando o composto oleoso contido nas gotas
desaparece, 0s microorganismos colonizam outras gotas (ASCON-CABRERA &
LEBEAULT, 1995).

As emulsdes sdo constituidas por uma fase aquosa e outra oleosa, dispostas de
duas maneiras predominantes: 6leo em agua e agua em 6leo (KOSARIC et al., 1987).

Como outros surfactantes, os agentes de superficie ativa microbianos sao
capazes de formar micelas convencionais, reversas, circulares ou cilindricas quando
incorporados a um sistema de liquidos imisciveis (FIECHTER, 1992).

Biosurfactantes microbianos incluem uma grande variedade de estruturas
quimicas como glicolipideos, lipopeptideos, complexos de polissacarideos ou proteinas,
fosfolipideos, éacidos graxos e lipideos neutros. Desta forma, cada familia de
biosurfactantes apresenta propriedades e fungdes fisiologicas diferentes, sendo que a

maioria & constituida por porgdes hidrofilicas e hidrofobicas distintas. Tem sido sugerido



que a produgéo de biosurfactantes pode aumentar a emulsificagéo e a solubilizagéo de
derivados de petréleo, contribuindo para o crescimento dos microorganismos nestes
substratos. Esta hipdtese €& suportada pelo fato de que linhagens que utilizam
hidrocarbonetos produzem quantidades reduzidas de biosurfactantes quando crescidas
em substratos sollveis em agua. Estudos revelam que os surfactantes microbianos tém
aumentado a biodisponibilidade e biodegradagcéo de poluentes hidrofobicos no solo
(LIN, 1996).

Uma variedade de microorganismos produz potentes agentes de superficie ativa,
biosurfactantes, os quais variam nas propriedades quimicas e tamanho molecular.
Enquanto os surfactantes microbianos de baixa massa molar sdo em geral
glicolipidicos, os de alta massa molar sdo heteropolissacarideos ou complexos
glicoproteicos. O rendimento dos biosurfactantes depende do substrato utilizado para a
produgdo, do crescimento microbiano e da linhagem utilizada. A diversidade enorme
destes compostos os tornam interessantes para a aplicacdo em diversas areas,
principalmente no controle da poluicdo por compostos oleosos (KARANTH et al., 1999).

Segundo FLECK e colaboradores (2000), as linhagens bacterianas produtoras de
biosurfactantes Rhodococcus ruber AC239, Rhodococcus erytropolis AC272 e
Pseudomonas aeruginosa, possuem genes que codificam para os biosurfactantes no
DNA cromossomal pois nenhum DNA plasmidial foi detectado nas analises moleculares
realizadas. As bactérias estudadas se mostraram eficientes na emulsificacdo de o6leo
diesel presente em locais com alta concentracdo de manganés, cromo e cobre, uma
vez que apresentaram baixa sensibilidade a estes compostos.

Linhagens bacterianas e fungicas capazes de degradar hidrocarbonetos foram

isoladas de solos utilizados na agricultura, na Franca. Bactérias dos géneros



Pseudomonas, Brevundimonas, Sphingomonas, Acinetobacter, Rhodococcus,
Arthrobacter, Corynebacterium; fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Beauveria,
Acremonium, Cladosporium, Fusarium e Trichoderma foram isolados. Porgbes do solo
estudado foram impregnadas com hidrocarbonetos e o potencial de biodegradagédo das
linhagens utilizadas foi monitorado. As linhagens mais ativas na biodegradagéo dos
hidrocarbonetos foram Arthrobacter sp., Sphingomonas spiritivorum, Acinetobacter
baumanii, Beauveria alba e Penicillium simplicissimum. De uma maneira geral, as
linhagens bacterianas se mostraram mais eficientes na biodegradagdo de
hidrocarbonetos no solo (CHAINEAU et al., 1999).

Linhagens de Bacillus licheniformis, Bacillus subitilis e Enterobacter cloacae foram
isoladas de estagdes de tratamento de esgoto domestico e se mostraram eficientes no
aumento da recuperacdo de 6leo, podendo ser utilizadas em processos microbianos de
recuperacdo de oleo bruto durante a extragdo de petroleo (YONEBAYASHI et al.,
2000).

Bifenilos policlorinados obtidos de transformadores a 6leo, foram degradados em
condicGes aerdbias utilizando um consorcio de culturas isoladas de solo contaminado
com hidrocarbonetos. Os microrganismos presentes no consorcio foram identificados
como Comamonas acidovorans, Acinetobacter calcoaceticus, Achromobacter sp.,
Pseudomonas sp., Flavobacterium devorans, Bacillus lentus, Bacillus mascerans €
Bacillus thuringiensis. Um fungo do género Paecilomyces e uma linhagem de
Actinomyces também foram isoladas. A mistura de microrganismos foi capaz de
remover 75% dos bifenilos policlorinados presentes no transformador, resultado que
evidencia o potencial de utilizagdo de microrganismos do solo para a degradagao de

bifenilos policlorinados (ROJAS-AVELIZAPA et al., 1999).



O interesse recente por biosurfactantes é baseado na gama de propriedades
funcionais que estes compostos possuem como emulsificagéo, separacdo de fases,
acao umectante e espumante, solubilizagdo, inibicdo da corrosdo e reducdo da
viscosidade de oleos. Desta forma, os surfactantes sintéticos poderdo ser substituidos
por surfactantes microbianos em muitas areas industriais (FIECHTER, 1992).

Recentemente, biosurfactantes naturais tém atraido muita atencdo devido a baixa
toxicidade, biodegradabilidade e aceitagdo ecologica. No entanto, devido a razdes
funcionais e custos da produgéo, estes compostos ainda ndo estédo sendo competitivos
em relagdo aos surfactantes quimicos. O uso de substratos baratos ou sub-utilizados,
pode diminuir drasticamente o custo da producdo de biosurfactantes. Residuos
organicos e industriais estdo sendo apontados como possiveis substratos para a
produgéo de biosurfactantes (MAKKAR & CAMEOTRA, 1999).

Os biosurfactantes ndo sdo considerados alternativas faceis para os surfactantes
sintéticos devido principalmente aos custos de producdo. Um dos mais estudados
biosurfactantes microbianos € o Surfactin, produzido pela linhagem de Bacillus subtilis
ATCC 21332. Um estudo demostrou a ligagdo entre o crescimento bacteriano, a
utilizagdo de nitrato de amdnio como fonte de nitrogénio e o aumento na producgéo
deste biosurfactante, sugerindo que o aumento no rendimento da producdo de
biosurfactantes pode ser conseguido através da modificagdo dos substratos para o

crescimento microbiano (DAVIS et al., 1999).

2.2) Propriedades e aplicagao dos biosurfactantes
Surfactantes derivados de microorganismos possuem vantagens especiais sobre

surfactantes quimicos como baixa toxicidade, biodegradabilidade, producédo a partir de
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substratos renovaveis, capacidade de modificagdo estrutural através da engenharia
genética ou técnicas bioguimicas e estabilidade em valores extremos de pH e
temperatura (FIECHTER, 1992 e PRUTHI & CAMEOTRA, 1997).

Em um estudo realizado no mar do Norte, o surfactante comercial Finasol OSRS e
um biosurfactante foram adicionados, separadamente, a porgées oleosas no ambiente
marinho. O biosurfactante adicionado ndo mostrou efeitos toxicos sobre diatomaceas,
ciliados, nematoides, copépodos e plantas aquaticas e removeu mais eficientemente o
6leo quando comparado ao surfactante comercial, o qual foi altamente maléfico aos
organismos marinhos (VAN DYKE et al., 1991).

A limpeza de locais maritimos e terrestres contaminados por derramamentos de
petréleo, remogdo da borra oleosa de tanques de estocagem, remog@o de metais
pesados de solos e corregos contaminados, assim como um aumento geral nos
processos de recuperagdo de oleo de reservatorios sdo possiveis aplicagbes para os
biosurfactantes (VAN DYKE et al., 1991).

Um dos usos para os biosurfactantes que tem recebido constante atengéo €
conhecido por MEOR (Microbial-Enhanced Oil Recovery) cujo processo envolve a
introdugédo de microorganismos ou seus produtos, em reservatorios de oleo cru para
melhorar a mobilizagdo da borra oleosa e recuperar fragbes de hidrocarbonetos. Este
método também esta sendo proposto e testado em algumas partes do mundo, incluindo
a regido do Golfo da Arabia, para combater a poluigdo ambiental gerada por
derramamentos acidentais de 6leo. Este processo previne a persisténcia de camadas
de 6leo no ambiente, responsaveis pela deplegdo do oxigénio e intoxicagéo da vida

marinha (VAN DYKE et al., 1991).
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Os biosurfactantes podem ser aplicados de maneira viavel na limpeza dos tanques
de estocagem de dleo. Os compartimentos dos tanques sdo limpos através de jatos
d’agua de alta presséo, o que pode levar a formacgao de misturas explosivas de gases.
Quando ha um acumulo de borra oleosa no fundo do tanque, somente a lavagem
mecanica ndo é efetiva (VAN DYKE ef al., 1991). Em um estudo experimental realizado
por BANAT (1995), foi possivel recuperar 91% da borra oleosa de um tanque de
armazenagem, em cinco dias, atraves da aplicacao de biosurfactantes.

Através de uma selecédo de linhagens produtoras de biosurfactantes, na presenga
de alcanos em ambiente marinho gelado, duas bactérias Gram positivas foram isoladas
de uma baia no mar de Ross, Antartida. Estas linhagens se mostraram eficientes em
utilizar diversos compostos organicos como hidrocarbonetos alifaticos, acidos graxos
volateis e bifenilos. Durante o cultivo em meio mineral utilizando apenas alcanos como
fonte de carbono e energia, as duas linhagens produziram uma mistura de compostos
de superficie ativa (trealose/lipideos), extracelularmente. Estes compostos ativos foram
capazes de reduzir a tensdo superficial da agua de 72 mN/m para 32 mN/m. Este tipo
de glicolipideo foi descrito apenas para linhagens de rodococos, fato que confirma as
analises quimiotaxondmicas para estas cepas (YAKIMOV et al., 1999).

Da mesma forma que outras bactérias capazes de utilizar hidrocarbonetos,
rodococos respondem a presenga de alcanos no meio através da producgado de
moléculas biosurfactantes que aumentam a capacidade de utilizar estes compostos
hidrofébicos como substratos para o crescimento. Para os rodococos, estes
biosurfactantes sdo predominantemente glicolipidicos, os quais permanecem ligados a
celula durante a produc&o. Como reduzem a tensdo superficial da agua em 60%, sédo

considerados os mais potentes compostos de superficie ativa microbianos. Devido aos
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custos de producao elevados, este biosurfactantes estdo sendo empregados em
tratamento de efluentes industriais, que ndo exigem moléculas purificadas (LANG &
PHILP, 1998).

Segundo LEE e colaboradores (1999), a bactéria Pseudomonas aeruginosa YPJ-
80 produz biosurfactantes ramnolipidicos. Em fermentadores, utilizando-se glicose
como Uunica fonte de carbono, a concentragao final de células e biosurfactante, em 25
horas de crescimento bacteriano, foi de 25 g de massa seca por litro de caldo de
fermentacdo e 4,4 g de biosurfactante por litro de caldo.

Muitos autores tém descrito que efluentes industriais podem ser utilizados com
sucesso como substratos para a producdo de biosurfactantes (BABU ef al., 1999).

Um procedimento simples de biorremediagdo de efluentes oleosos foi
desenvolvido utilizando-se ramnolipideos como biosurfactantes. Os raminolipideos na
proporgédo de 1g por litro de efluente foram capazes de converter o efluente em uma
emulsdo do tipo 6leo em agua. A deemulsificacdo foi realizada com éxito com a adigao
de sulfato ferroso, levando a uma separagéo e posterior recuperacéo do oleo presente
no efluente. Na agua resultante do processo de tratamento, 6leo ou raminolipideos nao
foram detectados (NAKATA & ISHIGAMI, 1999).

Durante a producdo e o processamento de oéleos, significantes quantidades de
efluente oleoso sdo geradas. Este efluente ndo sé representa um foco de poluigéo
ambiental como ocupa um espago enorme em tanques de estocagem. Muito deste
efluente acumulado é submetido a processos de biorremediagéo baseados na atividade
de emulsificacdo de bactérias que ocorrem naturalmente. Seis bactérias foram isoladas
de um tanque de estocagem, mostrando habilidades em degradar hidrocarbonetos

(LAZAR et al., 1999).
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Duas bactérias isoladas de solo contaminado com oleo, Serratia marcerans e
Acinetobacter calcoaceticus, e uma linhagem de Candida tropicalis, isolada de solo nao
poluido da Universidade de Calabar, na Nigéria, foram examinadas quanto a
capacidade de degradar oleo cru. A degradagédo do o6leo cru foi detectada por metodos
gravimétricos e por técnicas de cromatografia gasosa. A linhagem de Candida tropicalis
apresentou uma capacidade de degradacdo superior as outras linhagens analisadas,
degradando 68,9% do 6leo cru apds 16 dias de incubagao. As analises cromatograficas
mostraram que os componentes oleosos de até 32 carbonos foram preferencialmente
degradados. Testes de aderéncia ao dleo e de emulsificacdo revelaram que estes
parametros ndo estdo relacionados pois a linhagem Serratia marcerans foi incapaz de
emulsificar o 6leo mas mostrou uma alta aderéncia as gotas de 6leo. A bactéria
Acinetobacter calcoaceticus apresentou um mecanismo inverso, emulsificando o oleo
sem apresentar aderéncia as gotas (IJAH, 1998).

Um trabalho desenvolvido por TZARKOVA et al. (1998), mostrou que uma cepa de
Corynebacterium sp, isolada de solo contaminado com derivados de petréleo, foi capaz
de mineralizar 6leo cru de fracdes leves em experimentos que utilizaram solo
contaminado ou meio mineral acrescido de 6leo cru.

A degradagédo de oleo de oliva foi estuda em condigbes aerdbias termofilicas
(65°C), utilizando-se uma nova linhagem de Bacillus thermoleovorans. Sob operagédo
continua em reator de escala laboratorial, o 6leo de oliva foi degradado em mais de
90%. A biomassa bacteriana obtida foi consideravelmente alta, 1,05 g de massa seca
para cada grama de oleo de oliva consumido (BECKER et al., 1999).

Segundo VAN HAMME & WARD (1999), a adicdo de um surfactante quimico na

proporcédo de 2% a uma amostra de 6leo cru, auxiliou na degradacio do 6leo por um
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consorcio de microrganismos. Os surfactantes quimicos tém o potencial de aumentar a
biodegradacdao do oleo cru mas devem ser aplicados com cautela pois outros
surfactantes da mesma classe e composi¢cdo quimica do estudado, mostraram efeitos
contrarios aos observados, inibindo a microbiota associada ao 6leo e prejudicando a
biodegradacao do oéleo cru.

OBERBREMER et al. (1990), mostraram que a taxa de biodegradagéao de misturas
oleosas pode ser duplicada através da adigdo de surfactantes microbianos.

Segundo KOSARIC et al. (1987), os biosurfactantes tém um enorme potencial de
aplicacdo nas industrias em geral. Os biosurfactantes podem ser utilizados na industria
de alimentos na limpeza e sanitizagdo das plantas de processamento de alimentos, na
remogdo de pesticidas e ceras de frutas e vegetais e na solubilizagéo de Oleos
aromatizantes na fabricagdo de paes e sorvetes. Na industria petrolifera, podem ser
utilizados na emulsificacdo e redugéo da viscosidade de oOleos, dispersao de solidos e
modificacdo das propriedades reoldgicas dos fluidos durante a perfuragdo dos pogos,
na recuperacéo do petréleo, na emulsificagdo e dispersdo dos sedimentos e do lodo na
limpeza dos pogos e tanques de armazenagem e ainda como agente inibitdrio da
corrosdo de equipamentos, oleodutos e tanques de caminhdes transportadores. Na
industria papeleira, os surfactantes microbianos podem ser usados como dispersantes
de fluidos nos equipamentos e na depuracdo das resinas durante o tratamento da
polpa. Na industria téxtil, os biosurfactantes podem mostrar ac&o lubrificante durante a
fiacdo dos filamentos hidrofébicos na preparacéo das fibras e agdo umectante e
solubilizante durante a tintura do tecido. A industria de tintas pode utilizar os
surfactantes microbianos para a dispersdo de solidos e atuagdo umectante na

preparagdo de pigmentos, na estabilizagio do latex e separagdo dos pigmentos e na
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emulsificacdo das graxas e estabilizacdo das emulsdes. Na industria de plasticos, os
biosurfactantes podem ser utilizados na solubilizagao e emulsificacao de monémeros na
polimerizagcdo de plasticos e elastdmeros. Na area da limpeza, a agdo umectante dos
biosurfactantes pode ser explorada para a inibicdo da corrosdo na limpeza acida de
equipamentos e a agao detergente na limpeza a seco e nas lavanderias em geral. Na
industria metalirgica como agente umectante e espumante na concentragdo dos
minérios e na lubrificacdo e inibigdo da corrosdo nos equipamentos. Na area da
construgéo civil, os biosurfactantes podem auxiliar na ligacdo do asfalto a areia e
cascalho durante a pavimentagdo. Em curtumes, a agdo detergente, emulsificante e

umectante dos biosurfactantes podem ser utilizadas no tratamento e tintura do couro.

2.3) O papel da biorremediagao em ambientes contaminados por éleos

A biorremediagdo pode ser definida como um processo de estimulagdo de
situagdes naturais de biodegradagdo para a limpeza de derramamentos de oleos e
tratamento de ambientes terrestres e aquaticos contaminados com compostos
xenobibticos (PRINCE, 1993).

Maior seguranga e menor perturbacdo do meio ambiente sdo os principais
beneficios da biorremediacdo quando comparada as tecnologias alternativas como
extracdo quimica e incineragdo. Os dois maiores enfoques da biorremediacdo sdo a
estimulagéo do crescimento microbiano no local contaminado e a adigdo de
microorganismos degradadores de hidrocarbonetos adaptados ou de biosurfactantes
(MARIN et al., 1996).

A biorremediag&o teve um papel muito importante na limpeza do derramamento de

Oleo causado pelo navio Exxon Valdez, no Golfo do Alasca, em 1989 e ha boas razdes
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para se acreditar que este método tera um papel importante no tratamento de futuros
derramamentos de dleo em circunstancias apropriadas (PRINCE, 1993).

A biorremediagdo € um método confiavel e atrativo para o tratamento de solos e
cursos d'agua contaminados com hidrocarbonetos, sendo considerada eficiente,
econdmica e versatil (JAIN et al., 1992).

A aplicagdo da microbiologia para resolver problemas de polui¢do por derivados
de petroleo no solo e na agua tem uma importancia econdémica e ambiental enorme
(ROSENBERG, 1993).

A producdo de surfactantes durante a biorremediagdo claramente influencia o
processo, mas a maneira pela qual isto ocorre é pouco compreendida ( BLACKBURN et
al., 1993).

Como a utilizagdo de microrganismos geneticamente modificados em
experimentos de campo vem sendo desencorajada pelos governos de paises
desenvolvidos, uma linhagem de Pseudomonas putida naturalmente adaptada, isolada
de um local contaminado por 6leo cru, foi utilizada para um ensaio de biorremediagéo
em um ambiente aberto. Experimentos utilizando 6leo, dleo mais bactéria, éleo mais
fertilizante e 6leo mais bactéria mais fertilizante foram monitorados para uma correta
avaliagdo da degradacéo do 6leo cru. O ensaio onde dleo, bactéria e fertilizante foram
utilizados se mostrou mais eficiente na degradagdo do 6leo cru. Verificou-se que o
fertilizante auxilia o crescimento microbiano, facilitando a biorremediagdo (RAGHAVAN
& VIVEKANANDAN, 1999).

Estudos realizados por FOGHT et al. (1999), utilizando um consorcio de bactérias

que degradam dleo cru em ambiente marinho, sob condigbes de baixa temperatura
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mostraram que o tipo da fonte de nitrogénio (aménia ou nitrato) incorporado ao meio
sintético de agua do mar afetou significativamente a taxa de biodegradagéo do éleo cru.

O efeito da adigéo de lodo de efluente domeéstico na biodegradagéo de dleo cru foi
observado por MAKI et al. (1999). Os experimentos foram realizados em quatro tanques
simuladores de ambientes marinhos. Em cada tanque, com cascalho e agua salgada,
oleo cru foi adicionado a superficie. Lodo liquido, lodo desidratado e um fertilizante
sintético foram adicionados aos tanques, separadamente. Os resultados indicaram que
o efeito da adi¢do de fertilizantes foi mais significativo que a adigdo do lodo liquido ou
desidratado; este fato n&o exclui a possibilidade de aplicagdo de lodo doméstico na
biodegradacéo de o6leo cru.

Se faz necessario um maior entendimento a respeito da fisiologia, genética e
bioquimica das espécies produtoras de compostos de superficie ativa, utilizagdo de
substratos baratos, aplica¢cdes especificas e um incentivo a biotecnologia para redugéo
nos custos da produgdo dos biosurfactantes e aplicacdo em escala industrial
(FIECHTER, 1992).

No cenario norte-americano, basicamente todas as grandes companhias de
petroleo tém programas na area da biotecnologia, sendo os agentes de superficie ativa
microbianos de grande interesse (KOSARIC et al., 1987).

Como ha muitas aplicacbes para os biosurfactantes, novos produtos com
caracteristicas especiais, sempre terdo de ser desenvolvidos para atender a demanda

comercial (GERSON, 1993).
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2.4) Métodos utilizados para a determinagao de poluentes em efluentes industriais

A determinagdo da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) é um teste empirico
no qual procedimentos laboratoriais sdo utilizados para determinar os requerimentos
relativos de oxigénio em efluentes e aguas poluidas. Tem larga aplicagéo na medicao
das cargas de detritos em estagdes de tratamento de efluentes. O teste consiste na
determinagdo do oxigénio molecular utilizado durante um periodo especifico de
incubacgéo através da degradagdo bioquimica da matéria organica.

Bactérias aerdbias fazem uso do oxigénio dissolvido na agua para o metabolismo
e como resultado desta atividade bacteriana, a concentragdo de oxigénio na agua €&
reduzida. De forma lenta, o oxigénio utilizado pelas bactérias é reposto no meio atraves
do oxigénio atmosférico.

Antes de planejar a descarga de qualquer efluente na agua, € importante conhecer
a quantidade de oxigénio necessaria para degradar a carga poluidora, ou seja, a
demanda de oxigénio, para se evitar conseqliéncias ambientais desfavoraveis.

A demanda quimica de oxigénio (DQO) é usada como uma medida do oxigénio
equivalente a matéria organica contida em uma amostra que & suscetivel a oxidagao
através de um oxidante quimico forte.

Para amostras provenientes da mesma fonte, a DQO pode ser correlacionada a
DBO, carbono ou matéria organica (GREENBERG et al., 1992).

A demanda bioquimica de oxigénio e a demanda quimica de oxigénio sao
parametros indiretos que determinam a carga poluidora dos efluentes industriais. A
reducéo dos valores de DQO e DBO nas estagGes de tratamento de efluentes € uma

preocupacado constante para as industrias em geral (VON SPERLINS, 1996).
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Segundo EL-AWADY & WAHAAB (1999), o efluente bruto de uma agro-industria
estava altamente contaminado com matéria organica, como indicado pela DQO (3500 a
4000 mg/L) e DBO (1620 a 1800 mg/L) . A adicdo de uma mistura de bactérias
anaerobias ao efluente, levou a uma eliminagdo brusca dos poluentes. Os valores
maximos de DQO e DBO, apdés o tratamento foram de 15 mg/L e 40 mg/L,
respectivamente.

Granjas de abate de frangos, geram efluentes de dificil tratamento, com
concentragées de DQO superiores a 10000 mg/L , ricos em contelidos nitrogenados e
fosfatados. Tratamentos anaerdobios mostraram efeitos negativos, com aumento da
DQO em até 80%, evidenciando as limitagdes dos tratamentos biolégicos (BABUNA et
al.,1999).

Bactérias isoladas de solos expostos a residuos de industrias farmacéuticas foram
usados para o tratamento aerdobio de dois efluentes farmacéuticos. Experimentos
laboratoriais seguidos de escalas piloto utilizando as bactérias isoladamente levaram a
uma reduc¢do na DQO do efluente de até 75%. A suplementagdo da microbiota nativa
do efluente com as bactérias isoladas, auxiliaram na redugéo do DQO (BABU et al.,
1999).

Tratamentos anaerébios de efluentes usualmente ndo atingem os niveis de DQO
necessarios para a descarga sem tratamentos posteriores, devido principalmente aos
residuos soluveis elevados. No entanto, hd pouca informagdo na literatura sobre a
natureza deste material. Analises moleculares revelaram que a maioria destes residuos
sdo de baixa massa molar, menores que 1kDa, mas 22% dos compostos, apresenta

massa molar superior a 300 kDa. A degradagdo aerdbia do efluente foi
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significativamente mais eficiente que o tratamento anaerdbio, no entanto, os residuos
de baixa massa molar ndo foram removidos (POOLE et al., 1999).

O tratamento anaerdbio do efluente de uma industria de polimeros sintéticos foi
analisado. A composi¢do do efluente inclui acrilatos, estirenos, detergentes e uma
quantidade minima de silicatos. A média da DQO do efluente correspondia a 2000
mg/L. Apos 140 dias de operagdo com uma mistura de biomassa microbiana, a DQO foi
mantida estavel em 500 mg/L, ou seja, uma redugédo de 75% (ARAYA et al., 1999).

Segundo MERCADE et al. (1993), o efluente da produg&o de dleo de oliva pode
ser utilizado como a unica fonte de carbono para a produgdo de biosurfactantes. A
bactéria produtora de surfactantes Pseudomonas sp. foi capaz de reduzir em 50% a

DQO deste efluente, em 72 horas de crescimento.
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3) MATERIAL E METODOS
3.1) Microorganismos

Duas linhagens de bactérias isoladas do efluente de oficinas de lavagem a vapor
dos tanques de caminhdes transportadores de derivados de petréleo, em trabalhos
anteriores (CARVALHO et al., 1997a), foram utilizadas, devido a suas caracteristicas
especiais de crescimento em substratos oleosos e produgdo de biosurfactantes. Estas
linhagens foram identificadas, através da taxonomia classica avaliando-se as
caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas, como Planococcus citreus e Pantoea
agglomerans.

As linhagens utilizadas no presente trabalho, Planococcus citreus e Pantoea
agglomerans, se destacam como produtoras de biosurfactantes, cujas emulsdes s&o do

tipo 6leo em agua e agua em odleo, respectivamente (Figura1).

Figura 1: Emulsdes do tipo 6leo em agua (a) e agua em 6leo (b), sendo a fase aquosa
o caldo de cultura bacteriano e a fase oleosa, tolueno.
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Devido ao fato de emulsées diferentes (dgua em odleo e 6leo em agua) serem
formadas durante o crescimento de cada uma destas bactérias, provavelmente, os

biosurfactantes produzidos possuem estrutura molecular e propriedades distintas.

3.2) Manutengao das linhagens

A bactéria Planococcus citreus foi mantida em meio YPD agar (YPD - Difco) e a
linhagem Pantoea agglomerans foi mantida em meio nutriente agar (NA - Merck). O
crescimento foi realizado a 30°C por 48 horas. A armazenagem das linhagens foi feita
em geladeira a 4°C e por congelamento a —20°C em criotubos esterilizados (NUNC -

1,8 mL) contendo uma solug&o de caldo nutriente acrescida de 10% de glicerol.

3.3) Produgéo do biosurfactante

O meio de cultura liquido utilizado para a produgdo de biosurfactantes pelas
bactérias foi constituido de 0,5 g de MgS0,.7H20, 1,0 g de KH2PO4, 3,0 g de NaNOs,
1,0 g de extrato de levedura e 0,3 g de peptona por litro de agua destilada. O pH foi
ajustado a 6,5 e o meio autoclavado a 121°C por 15 minutos.

Como observado em experimentos anteriores (CARVALHO et al, 1996;
CARVALHO et al., 1997a; CARVALHO et al., 1997b; CARVALHO et al., 1998), as
melhores fontes de carbono para o crescimento das bactérias Planococcus citreus €
Pantoea agglomerans foram o 6leo de oliva e o querosene, respectivamente. Desta
forma, estes compostos previamente esterilizados, foram adicionados assepticamente

ao meio de cultura para a produgédo de biosurfactantes, na proporgao de 1,5% (v/v).
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O in6culo das bactérias foi de uma alga de inoculagéo (10 ul) para cada 50 mL do
meio de cultura liquido. O crescimento foi realizado em erlenmeyers de 500 mL,
contendo 300 mL do meio, a 30°C em incubadora sob agitagdo constante de 150 rpm,

por 48 horas.

3.4) Isolamento do biosurfactante

O caldo de cultura de ambas as bactérias foi centrifugado a 9.000 rpm por 15
minutos, a 25°C. Em funis de separagdo de 1000 mL, com torneira de teflon, uma
mistura de cloroférmio e metanol foi incorporada ao sobrenadante do caldo de cultura
da linhagem Planococcus citreus numa proporgao de 2:1:3
(cloroférmio:metanol:sobrenadante, v/v/v) (ROCHA et al., 1992), enquanto que para a
linhagem Panioea agglomerans foi usado cloroférmio numa proporcdo de 2:3
(cloroformio:sobrenadante, v/v) (modificado de ROCHA et al., 1992). Os funis de
separacgao foram agitados vigorosamente por dois minutos e mantidos em repouso por
30 segundos até a separacdo das fases das misturas. A espuma de coloragdo branca
formada na fase dos solventes, a qual continha os biosurfactantes, foi separada,
submetida a rotoevaporagé@o a 65°C para recuperagdo dos solventes e liofilizada a —
80°C por 48 horas. Duas extragdes consecutivas foram realizadas para cada 300 mL do
caldo de cultura das linhagens bacterianas.

Os biosurfactantes isolados e liofilizados foram mantidos em dessecador até a

utilizagdo nos experimentos de biorremediagao.
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3.5) Determinagdo da influéncia de biosurfactantes na biorremediagao de
efluentes oleosos
3.5.1) Efluentes oleosos a serem considerados neste trabalho
3.5.1.1) Oficina

Numa oficina situada na estrada Campinas - Paulinia, SP, km 121, s&o realizados
reparos nos tanques de caminhdes transportadores de derivados de petroleo. Devido
ao risco de explosdes, os compartimentos dos caminhdes transportadores de oleo
diesel, oleo preto e gasolina sdo lavados com jatos de vapor d’agua anteriormente a
soldagem. A agua de lavagem juntamente com a parte oleosa, de todos os caminhées,
& conectada a um conjunto de reservatorios de cimento ao ar livre, onde permanece
para a sedimentagdo da borra, sem nenhum outro tratamento.

Proximo a oficina ha um corrego, afluente do Rio Atibaia, que recebe
constantemente este efluente oleoso. O Rio Atibaia é um dos responsaveis pelo

abastecimento de agua na regido de Campinas.

3.5.1.2) Industria de sabdes e margarinas
O efluente gerado por uma industria de sabées e margarinas situada no municipio
de Valinhos, SP, é constituido basicamente de residuos de glicerina, 6leo de babacu e
cloreto de sédio, resultantes da fabricagdo dos sabdes, e mistura de o6leos vegetais
(soja, palma, algod&o, babagu e girassol), resultante da fabricagdo das margarinas.
Todo o efluente é tratado de acordo com as normas estabelecidas pela legislagao

brasileira (VON SPERLINS, 1996).
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3.5.2) Pontos de amostragem dos efluentes

a) Oficina - as amostras foram retiradas do primeiro tanque de decantagéo, cujo
efluente se apresenta mais concentrado.

b) Industria de sabdes e margarinas - as amostras foram retiradas do reservatorio

onde os efluentes da produgdo de sabdes € margarinas se juntam.

3.5.3) Ensaios de biorremediacéao

Todas as amostras de efluentes, tanto da oficina como da industria de sabdes e
margarinas, foram utilizadas sem prévia esterilizagéo ou ajuste de pH, para simular ao
maximo as condi¢des naturais.

Um volume de 50 mL dos efluentes foi transferido para erlenmeyers de 125 mL,
previamente esterilizados. O experimento foi realizado a 30°C, sob agitacéo constante a
150 rpm. Os tempos de incubacgdo foram de 24, 48, 72 e 120 horas. Um frasco controle
de cada efluente, sem inéculo, foi mantido sob as mesmas condigdes.

O efeito da adicdo de bactérias ou biosurfactantes aos efluentes foi analisado em
quatro etapas:

Ensaio 1 - Adicdo da linhagem bacteriana aos efluentes: (a) Planococcus citreus
e (b) Pantoea agglomerans. Para ambas bactérias, trés algas de inoculagdo (10 pl,
descartaveis), foram adicionadas a 3 mL de agua destilada esterilizada, sendo que 1
mL desta mistura foi utilizado como inéculo para cada 50 mL do caldo.

Ensaio 2 - Proporgdes iguais das linhagens Planococcus citreus e Pantoea
agglomerans foram adicionadas simultaneamente aos efluentes. Trés algas de

inoculagdo (10 uL descartaveis), de cada uma das culturas, foram adicionadas a 6 mL
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de agua destilada esterilizada, sendo que 1 mL desta mistura foi utilizado como inoculo
para cada 50 mL do caldo.

Ensaio 3 - Os biosurfactantes isolados e liofilizados produzidos pelas bactérias
(a) Planococcus citreus e (b) Pantoea agglomerans foram adicionados aos efluentes, na
proporcéo de 0,5 g para cada 100 mL do caldo (BANAT, 1995).

Ensaio 4 - Os biosurfactantes isolados e liofilizados de cada uma das bactérias
Planococcus citreus e Pantoea agglomerans foram adicionados simultaneamente aos

efluentes, na proporgéo de 0,25 g para cada 100 mL do caldo (BANAT, 1995).

3.5.4) Determinagao da concentracao celular
A massa seca foi determinada através da centrifugagdo de 50 mL do efluente
durante 15 minutos a 9.000 rpm. A massa celular foi lavada com 2 mL de uma solugdo
acetona: hexano (3:1, v/v), para a remocdo de residuos oleosos, e apos a
centrifugacéo, foi seca a 105°C por 24 horas e pesada (PRUTHI & CAMEOTRA, 1997).
A concentragdo celular durante a produgdo de biosurfactantes foi realizada da
mesma forma, sendo que 300 mL de caldo de cultura foram utilizados para determinar o

rendimento da produgéo de biosurfactantes.

3.5.5) Determinacg&o dos valores de DQO dos efluentes

Aliquotas do efluente dos ensaios 1, 2, 3, 4 e dos frascos controles foram
retiradas dos erlenmeyers incubados, nos periodos de 0, 24, 48, 72 e 120 horas. A
determinacéo dos valores de DQO dos efluentes foi realizada conforme metodologia
descrita pelo Standard Methods (GREENBERG et al., 1992), a qual utiliza dicromato de

potassio como agente oxidante.
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Para a determinagcdo da DQO dos efluentes, foi adicionado a 1,0 mL de amostra
0,02 g de catalisador para DQO (Hach), 0,5 mL de dicromato de potassio 0,25N e 1,5
mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi mantida sob refluxo por 2 horas a
150°C. Apds este periodo a mistura foi resfriada até 25°C e 2,9 mL de agua destilada
foram adicionados a mesma. O branco foi determinado substituindo-se 1,0 mL de
amostra por 1,0 mL de agua destilada.

A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro da marca Hach, DR-2000,

programado para a determinagdo de DQO (cddigo 440).

3.5.6) Atividade do biosurfactante

A atividade do biosurfactante foi determinada através das atividades das emulsées
formadas, tipo agua em dleo ou 6leo em agua.

A atividade do biosurfactante foi determinada apds a liofilizagdo dos
biosurfactantes isolados para determinagdo da viabilidade dos mesmos. A
determinacéo das atividades de emulsificagdo dos biosurfactantes bacterianos foi
realizada com os biosurfactantes extraidos, isolados e liofilizados. Uma diluigdo padrdo
de 2,0 mg de biosurfactante por mililitro de agua destilada, para cada método de
extracao, foi utilizada para determinagéo das atividades de emulsificacéo.

Especificamente para os ensaios 1a, 1b e 2 do item 3.5.3, determinou-se se as
linhagens adicionadas ao efluente produziram biosurfactantes durante os tempos de
incubacao de 24, 48, 72 e 120 horas.

As atividades de emulsificagdo foram determinadas através da agitacdo vigorosa
em agitador de tubos (Vortex) de 3,5 mL do caldo de cultura (centrifugado a 9.000 rpm

por 15 minutos) e 2,0 mL do hidrocarboneto tolueno, acondicionados em tubo de ensaio
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Pyrex de 13x100 mm e 1 cm de didmetro. Apés uma hora, a densidade optica da
emulsdo oleo em agua foi medida a 610 nm e relatada como atividade de
emulsificacdo; a unidade de emulsificagdo (U) é definida como a quantidade de
biosurfactante capaz de elevar a absorbancia do sistema em uma unidade (JOHNSON
et al., 1992). Apos 24 horas, a altura do halo formado na fase oleosa, devido as
emulsées agua em oleo, foi expressa em centimetros (COOPER & GOLDENBERG,
1987). Os halos formados foram classificados de acordo com o tamanho e
compactacdo das bolhas em +1 a +4 (Figura 2), sendo o codigo +4 utilizado como

referéncia do grau maximo de compactagao das bolhas e coesao a parede do tubo de

ensaio.
T - P o
Oo 00 ho G2 a4
S005, e
K_/ . . W S~
+1 +2 +3 +4

Figura 2: Perfil de compactacéo das bolhas nos halos formados na fase oleosa.

3.5.7) Alteracoes nos efluentes

Modificacées identificaveis a olho nu, como mudangas na coloragéo, formagéo de
espumas e crescimento microbiano nas bordas dos erlenmeyers, foram avaliadas
durante todo o periodo de experimentacéo dos ensaios de biorremediagao.

A variacao de pH foi determinada em todos os intervalos de incubagao.
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3.5.8) Estudo da degradaciao dos hidrocarbonetos e oleos vegetais por
cromatografia gasosa

3.5.8.1) Preparo das amostras para analise por cromatografia gasosa

As amostras do efluente da industria de sabdes e margarinas, cuja avaliacdo dos
acidos graxos presentes foi realizada por cromatografia gasosa, foram preparadas para
analise através de metilacdo. A metilacdo dos acidos graxos € fundamental para a
volatilizacdo dos mesmos, permitindo que sejam detectados pela cromatografia gasosa.

A metodologia empregada esta de acordo com SASSER (1990) e SILVA (1996).

Para o preparo dos acidos graxos para analise, quatro etapas foram realizadas:
saponificagdo, metilagéo, extracdo dos esteres metilicos e lavagem.

Durante a saponificagao, foi adicionado 1 mL do reagente A (45 g de NaOH, 150
mL de metanol e 150 mL de agua destilada) a 1 mL do efluente presente em tubo de
ensaio com tampa de teflon rosqueavel. Em seguida, o tubo foi agitado por 10
segundos em agitador de tubos e imediatamente colocado em agua fervente (98°C) por
5 minutos. O tubo foi resfriado naturalmente, novamente agitado e recolocado em
banho a 98°C, por mais 25 minutos. Apds este periodo, o tubo foi esfriado
naturalmente.

Na etapa de metilacdo, o tubo oriundo da saponificagdo foi agitado por 10
segundos apos a incorporacao de 2,0 mL do reagente B (325 mL de acido cloridrico 6N
e 275 mL de metanol). Apds a agitagdo, o tubo foi colocado em banho termostatizado a
80°C, com variagdo maxima de temperatura de 1°C, durante 10 minutos. O tubo foi
resfriado rapidamente em gelo.

Para a extragao, foi adicionado ao tubo que continha os acidos graxos metilados,

1,25 mL do reagente C (200 mL de hexano e 200 mL de éter metil t-butilico). O tubo foi
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incubado em agitador de tubos vertical a 20 rpm, por 10 minutos. Ocorreu uma visivel
separacdo de fases. A fase superior foi retirada com uma pipeta Pasteur e sofreu um
procedimento de lavagem.

Foi adicionado 3,0 mL do reagente D (10,8 g de NaOH em 900 mL de agua
deionizada) ao tubo que continha a fase superior. Em seguida, o tubo foi colocado em
agitador de tubos vertical a 20 rpm, por 5 minutos. Novamente, duas fases bem
definidas foram formadas. Aproximadamente 2/3 da camada superior foram retirados
com auxilio de uma pipeta Pasteur e transferidos para pequenos tubos
acondicionadores de amostras para analise em cromatografia gasosa.

As amostras foram congeladas a —20°C e anteriormente as analises, as mesmas
foram descongeladas e secas com gas nitrogénio, sendo posteriormente
ressuspendidas em 50 plL de hexano (grau cromatografico), no mesmo tubo de
acondicionamento com vedacgéo em teflon (Shimadzu).

As amostras do efluente da oficina foram diluidas em hexano (grau
cromatografico), na proporgdo de 10 pL do efluente para 1000 plL de hexano e mantidas
em tubos de acondicionamento com vedagdo em teflon (Shimadzu) a -20°C até a

analise cromatografica.

3.5.8.2) Degradagao dos compostos oleosos presentes nos efluentes

A degradacdo dos compostos oleosos presentes nos efluentes foi analisada por
cromatografia gasosa, utilizando-se cromatografo a gas Shimadzu, modelo GC-14A,
integrador Shimadzu, modelo Chromatopac C-R4A, detector por ionizacdo em chama

(FID) e injetor split/splitless.
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Estabeleceu-se como degradagédo dos compostos oleosos, a reduc¢édo na area dos

picos analisados por cromatografia gasosa, em relagao ao efluente sem tratamento.

A degradacao dos 6leos vegetais do efluente da industria de sabbes e margarinas,

foi analisada através dos acidos graxos metilados presentes, por cromatografia gasosa,

utilizando-se coluna CBP-1(Shimadzu), 25 m X 0,32 mm d.i. e 0,25 um de espessura de

filme, detector FID a 250° C, injetor a 250°C, razdo de split 50:1 e hélio como gas de

arraste num fluxo de 20 mL/min. A coluna foi mantida a 160°C por 20 minutos, depois

foi mantida a 200°C por 15 minutos, através de rampa de temperatura a 5°C por minuto

ate 200°C. O volume de amostra injetado foi de 2 uL (SUPELCO, 1994).

Tabela I: Cédigos e nomenclatura usual para os acidos graxos utilizados como padroes

Acido graxo | Codigo Identificacéo Nomenclatura usual
1 11:0 Me. undecanoato

2 2-OH 10:0 Me. 2-hidroxidecanoato

3 12:0 Me. dodecanoato acido laurico

4 13:0 Me. tridecanoato

5 2-0OH 12:0 Me. 2-hidroxidecanoato

6 3-OH 12:0 Me. 3-hidroxidecanoato

7 14:0 Me. tetradecanoato acido miristico
8 i-15:0 Me. 13-metiltetradecanoato

9 a-15:0 Me. 12-metiltetradecanoato

10 15:0 Me. pentadecanoato

11 2-0OH 14:0 Me. 2-hidroxitetradecanoato

12 3-OH 14:0 Me. 3-hidroxitetradecanoato

13 i-16:0 Me. 14-metilpentadecanocato

14 16:1° Me. cis-9-hexadecenoato

15 16:0 Me. hexadecanoato acido palmitico
16 [i-17:0 Me. 15-metilhexadecanoato

17 17:00 Me. cis-9,10- metilenohexadecanoato

18 17:0 Me. heptadecanoato

19 2-0OH 16:0 Me. 2-hidroxihexadecanoato

20 18:27"¢ Me. cis-9,12- octadecadienocanoato acido lineléico
21 18:1° Me. cis-9-octadecenoato acido oléico
22 18:1718:1"" | Me. trans-9-octadecenoato e cis-11-octadecenoato

23 18:0 Me. octadecanoato acido estearico
24 19:00 Me. cis-9,10-metilencoctadecanoato

25 19:0 Me. nonadecanoato

26 20:0 Me. eicosanoato

Sendo, Me.: éster metilico
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Foi utilizada como padrdo de acidos graxos, uma mistura de 26 ésteres metilicos
de acidos graxos em metil caproato (10 mg/mL) da Matreya, INC., n° 1114. A tabela |
faz mengdo aos codigos e identificagbes dos &cidos graxos (BOBBIO & BOBBIO,
1995).

A degradagao dos hidrocarbonetos do efluente da oficina foi analisada por
cromatografia gasosa, utilizando-se coluna Supelcowax-10 (Supelco), 30 m X 0,53 mm
d.i. e 1 um de espessura de filme, detector FID a 280°C, injetor a 250°C, raz&o de split
50:1 e hélio como gas de arraste num fluxo de 15 mL/min. A coluna foi mantida a 40°C
por 5 minutos, depois a 200°C por 5 minutos, através de rampa de temperatura a 5°C
por minuto até 200°C. O volume de amostra injetado foi de 1uL (SUPELCO, 1996).

Foi utilizada como padréo de hidrocarbonetos, uma mistura de 10 uL de benzeno,
tolueno, m-xileno, p-xileno, o-xileno e heptano, em 1000 pL de hexano (ROOSE &
BRINKMAN, 1998), sendo todos os compostos de grau cromatografico.

Anteriormente a andlise das amostras dos efluentes tratados, os padrGes de
4cidos graxos e de hidrocarbonetos foram submetidos & cromatografia gasosa, no

volume de 2ulL.
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4) RESULTADOS
4.1) Identificagao das linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas na biorremediagdo dos efluentes foram
submetidas a testes bioquimicos e tiveram as caracteristicas morfologicas analisadas
(KRIEG & HOLT, 1984; SNEATH et al., 1986). A tabela Il retrata as caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas mais significativas que permitiram a identificacdo das
bactérias estudadas como Planococcus citreus e Pantoea agglomerans.

Devido aos avangos tecnoldgicos na area da taxonomia de microrganismos,
muitos géneros estdo sendo rearranjados ou reclassificados de acordo com
informagdes moleculares ou genéticas. Ndo é raro observar que a nomenclatura de
determinadas espécies estda em desuso ou tem sido considerada sindnimo de outras
linhagens. Segundo informacdes obtidas no National Center for Biotechnology
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) e DSMZ — Deutsche SammLung von Mikroorganismen un
Zellkulturen GmbH, Alemanha (http://www.dsmz.de), o género da bactéria Gram
negativa considerada no presente trabalho, Pantoea agglomerans (Gavini, 1989), esta
sendo utilizado como sinénimo do género Enterobacter.

As linhagens bacterianas estudadas pertencem a géneros que habitam
preferencialmente o solo. A bactéria Planococcus citreus pode suportar concentragoes
de cloreto de sodio superiores a 5% e tem sido isolada de ambientes marinhos (KRIEG
& HOLT, 1984; SNEATH et al., 1986). No entanto, na revisdo da literatura apresentada
no presente trabalho, nenhuma referéncia foi encontrada a respeito da utilizacdo dos
géneros Planococcus e Pantoea em trabalhos de biorremediacéo.

Devido a caracteristica halofilica da linhagem Planococcus citreus, uma atengao

maior deveria ser depositada a este género pois a potencialidade de aplicagdo desta
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bactéria em experimentos em ambientes marinhos contaminados por compostos
oleosos é elevada.

Como as bactérias Planococcus citreus e Pantoea agglomerans nao s&o cepas
patogénicas, uma maior seguranca é confiada a manipulagdo das linhagens para

estudos em campo e aplicagdes em locais contaminados.

Tabela II: Principais caracteristicas morfolégicas e bioquimicas das linhagens
bacterianas estudadas

! CARACTERISTICAS Planococcus citreus Pantoea agglomerans
! Linhagem tipo: Planococcus Linhagem tipo: Pantoea
'_ citreus (Migula, 1894) agglomerans (Gavini, 1989)
' Reagao de Gram positivo negativo
Forma celular COCOoS bastonetes curtos
| Arranjo isolados ou em pares isolados
i Esporos ausentes ausentes
Pigmentacao laranja amarela
| Requerimento de oxigénio aerdbio estrito anaerdbio facultativo
Catalase positivo positivo
| Oxidase negativo negativo
Motilidade positivo positivo
Citrato (Simmons’) negativo positivo
| Voges-Proskauer negativo positivo
i Vermelho de metila negativo positivo
| Gelatinase positivo positivo (fraco)
| Urease negativo negativo
Hidrélise da esculina negativo negativo
Lipase negativo negativo
p-galactosidase (ONPG) negativo positivo
Indol negativo negativo
H.S negativo negativo




35

4.2) Rendimento dos biosurfactantes produzidos

Apbs 12 horas de crescimento da linhagem Planococcus citreus no meio de
produgdo de biosurfactantes, com o6leo de oliva como fonte de carbono, as células
bacterianas envolveram as gotas de 6leo formando uma camada de cor alaranjada na
superficie do meio. Com 48 horas de incubacéo, o ¢leo de oliva adicionado ao meio de
cultura ficou visualmente n&o perceptivel e um grande aglomerado celular foi
observado.

Apds 8 horas de crescimento da linhagem Pantoea agglomerans no meio de
producdo de biosurfactantes, com querosene como fonte de carbono, foi possivel
observar a formagao de espumas na superficie do meio e um filme microbiano aderido
ao frasco erlenmeyer.

A figura 3 mostra (1) o crescimento da linhagem Planococcus citreus no meio de
produgado de biosurfactantes, com 6leo de oliva como fonte de carbono em 48 horas de
incubagéo; (2) o crescimento da linhagem Pantoea agglomerans no meio de produgéo
de biosurfactantes, com querosene como fonte de carbono em 12 horas de incubacéo;
(3) a aparéncia dos biosurfactantes bacterianos apos a liofilizagéo.

Como pode ser notado na figura 3, um pd fino e claro caracteriza os
biosurfactantes produzidos pelas linhagens Planococcus citreus e Pantoea
agglomerans.

Como mostrado na figura 4, o rendimento do biosurfactante produzido pela
bactéria Planococcus citreus foi superior ao da linhagem Pantoea agglomerans; fato
que pode ser relacionado a concentragdo celular das culturas no meio liquido de

producao estudado.
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Figura 3: (1) - crescimento da linhagem Planococcus citreus no meio de produgao
de biosurfactantes, com 6leo de oliva como fonte de carbono em 48 horas de
incubagao; (2) - crescimento da linhagem Pantoea agglomerans no meio de producgao
de biosurfactantes, com querosene como fonte de carbono em 12 horas de incubacgéo;
(3) - a aparéncia dos biosurfactantes bacterianos apos a liofilizagéo (a: biosurfactante
de Planococcus citreus:; b: biosurfactante de Pantoea agglomerans).
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Pantoea agglomerans Planococcus citreus

massa seca (mg/mL) O biosurfactante (g/L)

Figura 3: Rendimento da produgéo de biosurfactantes bacterianos.

O apéndice 4 mostra o aspecto dos biosurfactantes bacterianos obtidos apds a
liofilizagdo. Como pode ser notado, um po6 fino e claro caracteriza os biosurfactantes
produzidos pelas linhagens Planococcus citreus e Pantoea agglomerans.

A utilizagao da fonte de carbono oleosa pelas bactérias estudadas € rapida no
meio de cultura para a produgéo de biosurfactantes, pois em 48 horas do crescimento
bacteriano, o 6leo incorporado ao meio passa a nao ser detectado a olho nu. Este dado
tem importancia para uma possivel produgéo destes biosurfactantes em escala piloto
ou industrial.

O rendimento do biosurfactante produzido pela linhagem Planococcus citreus
(2,014 g/L) pode ser considerado significativo pois, segundo NAVON-VENEZIA e

colaboradores (1995), o biosurfactante Alasan tem um rendimento de 2,35 g/L, em
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fermentador de 2,5 litros.



Possivelmente, a utilizagdo de um estudo estatistico para a simulagdo de um meio
de cultura ideal para a producéo de biosurfactantes fosse interessante para aumentar o

rendimento dos compostos de superficie ativa produzidos.

4.3) Atividade de emulsificagao dos biosurfactantes bacterianos

Em relagcdo ao biosurfactante produzido pela bactéria Pantoea agglomerans, a
extragao apenas com cloroformio se mostrou mais eficiente pois a emulsdo agua em
oleo formada, evidenciada por um halo de 2,5 cm de altura com grau maximo de
compactacao das bolhas (+4), se manteve estavel por 24 horas. A extragdo com
cloroférmio e metanol, ndo mostrou a mesma performance, uma vez que o halo
formado de apenas 1,5 cm (+3) ndo se manteve por 24 horas.

A linhagem Planococcus citreus produziu um biosurfactante que foi melhor
extraido com cloroférmio e metanol, mostrando atividade de emulsificagéo do tipo 6leo
em agua. Para a avaliagdo da atividade de emulsificacdo do biosurfactante isolado,
uma concentragéo de 0,625 mg de biosurfactante por mililitro de agua destilada foi
utilizada em virtude da alta turbidez da diluicdo padrédo (2 mg/mL). A atividade de
emulsificacao obtida foi muito significativa para a concentracgéo utilizada (1,079 U).

A detecgéo da atividade de emulsificagdo nas solugdes de biosurfactantes retrata
a viabilidade e integridade dos compostos de superficie ativa mesmo apds a extragéo e
liofilizagdo, o que indica que estas etapas metodologicas ndo afetaram a estrutura
quimica ou a funcionalidade dos surfactantes bacterianos estudados.

Em muitos trabalhos (COOPER & GOLDENBERG, 1987; ROCHA et al., 1992;
PRUTHI & CAMEOTRA, 1997; DAVIS et al., 1999; KARANTH et al., 1999; MAKKAR &

CAMEOTRA, 1999; HABA et al., 2000) a avaliacdo da viabilidade dos biosurfactantes
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apos a extragao e o isolamento é realizada através da redugéo da tens&o superficial da
agua destilada.

Neste trabalho, a avaliagédo do potencial surfactante do agente de superficie ativa
produzido pelas linhagens bacterianas foi realizada através das atividades de
emulsificagdo em fungdo do aumento da absorbancia (emulsées do tipo 6leo em agua)
e/ou em relagéo ao halo formado na fase oleosa (emulsées do tipo agua em dleo).

Optou-se pela atividade de emulsificagdo devido a facilidade de reprodugao das
analises e pela disponibilidade de se avaliar o tipo de emulsdo formada entre o

biosurfactante estudado e a fonte oleosa utilizada nos experimentos de emulsificagao.

4.4) Ensaios de biorremediagao
Para todos os ensaios, as modificacées ocorridas nos efluentes, passiveis de

analises, foram observadas em 24, 48, 72 e 120 horas de incubag&o, em triplicatas.

4.4.1) Determinagéo da concentracao celular das linhagens durante o crescimento
nos efluentes

Os resultados apresentados no apéndice 1, retratam a concentragao celular das
linhagens subtraidas da massa determinada nos controles. A massa celular encontrada
nos controles (tempo zero) foi representada por solidos presentes nos efluentes, uma
vez que os mesmos foram utilizados sem préevia filtragem ou esterilizagao.

As figuras 5 a 10 mostram os resultados obtidos em relagéo a concentragdo
celular presente nos ensaios de biorremediagdo 1a (adicdo de Planococcus citreus), 1b

(adicdo de Pantoea agglomerans) e 2 (consorcio de bactérias).



40

Através da concentragdo celular das linhagens nos efluentes durante o periodo de
incubacgéo, pode-se observar que quando as linhagens bacterianas foram adicionadas
na forma de consorcio ao efluente da oficina, um aumento do crescimento bacteriano
pode ser observado. O aumento da concentragéo celular no efluente, quando o
consorcio foi utilizado, ndo permitiu reconhecer qual linhagem apresentou um
crescimento maior, aumentando o valor da concentragao celular total do efluente.
Portanto, a adicdo conjunta das bactérias ao efluente da oficina, possivelmente
possibilitou uma utilizagéo dos compostos resultantes do metabolismo de uma linhagem
como substrato para o desenvolvimento da outra. Também pode ter ocorrido a
utilizacdo, por uma das linhagens, de componentes celulares da outra cepa bacteriana
em fase de morte celular. Estas possibilidades apenas poderdo ser comprovadas com
estudos especificos do comportamento celular das linhagens no efluente oleoso da
oficina.

O efluente da industria se mostrou muito favoravel ao crescimento bacteriano, pois
a concentragdo celular das linhagens foi alta durante todos os periodos de incubacao.
Devido a elevada massa celular produzida durante o crescimento da linhagem
Planococcus citreus no efluente da industria, até 130 mg por mililitro do efluente, o
efluente da industria pode ser considerado um substrato em potencial para a produgéo
de biosurfactantes ou massa celular desta linhagem. Valores superiores aos
determinados, séo relatados por BECKER et al. (1999), onde uma linhagem aerdbia de
Bacillus thermoleovorans produziu uma biomassa seca de 1,05 g por grama de dleo de
oliva consumido.

De forma contraria ao ocorrido com o efluente da oficina, a adicdo das bactérias

simultaneamente ao efluente interferiu no crescimento das linhagens, uma vez que o



41

crecimento das bactérias isoladamente no efluente foi mais significativo que em
consorcio. As diferencas de massa celular da adigdo separada das linhagens e em
consorcio, podem ser justificadas pela rapida utilizagdo dos compostos oleosos como
substrato metabolico pelas linhagens em consorcio; portanto, com uma redugéo do
substrato disponivel, as bactérias entrariam em fase estacionéaria ou de morte, condi¢ao
que pode ser confirmada pelos valores reduzidos de massa celular do consércio de
bactérias em comparagéo a adi¢do isolada das linhagens ao efluente da industria.

E evidente que a otimizagdo do crescimento das linhagens bacterianas pode ser
conseguido com a utilizagéo de fermentadores, ajuste do pH inicial do efluente e com o
enriquecimento do efluente com fontes de nitrato e fosfato.

Como observado anteriormente, o rendimento da produgéo de biosurfactantes
esta relacionado a concentracdo celular da linhagem no meio de produg&o, portanto,
um aumento no namero de células viaveis no efluente possivelmente acarretara em
uma maior producgéo de biosurfactantes no meio, contanto que o substrato seja reposto

continuamente.

4.4.2) Determinagdo da DQO durante os ensaios de biorremediacao

Os apéndices 2 e 3 mostram os resultados obtidos nos ensaios de
biorremediagdo. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Os valores da DQO iniciais dos efluentes referentes ao tempo zero de crescimento
microbiano, foram determinados da mesma maneira que os efluentes que sofreram
adicdo de microrganismos ou produtos microbianos. O valor da DQO inicial do efluente

da oficina foi de 5500 mg/L e do efluente da industria, 4400 mg/L.
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As figuras 5 a 12 mostram os resultados obtidos em relagdo a porcentagem de

redugdo da DQO durante os varios ensaios de biorremediacao.
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Figura 5: Concentrag&o celular e porcentagem de reducdo da DQO durante o
ensaio 1a (Planococcus citreus) no efluente da oficina.
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Figura 6: Concentracdo celular e porcentagem de reducdo da DQO durante o
ensaio 1b (Pantoea agglomerans) no efluente da oficina.
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Figura 7: Concentragdo celular e porcentagem de redugdo da DQO durante o
ensaio 2 (consorcio das bactérias) no efluente da oficina.

140 ~ 80 _
_ 120 | L LS Gk S L7088
a O * : iy 150 @
=& 904 . . 40 S
o - R T
gét_u 60 L K u la0 o
o% 40—— - —-20%
Yo 204 ol 1103
0 | . . : 0 X
24 48 72 120

tempo (horas)

- .g - Concentragdo Celular . .¢. . Redug&o da DQO

Figura 8: Concentragdo celular e porcentagem de reducdo da DQO durante o
ensaio 1a (Planococcus citreus) no efluente da industria.
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Figura 9: Concentragéo celular e porcentagem de redugdo da DQO durante o

ensaio 1b (Pantoea agglomerans) no efluente da industria.
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Figura 10: Concentracdo celular e porcentagem de reducdo da DQO durante o

ensaio 2 (consorcio de bactérias) no efluente da industria.
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Figura 11: Redugéo da DQO (%) durante os ensaios 3a (biosurfactante produzido
por Planococcus citreus), 3b (biosurfactante produzido por Pantoea agglomerans) e 4
(consdrcio dos biosurfactantes) no efluente da oficina.
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Figura 12: Redugéo da DQO (%) durante os ensaios 3a (biosurfactante produzido
por Planococcus citreus), 3b (biosurfactante produzido por Pantoea agglomerans) e 4
(consorcio dos biosurfactantes) no efluente da indUstria.
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De forma geral, os ensaios de biorremediacdo levaram a uma queda significativa
nos valores da DQO iniciais dos efluentes oleosos utilizados. O efluente da oficina
sofreu uma reducéo na demanda quimica de oxigénio em todos os tempos e ensaios
de biorremediag&o a que foi submetido. Como a deteccdo da DQO é realizada através
da oxidagdo quimica das estruturas presentes na amostra por um oxidante forte, a
reducdo na demanda quimica de oxigénio pode estar relacionada ou a redugéo na
quantidade de matéria organica presente na amostra ou a indisponibilidade de
oxidagao dos compostos presentes.

Como os biosurfactantes disponibilizam os compostos oleosos & célula
microbiana, emulsificando-os, fica evidente a correlagdo entre crescimento celular,
produgéo e liberagdo de biosurfactantes e reducdo da demanda quimica de oxigénio
em fungédo da utilizagdo da matéria organica. Esta correlagdo pode ser verificada nos
ensaios 1a e no ensaio 2 de biorremediagdo. A elevada redugdo da DQO nestes
experimentos pode ser associada a concentragdo celular das linhagens no efluente.

O ensaio 1b de biorremediacdo levou a uma reducdo significativa da DQO
(exemplo: 32,18 % em 48 horas de incubag&o), sem uma relagdo com a massa celular
da bactéria no efluente, uma vez que a concentragdo celular se mostrou nula nas
primeiras 72 horas de incubagdo. Estes resultados podem ser justificados no fato de
que o indculo inicial bacteriano poderia ter apresentado células com compostos ativos
(biosurfactantes) ja ligados a superficie celular para disponibilizar os compostos
oleosos presentes no meio a bactéria. Possivelmente, a bactéria estaria utilizando os
compostos oleosos, durante o metabolismo, numa fase de adaptagdo ao meio (efluente

da oficina). Durante esta fase, os compostos oleosos poderiam estar sendo
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Os ensaios de biorremediagdo 3 e 4, onde os biosurfactantes liofilizados foram
adicionados separadamente ou em consorcio aos efluentes oleosos, se mostraram
eficientes na redugdo da DQO dos efluentes da oficina e da industria. A maior redugéo
na DQO do efluente da oficina (57,45 %) foi conseguida em 48 horas de incubagéo do
consorcio de biosurfactantes bacterianos. Para o efluente da industria, o resultado mais
significativo foi de 60,90 % de redugdo da DQO em 24 horas de incubagéo do
biosurfactante isolado produzido pela linhagem Pantoea agglomerans.

E sabido que os biosurfactantes ndo degradam compostos oleosos mas os
disponibilizam & célula microbiana, na forma de goticulas menores de 6leo (ASCON-
CABRERA & LEBEAULT, 1995; BAKER & HERSON,1994). Desta forma, a redugéo da
demanda quimica de oxigénio nos efluentes submetidos aos ensaios 3 e 4 de
biorremediagéo somente pode ser explicada de duas maneiras. A primeira justificativa
pode ser relacionada a emulsificacdo dos compostos oleosos pelos biosurfactantes
adicionados ao efluente, de tal forma que a oxidagdo dos mesmos pelo agente oxidante
forte utilizado no teste da DQO, ficasse impossibilitada. Uma outra explicacéo cabivel
seria a utilizacdo dos compostos oleosos, emulsificados pelos biosurfactantes, por
microrganismos presentes naturalmente no efluente da oficina e da industria, uma vez
que os efluentes foram utilizados nos ensaios de biorremediacdo sem prévia
esterilizacdo ou filtragem. Caso esta Ultima justificativa fosse passivel de analise,
provavelmente os microrganismos presentes no efluente ndo estariam produzindo
biosurfactantes uma vez que as amostras controles (sem a adigdo de biosurfactantes)

se mostraram inalteradas.
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armazenados na parede celular ou sob a forma de glicogénio (TRABULSI et al., 1999),
sem resultar no crescimento celular.

Provavelmente apos 120 horas de incubacgéo, a bactéria Pantoea agglomerans se
encontrava na fase exponencial do crescimento celular, fato evidenciado pelo aumento
da massa celular no efluente (2,478 mg/mL).

Em relagdo ao efluente da industria, a adigdo das células bacterianas ao efluente
se mostrou um processo eficiente na redugdo dos valores iniciais da DQO. Neste caso,
ficou bem evidente a relagdo entre a concentragéo celular das linhagens no efluente e a
redugdo da demanda quimica de oxigénio. A reducéo da DQO em até 75,90 %, para o
ensaio 1 de biorremediacédo utilizando-se a linhagem Planococcus citreus em 72 horas
de incubacéo, € comparavel a resultados considerados muito significativos na literatura
para experimentos de biorremediagdo (MERCADE et al. ,1993; ARAYA et al., 1999;
BABU et al., 1999; EL-AWADY & WAHAAB, 1999).

O consorcio de bactérias apresentou uma reducgdo significativa da DQO do
efluente da industria, 43,63 % em 120 horas de incubacdo, mas ndo ocorreu uma
redugdo gradativa e relacionada ao tempo de incubagéo, o que pode ser verificado pelo
indice zero de redugdo da DQO em 72 horas de incubagdo. Algum produto da
degradacédo da matéria organica presente no efluente, oriundo do metabolismo celular
deve ter influenciado neste resultado quando disperso no meio.

A adicdo das linhagens isoladas ao efluente da industria foi mais interessante
para a reducdo da demanda quimica de oxigénio que o consorcio de bactérias,
portanto, o tipo de biosurfactante produzido por Planococcus citreus e pela Pantoea
agglomerans, ndo atuam em complementaridade para aumentar o potencial de

biodisponibilizacao dos compostos oleosos as células bacterianas.
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4.4.3) Atividade dos biosurfactantes produzidos pelas linhagens adicionadas ao
efluente

A producdo de biosurfactantes pelas linhagens adicionadas ao efluente foi
determinada especificamente para os ensaios 1a, 1b e 2 de biorremediagao, onde as
linhagens bacterianas foram adicionadas aos efluentes. Os tempos de incubagao
avaliados foram de 24, 48, 72 e 120 horas.

As figuras 12, 13 e 14 mostram as atividades de emulsificagao detectadas durante

o crescimento bacteriano nos efluentes.
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Figura 12: Atividades de emulsificagdo em termos de absorbancia detectadas no
efluente da indstria de sabdes e margarinas durante ensaios de biorremediacao.
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Figura 13: Atividades de emulsificagdo em termos de formacéo de halos detectadas no
efluente da industria de sabdes e margarinas durante ensaios de biorremediagao.
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Figura 14: Atividades de emulsificagdo em termos de aumento da absorbancia
detectadas no efluente da indastria de sabGes e margarinas durante ensaios de
biorremediacao.
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Quando as atividades de emulsificagdo em termos da formacédo de halos foram
analisadas no efluente da oficina, nenhuma atividade em termos de emulsées do tipo
agua em oleo foi determinada, independentemente da linhagem adicionada ou tempo
de incubagéo.

Como ambos os efluentes da oficina e da industria de sabdes e margarinas s&o
oleosos mas com caracteristicas completamente distintas, esperava-se que o
comportamento de cada uma das linhagens bacterianas adicionadas separadamente
aos efluentes, durante as fases do crescimento celular, fosse diferenciado para cada
uma das bactérias, uma vez que as mesmas produzem biosurfactantes com
caracteristicas opostas, cujas emulsdes s&o do tipo 6leo em agua (Planococcus citreus)
e agua em oleo (Pantoea agglomerans). Os resultados obtidos para as atividades de
emulsificagdo das linhagens comprovaram a atuag&o diferenciada das bactérias nos
efluentes estudados.

A atividade de emulsificacdo detectada pela formagdo de emulsées do tipo dleo
em agua (aumento da absorbancia), no efluente da industria, mais significativa, foi em
48 horas de crescimento da linhagem Planococcus citreus (0,389 U). Conforme o
esperado, a bactéria Pantoea agglomerans apresentou baixa atividade de
emulsificacdo, provavelmente devido a caracteristica quimica do biosurfactante
produzido, que promove preferencialmente a formacao de emulsées do tipo agua em
6leo, ndo detectadas pelo aumento da absorbancia. Comparagoes entre as atividades
apresentadas pela bactéria Planococcus citreus adicionada isoladamente ao efluente
(0,389 U) e as atividades obtidas pelo consorcio de bactérias (0,106 U), evidenciaram
que a presencga das duas bactérias conjuntamente no efluente, interfere na atividade de

emulsificacdo da Planococcus citreus.
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Quando as atividades de emulsificagdo em termos da formagao de halos foram
analisadas para o efluente da industria, valores elevados de atividade de emulsificagéo
(halos superiores a 2,0 cm com grau maximo de compactagdo das bolhas - +4)
puderam ser observados. A bactéria Pantoea agglomerans mostrou significativa
atividade de emulsificagdo durante todos os periodos analisados, sendo mais intensa a
atividade até 72 horas de incubagédo. Inesperadamente, a linhagem Planococcus
citreus foi capaz de emulsificar o contetido oleoso do efluente através da produgéo de
compostos de superficie ativa que possibilitam a formacdo de emulsGes do tipo dgua
em Oleo. Halos de 2,4 cm (+4) foram observados para 24 e 48 horas de incubagéo.
Uma reducdo na atividade de emulsificagdo foi apresentada apos 72 horas de
incubacgéo. Este fato € novo pois em trabalhos anteriores (Carvalho et al., 1997a) as
atividades de emulsificagcdo em termos de halos formados, para esta linhagem, sempre
se apresentaram insignificantes, independentemente das fontes de carbono
introduzidas nos meios de cultura na proporgdo de 1,5%.

Ainda sobre o efluente da industria, o consorcio de bactérias se mostrou eficiente
em termos de atividade de emulsificacdo por formacdo de emulsées do tipo agua em
oleo, pois, valores elevados foram obtidos em todos os intervalos de incubagao.

Observando-se os dados da atividade de emulsificacdo obtidos e relacionando-os
com a redugdo da demanda quimica de oxigénio, no efluente da industria, pode-se
destacar que a atividade de emulsificagdo, tanto em termos de absorbancia quanto em
formacéo de halos, foi importante na redugéo da DQO.

Especificamente para o ensaio 1a, a maior redugdo na DQO (75,90 %), foi obtida
em 72 horas de incubagdo e observando-se os resultados das atividades de

emulsificagdo para esta linhagem, nenhum valor significativo ocorreu neste periodo de
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tempo. Uma justificativa seria as altas atividades de emulsificagdo detectadas para 48
horas de incubacéo (0,389 U e 2,4 cm - +4), fato que poderia ter levado a um acumulo
de biosurfactantes no meio, o qual estaria sendo utilizado mesmo nos intervalos de
incubacdo posteriores a 48 horas, evitando que a célula produzisse mais
biosurfactantes.

As atividades de emulsificacdo néo foram determinadas com éxito no efluente da
oficina, provavelmente devido a compostos inibidores do crescimento microbiano ou
mesmo uma concentragdo muito elevada de hidrocarbonetos. Mesmo assim, as
linhagens adicionadas separadamente ao efluente mostraram uma discreta atividade
de emulsificacdo, em termos do aumento da absorbancia, em 120 horas de incubégéo.

Um dado interessante foi a produgdo de biosurfactantes, detectados atraves do
aumento da absorbancia, em 120 horas de incubagdo da linhagem Pantoea
agglomerans adicionada isoladamente ao efluente (0,22 U). Neste mesmo intervalo de
tempo, pode ser detectado um aumento na concentragdo celular desta linhagem no
efluente da oficina.

Talvez, andlises das atividades de emulsificagdo em intervalos de tempo
posteriores a 120 horas conseguissem detectar atividades superiores as relatadas.

A deteccdo de atividade de emulsificagdo, no efluente da oficina, apenas pela
formacdo de emulsdes do tipo 6leo em agua, pode estar relacionada ao grande volume
de oleo presente no efluente, o qual n&o apresenta uma fase aquosa definida. Desta
forma, as micelas formadas pelas emulsées provavelmente sdo invertidas,
caracterizado a disponibilizagdo do substrato oleoso a bactéria.

Ao contrario do que se esperava no inicio do presente trabalho, a produgao de

biosurfactantes pelas linhagens Planococcus citreus e Pantoea agglomerans,
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detectaveis pela formagdo de emulsdes do tipo agua em oleo ou éleo em agua,
provavelmente depende da natureza do meio oleoso na qual se encontram e da
quantidade de lipideos presentes. Em trabalhos anteriores (CARVALHO et al., 1996;
CARVALHO et al., 1997a; CARVALHO et al., 1997b; CARVALHO ef al., 1998), o perfil
de producdo de biosurfactantes por estas linhagens se mostrou bem definido
provavelmente em fungédo da baixa quantidade de 6leo no meio de cultura (1,5 %).
Certamente com um volume maior de lipideos no meio, préximo ao volume de 6leo nos
efluentes estudados, seria possivel a detecgdo de atividades de emulsificagdo distintas
para as linhagens estudadas.

Trabalhos que possam garantir que cada uma das linhagens estudadas produza
um unico tipo de biosurfactante, com atividades de emulsificagcdo distintas, ou
biosurfactantes diferentes que levam a emulsdes agua em 6leo ou déleo em agua, serdo
muito compensadores para o esclarecimento do perfil e atuacdo dos compostos de

superficie ativa bacterianos produzidos.

4.5) Alteragoes nos efluentes

O efluente da oficina, fluido oleoso de coloragéo preta, sofreu uma descoloragéo
quando o consorcio de bactérias foi adicionado ao mesmo, passando a marrom.
Espumas e crescimento microbiano na borda dos frascos ndo foram detectados.

O efluente da industria de sabdes e margarinas apresenta coloragdo creme com
espessa borra amarela oleosa. Quando a bactéria Planococcus citreus foi adicionada
separadamente ao efluente, ensaio 1 de biorremediagdo, o crescimento bacteriano foi
evidenciado sobre a borra oleosa, ja nas primeiras horas de incubag&o. No intervalo de

120 horas de crescimento, foi possivel observar a clarificagdo do efluente, reducdo do
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volume da borra oleosa e formagéo de um aglomerado celular de coloragéo alaranjada
(Figura 16 -1).

Em relagdo a adigdo da linhagem Pantoea agglomerans e do consorcio de
bactérias ao efluente da indUstria, uma clarificagdo do efluente foi observada apos 72
horas de crescimento bacteriano. Devido a coloragdo amarela da linhagem Pantoea
agglomerans, a detecgéo visual do crescimento no efluente foi prejudicada. Espumas
nao foram observadas durante os periodos de incubagéo.

Quando os biosurfactantes isolados foram adicionados ao efluente da industria,
uma clarificagdo foi notada a partir de 24 horas, sendo que a borra oleosa na superficie
do frasco permaneceu detectavel embora tenha reduzido de volume, por percepgao a
olho nu (Figura 16 -2). Foi possivel notar que a adigéo do consorcio de biosurfactantes
ao efluente da industria, além de clarificar a fase aquosa do efluente, emulsificou uma
grande parte da borra oleosa. Aglomerados espumosos de coloragdo branca foram
observados na superficie dos frascos, juntamente com a borra oleosa, durante todo o
periodo de incubagéo.

A adicdo dos biosurfactantes ao efluente da oficina ndo resultou em nenhuma
alteracdo detectavel a olho nu. O fluido oleoso de coloragdo preta se manteve
inalterado, sendo que apenas um deposito de coloragéo creme pode ser observado
durante os ensaios de biorremediagao envolvendo a adigéo de biosurfactantes.

O efluente da oficina sofreu uma descoloragdo para marrom, somente quando o
consorcio de bactérias foi adicionado ao efluente, sendo que esta informagdo se
correlaciona ao maior aumento na concentragéo celular total do efluente da oficina.

A nitida clarificacdo do efluente da industria pode ser relacionada a maior redugao

da demanda quimica de oxigénio ocorrida para este efluente.
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Figura 16: (1) - Clarificagéo do efluente da industria pela adigdo da linhagem
Planococcus citreus, durante os intervalos de incubagao (A:tempo zero; B:24 horas; G
48 horas: D: 72 horas e E: 120 horas); (2) - Clarificagao do efluente da industria pela
adigdo do consorcio de biosurfactantes em 24 horas de incubagéo (A: controle e B:
consorcio de biosurfactantes).
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As élteragées nos efluentes que revelam a clarificagdo dos mesmos € muito
interessante para o tratamento dos efluentes em escala industrial, uma vez que a
reducdo da cor dos dejetos industriais através da remogéo de sélidos em suspenséo e
sélidos soluveis sdo fundamentais para a liberagdo do efluente da estagdo de

tratamento (VON SPERLINS, 1996).

4.5.1) Variagdo do pH dos efluentes estudados
As figuras 17 a 22 fazem referéncia a variagdo de pH entre os tempos de

incubacao inicial (0 h) e final (120 h), durante os ensaios de biorremediac&o.

Ensaio 1 - Planococcus citreus
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Figura 17: Variagdo de pH durante ensaio 1a de biorremediag&o.



Figura 18: Variagdo de pH durante ensaio 1b de biorremediacéo.
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Figura 19: Variacdo de pH durante ensaio 2 de biorremediacéo.
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Ensaio 3 - Planococcus citreus
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Figura 20: Variagao de pH durante ensaio 3a de biorremediac&o.

Ensaio 3 - Pantoea agglomerans
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Figura 21: Variagao de pH durante ensaio 3b de biorremediacao.
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Ensaio 4
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Figura 22: Variagdo de pH durante ensaio 4 de biorremediag&o.

O efluente da oficina apresentou um valor de pH inicial de 4,23 enquanto que o pH
inicial da industria de sabdes e margarinas foi 7,01.

Os experimentos em relacdo a variacdo de pH nos efluentes, mostraram que a
tendéncia do efluente da oficina, quando os ensaios 1 e 2 foram realizados, foi de
elevacdo dos valores de pH ao longo dos intervalos de incubagéo, reduzindo-se a
caracteristica acida do efluente.

No efluente da industria, o contrario foi observado, com o passar do tempo, apds
24 horas de incubag&o, um declinio até a estabilidade em pH 6,0 foi detectado, em
todos os ensaios de biorremediacdo que envolveram a adigédo de células bacterianas
ao efluente. Este fato pode estar relacionado a liberagdo de produtos oriundos do
catabolismo dos compostos oleosos utilizados pelas bactérias durante o crescimento.

O ensaio 3 de biorremediagdo, mostrou um perfil de manutencdo do pH dos
efluentes, oficina e industria, em valores proximos a neutralidade. No caso especifico
do efluente da industria, praticamente ndo ocorreram variagdes significativas do pH

inicial do efluente (7,01) quando os biosurfactantes foram adicionados. O ensaio 4
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promoveu a estabilizagdo do pH da industria em 7,00 e a manutencao do pH da oficina
em 6,00 ja nas primeiras 24 horas de incubagao.

Como o pH de um meio é fundamental para o crescimento microbiano, em fungéo
da atividade enzimatica 6tima depende;te do pH, muitos fertilizantes séo utilizados para
ajustar o balango de carbono, nitrogénio e fosforo do meio e neutralizar o pH de um
efluente ou local a ser tratado biologicamente e estimular o crescimento da microbiota
autéctone ou adicionada intencionalmente (RAGHAVAN & VIVEKANANDAN, 1999;
FOGHT ef al, 1999; MAKI et af,1999). Neste sentido, a incorporagdo dos
biosurfactantes liofilizados estudados aos efluentes da oficina ou indastria, poderia ser
util para estabilizar o pH do meio e favorecer o desenvolvimento de microorganismos
presentes no proprio efluente para a utilizagdo dos compostos oleosos uma vez que,
segundo ROSATO (1997), a maioria dos microrganismos apresenta um melhor

desenvolvimento em pH neutro, podendo ocorrer o dobro da taxa de biodegradagéao de

petréleo com corregéo do pH do solo.

4.6) Analise cromatografica dos compostos oleosos presentes nos efluentes
4.6.1) Degradagao dos acidos graxos presentes no efluente da indastria de
sabdes e margarinas apos os ensaios de biorremediagao

A tabela Il mostra os acidos graxos identificados na amostra controle do efluente
da industria de sabdes e margarinas, utilizando-se o padréo de acidos graxos metilados

como referéncia.
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Tabela lll: Acidos graxos presentes no efluente da indistria de sabbes e
margarinas
Padrao de acidos graxos Tempo de [Area dos picos
retengao |correspondentes
aos acidos graxos
(minutos) | presente no efluente
(uV-s)
1 11:0 Me. undecanoato 503 300
2 2-OH 10:0 Me. 2-hidroxidecanoato 5.17 ND
3 12:0 Me. dodecanoato 7.06 652
4 13:0 Me. tridecanoato 10.26 ND
5 2-0OH 12:0 Me. 2-hidroxidecanoato 10.63 ND
6 3-OH 12:0 Me. 3-hidroxidecanoato 11.74 ND
7 14:0 Me. tetradecanoato 15.30 ND
8 i-15:0 Me. 13-metiltetradecanoato 19.95 ND
9 a-15:0 Me. 12-metiltetradecanoato 20.55 ND
10 15:0 Me. pentadecanoato 22.49 ND
11 2-OH 14:0 Me. 2-hidroxitetradecanoato 23.07 1424
12 3-0OH 14:0 Me. 3-hidroxitetradecanoato 24.46 404
13 i-16:0 Me. 14-metilpentadecanoato 25.81 486
14  [16:1° Me. cis-9-hexadecenoato 26.26 409
15 16:0 Me. hexadecanoato 27.30 1119
16 i-17:0 Me. 15-metilhexadecanoato 29.81 932
17 17:.08 Me. cis-9,10- metilenohexadecanoato |30.30 917
18 17:0 Me. heptadecanoato 31.38 1377
19 2-OH 16:0 Me. 2-hidroxihexadecanoato 31.97 516
20 |18:2%%¢ Me.cis-9,12- octadecadienocanoato 34.30 628
21 18:1° Me. cis-9-octadecenoato 34.84 1086
22 [18:1°18:1" Me.trans-9-octadecenoato e cis-11- 35.23 613
octadecenoato
23 18:0 Me. octadecanoato 36.61 441
24 19:.08 Me.cis-9,10-metilenooctadecanoato 42.28 ND
25 19:0 Me. nonadecanoato 43.74 420
26 20:0 Me. eicosanoato 53.55 ND

Me.: éster metilico; ND: nao detectado.

O efluente da industria de sabdes e margarinas apresentou um total de 78 picos
com area superior a 250 ,V.s, sendo que apenas 16 puderam ser comparados aos
acidos graxos utilizados como padréo.

As figuras 23 a 30 revelam o perfil cromatografico das amostras dos ensaios de

biorremediagdo apés os tempos de incubagdo, em comparacdo ao controle dos
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efluentes. A sobreposicdo dos cromatogramas foi realizada em integrador Shimadzu
modelo Chromatopac C-R4A, fungdo “mult-chromat overlay”, para uma melhor
visualizacédo da degradag&o dos picos referentes aos acidos graxos analisados.

Os cromatogramas foram ordenados nas figuras de acordo com o tempo de
incubacdo das linhagens ou dos biosurfactantes adicionados ao efluente. Desta forma,
o0s ensaios de biorremediacdo 1 e 2 aparecem na mesma figura em funcéo do tempo de

incubag&o, sendo que 0 mMesmo ocorre para 0s ensaios 3ed.
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Figura 23: Cromatograma dos é&cidos graxos dos ensaios 1 e 2, em 24 horas de
incubacao, sendo (C) efluente controle nao submetido aos ensaios de biorremediacao,
(1a) ensaio 1 de biorremediagdo com Planococcus citreus, (1b) ensaio 1 de
biorremediagdo com pPantoea agglomerans € (2) ensaio 2 de biorremediagdo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de fime: 0,25 um. Condigbes
cromatograficas: vazéo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programagéo: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razdo de split: 90:1, volume de amostra injetado: 2 ul-
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Figura 24: Cromatograma dos &cidos graxos dos ensaios 1 e 2, em 48 horas de
incubacéo, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediacao,
(1a) ensaio 1 de biorremediagdo com Planococcus citreus: (1b) ensaio 1 de
biorremediagdo com pPantoea agglomerans € (2) ensaio 2 de biorremediag&o. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 ym. CondigGes
cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programagéo: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razdo de spjjf: 50:1, volume de amostra injetado: 2 L.
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Figura 25: Cromatograma dos acidos graxos dos ensaios 1 e 2, em 72 horas de
incubagéo, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediacao,
(1a) ensaio 1 de biorremediagdo com Pjanococcus citreus, (1b) ensaio 1 de
biorremediacdo com Pzntoea agglomerans € (2) ensaio 2 de biorremediagédo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 ;m. Condigbes
cromatograficas: vazéo do gas de arraste hélio 20 mlL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programacao: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razdo de split: 90:1, volume de amostra injetado: 2 ul.
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Figura 26: Cromatograma dos é&cidos graxos dos ensaios 1 e 2, em 120 horas de
incubagao, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediacao,
(1a) ensaio 1 de biorremediacdo com Planococcus citreus, (1b) ensaio 1 de
biorremediagdo com Pantoea agglomerans € (2) ensaio 2 de biorremediagao. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 ym. Condi¢oes
cromatogréaficas: vazdo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programac&o: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razéo de spjjt: 50:1, volume de amostra injetado: 2 L.
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Figura 27: Cromatograma dos acidos graxos dos ensaios 3 e 4, em 24 horas de
incubagéo, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediagéo,
(3a) ensaio 3 de biorremediagdo com Pjanococcus citreus, (3b) ensaio 3 de
biorremediac&o com pantoea agglomerans € (4) ensaio 4 de biorremediacdo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 pm. CondigGes
cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programag&o: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razdo de split: 50:1, volume de amostra injetado: 2 ul.
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Figura 28: Cromatograma dos acidos graxos dos ensaios 3 e 4, em 48 horas de
incubacdo, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediagéao,
(3a) ensaio 3 de biorremediagdo com Planococcus citreus, (3b) ensaio 3 de
biorremediagdo com Pantoea agglomerans e (4) ensaio 4 de biorremediagdo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 um. Condices
cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programag&o: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razéo de split: 50:1, volume de amostra injetado: 2 pl.
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Figura 29: Cromatograma dos acidos graxos dos ensaios 3 e 4, em 72 horas de
incubag&o, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediagéo,
(3a) ensaio 3 de biorremediagdo com Planococcus citreus, (3b) ensaio 3 de
biorremediagdo com Panfoea agglomerans e (4) ensaio 4 de biorremediagéo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de fime: 0,25 um. Condigoes
cromatograficas: vazdo do gas de arraste hélio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programacao: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, raz&o de split: 50:1, volume de amostra injetado: 2 ulL.
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Figura 30: Cromatograma dos é&cidos graxos dos ensaios 3 e 4, em 120 horas de
incubacdo, sendo (C) efluente controle ndo submetido aos ensaios de biorremediagao,
(3a) ensaio 3 de biorremediagdo com Planococcus citreus, (3b) ensaio 3 de
biorremediacdo com Pantoea agglomerans e (4) ensaio 4 de biorremediacéo. Coluna:
capilar, CBP-1 (Shimadzu), 25 m x 0,32 d.i., espessura de filme: 0,25 pum. Condigdes
cromatograficas: vazédo do gas de arraste helio 20 mL/min, temperatura inicial da
coluna: 160°C, tempo inicial: 20 min, taxa de programagao: 5°C/min, temperatura final
da coluna: 200°C, tempo final: 15 min, temperatura do injetor: 250°C, temperatura do
detector: 250°C, detector: FID, razdo de split: 50:1, volume de amostra injetado: 2 pl.
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A metodologia utilizada para o preparo das amostras do efluente da industria,
metilacdo dos acidos graxos presentes, foi adequada uma vez que muitos picos
correspondentes aos acidos graxos puderam ser detectados durante as analises
cromatograficas.

Apenas 16 acidos graxos presentes no efluente puderam ser comparados aos
acidos graxos presentes no padrdo de acidos graxos metilados utilizado. Fica evidente
o carater oleoso do efluente da industria, pois mais de 70 picos correspondentes a
acidos graxos puderam ser analisados na cromatografia gasosa.

Através dos resultados obtidos, fica evidente a influéncia dos ensaios de
biorremediagdo na degradacdo ou transformacédo dos acidos graxos presentes no
efluente da industria. De acordo com BAKER & HERSON (1994), a degradagdo de um
composto organico nem sempre resulta em mineralizagdo (gas carbénico e agua); a
degradacao incompleta, conhecida por transformacéao pode ocorrer como resultado da
atividade microbiana. Varios estudos tem comprovado que, em ambientes naturais,
quando uma linhagem microbiana n&o € capaz de mineralizar um composto, este pode
ser parcialmente transformado em outros compostos que servem como substrato
metabdlico para grupos de microorganismos autéctones.

As figuras 31 e 32 fazem referéncia aos acidos graxos presentes no efluente apos
os ensaios de biorremediagdo. Somente os picos dos acidos graxos que permaneceram

apos os ensaios de biorremediagdo estdo representados.
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Figura 31: Degradagéo dos &cidos graxos presentes no efluente da industria de saboes
e margarinas, durante os ensaios 1 e 2 de biorremediagdo, sendo Pc: Planococcus
citreus; Pa: Pantoea agglomerans; NI1: &cido graxo nao identificado com tempo de
retencdo de 15,52 minutos; NI2: &cido graxo nao identificado com tempo de retengao de
30,98 minutos; Area em uV.s
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Figura 30: Degradagao dos acidos graxos presentes no efluente da industria de sabées
e margarinas, durante o ensaio 3 de biorremediacdo, sendo BPc: biosurfactante
produzido por Planococcus citreus; BPa: biosurfactante produzido por Pantoea
agglomerans; NI1: acido graxo n&o identificado com tempo de retencdo de 30,96
minutos; NI2: acido graxo n&o identificado com tempo de retencdo de 30,94 minutos;
Area emem pV.s

Nenhum pico referente aos acidos graxos foi detectado apdés o ensaio 4 de
biorremediagao, onde os biosurfactantes foram adicionados em consércio ao efluente.

Conforme pode ser observado nos cromatogramas das analises cromatograficas
do efluente da industria, alguns picos foram detectados nos efluentes submetidos aos
ensaios de biorremediacdo e se mostraram ausentes no efluente controle nao tratado.
Nenhum destes picos pdde ser identificado de acordo com o padrdo de acidos graxos

utilizados.
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controle, sem excegdo, sofreram degradacdo, independentemente do ensaio de
biorremediagéo executado.

A detecgdo de acidos graxos nos efluentes mesmo apds o tratamento microbiano,
embora com picos de éarea reduzida, foi mais acentuada nos ensaios 1 e 2 de
biorremediacdo. O ensaio 3 de biorremediagéo levou a permanéncia de apenas dois
picos de acidos graxos, também com areas reduzidas quando comparados ao efluente
controle, no efluente tratado. No efluente ao qual foi adicionado o consoércio de
biosurfactantes liofilizados, nenhum pico de acido graxo foi detectado no efluente
tratado. Desta forma, os ensaios de biorremediacdo 3 e 4, onde os produtos
bacterianos foram adicionados ao efluente, se mostraram mais eficientes na remogao
dos compostos oleosos do efluente. Conforme descrito anteriormente, 0s
biosurfactantes ndo possibilitam a degradagéo de um composto oleoso mas permitem a
biodisponibilizagédo e mobilizagdo dos mesmos para a utilizagdo pelos microrganismos.
Através desta afirmacdo, outra justificativa que ndo a degradagao dos acidos graxos
pelos biosurfactantes deve ser apresentada, uma vez que isto ndo ocorre.
Possivelmente dois fendomenos podem ter ocorrido no efluente quando da adigao dos
biosurfactantes: 1) os biosurfactantes mobilizaram os compostos oleosos para a fase
aquosa do efluente e durante o preparo das amostras para a andlise cromatografica
(metilag&o), os acidos graxos complexados aos biosurfactantes n&o ficaram disponiveis
para a saponificagdo e posterior metilagao, sendo portanto descartados na fase de
extracdo e n&o detectados pela cromatografia gasosa; 2) os biosurfactantes
adicionados ao efluente bruto, n&o esterilizado, poderiam ter favorecido a

biodisponibilizagdo dos compostos oleosos aos microorganismos autéctones do
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efluente, que teriam utilizado os acidos graxos para 0 metabolismo celular, degradando-
0s.

Caso a segunda hipotese tenha ocorrido, presenga de microorganismos
potencialmente degradadores de acidos graxos mas dependentes de biosurfactantes,
no efluente bruto, os ensaios de biorremediagdo 1 e 2 também poderiam ter sofrido a
interferéncia destes na degradacao dos compostos oleosos.

Através das analises cromatograficas, pode-se estimar em alta a aplicabilidade
das linhagens bacterianas ou seus produtos de superfice ativa na degradacéo ou
transformacédo de acidos graxos presentes no efluente da industria de sabdes e
margarinas, favorecendo desta maneira, o tratamento inicial do efluente.

Nenhum pico referente aos acidos graxos foi detectado apos o ensaio 4 de
biorremediacao, onde os biosurfactantes foram adicionados em consércio ao efluente.

Conforme pode ser observado nos cromatogramas das analises cromatograficas
do efluente da industria, alguns picos foram detectados nos efluentes submetidos aos
ensaios de biorremediagdo e se mostraram ausentes no efluente controle néo tratado.
Nenhum destes picos pdde ser identificado de acordo com o padrdo de acidos graxos

utilizados.

4.6.2) Degradacao dos hidrocarbonetos presentes no efluente da oficina apés os
ensaios de biorremediagao

A tabela IV mostra a porcentagem de degradagéo dos picos correspondentes aos
hidrocarbonetos analisados, durante os ensaios de biorremediagdo. O niimero de picos
correspondentes aos hidrocarbonetos, presentes nos controles dos ensaios 1e2 e 3 e

4, respectivamente, foram os seguintes: 58 e 67 em 24 horas, 60 em 48 horas, 69 e 70
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em 72 horas e 105 e 63 em 120 horas. Nos apéndices 4 a 11 encontram-se o0s
resultados obtidos com as analises cromatograficas, sendo que a porcentagem de
degradacdo dos hidrocarbonetos presentes no efluente foi determinada em fungao das
areas do picos analisados, indicados pelos tempos de reteng@o, comparando-se a area
registrada para o pico no efluente controle com o mesmo pico no efluente tratado. Os

valores sombreados correspondem a degradagdo dos hidrocarbonetos superior a 10 %.

Tabela IV — Perfil cromatografico dos ensaios de biorremediagéo

Ensaio 1a — Planococcus citreus
Numero de picos que sofreram redugao de area

Porcentagem de redugao das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
areas dos picos
100,00 % 18 16 15 3
90 — 99,99 % 2 3 3 0
70 — 89,99 % 1 4 {14 0
50 — 69,99 % 3 9 20 0
20 - 49,99 % 5 18 9 43
0-19,99 % 29 10 8 59

Ensaio 1b — Pantoea agglomerans
Nimero de picos que sofreram redugao de area

Porcentagem de redugao das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
areas dos picos
100,00 % 10 16 15 3
90 - 99,99 % 2 3 4 0
70 — 89,99 % 8 4 23 0
50 — 69,99 % 20 9 16 1
20 — 49,99 % 11 18 3 19
0-19,99 % 7 10 8 82
Ensaio 2
Nuamero de picos que sofreram redugao de area
Porcentagem de redugao das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
areas dos picos
100,00 % 6 11 16 3
90 — 99,99 % 3 4 2 0
70 — 89,99 % 17 6 15 0
50 — 69,99 % 20 15 21 0
20 — 49,99 % 5 16 9 86
0-19,99 % 7 (10 6 16
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Tabela IV - continuagdo
Ensaio 3a — Planococcus citreus

Namero de picos que sofreram reducgao de area

Porcentagem de reducéo das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
_ areas dos picos
! 100,00 % 12 9 9 20
[ 90 - 99,99 % 2 3 5 7
i 70 — 89,99 % 5 6 12 20
50 — 69,99 % 7 12 16 9
20 — 49,99 % 9 20 13 2
[ 0-19,99 % 32 10 14 6

Ensaio 3b — Pantoea agglomerans
Numero de picos que sofreram reducgao de area

Porcentagem de reducdo das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
areas dos picos
100,00 % 12 10 7 18
90 — 99,99 % 4 4 5 13
70 — 89,98 % 6 10 18 22
50 — 69,99 % 2 13 18 5
20 — 49,99 % 6 17 8 3
0-19,99 % 37 6 13 2
Ensaio 4
Namero de picos que sofreram reducgao de area
Porcentagem de redugdo das 24 horas 48 horas 72 horas 120 horas
areas dos picos
100,00 % 12 10 5 17
90 — 99,99 % 2 5 5 9
70 — 89,99 % 5 13 18 23
50 - 69,99 % 3 21 18 8
20 - 49,98 % 3 5 10 0
0-19,99 % 42 6 13 6

A analise dos resultados apresentados na tabela |V revela uma tendéncia de
aumento do numero de picos, correspondentes aos hidrocarbonetos passiveis de
sofrerem reducéo de area pelos ensaios de biorremediacéo, proporcional ao tempo de
incubagédo. Fica evidente que nos intervalos superiores a 24 horas, uma quantidade
maior de picos tiveram a area original reduzida em 20 a 49,99%.

Os intervalos intermediarios de redugdo de area dos picos (20 a 69,99%)

predominaram em todos os ensaios de biorremediacdo, o que torna explicita a
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potencialidade de degradacdo ou transformag&o dos hidrocarbonetos presentes no

efluente da oficina através da biorremediag&o.

As figuras 33 e 34 mostram os hidrocarbonetos correspondentes aos analisados
como padrdes de referéncia, benzeno, tolueno, p-xileno, m-xileno, o-xileno e heptano,
presentes no efluente controle nédo tratado e/ou no efluente submetido aos ensaios de
biorremediagédo. Os tempos de retengdo para os hidrocarbonetos padrées foram os
seguintes: 0,914 minutos para benzeno, 1,508 minutos para heptano, 1,517 minutos
para tolueno, 2,515 minutos para p-xileno, 2,729 minutos para m-xileno e 3,645 minutos
para o-xileno. O primeiro pico detectado nos cromatogramas, a 0,450 minutos,
correspondeu ao hexano utilizado na diluigdo das amostras.

Somente as amostras que apresentaram picos correspondentes aos
hidrocarbonetos padrées durante as analises cromatograficas estdo sendo
representadas nas figuras 33 e 34.

Da mesma forma que para os acidos graxos analisados no efluente da industria de
sabdes e margarinas, muitos picos foram detectados nas amostras submetidas aos
ensaios de biorremediacdo que ndo estavam presentes na amostra referente ao

efluente controle nao tratado.
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Figura 33: Presenga de hidrocarbonetos padrées nos efluentes da oficina ndo tratado e
nos efluentes submetidos aos ensaios 1 e 2 de biorremediacao, sendo Pc: Planococcus

citreus; Pa: Pantoea agglomerans; Area em pV.s.
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Figura 32: Presenca de hidrocarbonetos padroes nos efluentes da oficina nao tratado e
nos efluentes submetidos aos ensaios 3 e 4 de biorremediagao, sendo Pc: Planococcus
citreus; Pa: Pantoea agglomerans; Area em puV.s.

No caso dos hidrocarbonetos padrdes, é evidente que principalmente benzeno e
p-xileno sdo formados durante o crescimento microbiano ou sob influéncia da agao
detergente do biosurfactante no efiuente.

Varios trabalhos (ISIGIGUR et al., 1996; BREEDVELD et al., 1997; OGDEN et al.,
1998) tem mostrado um perfil cromatografico para as andlises de hidrocarbonetos onde
compostos com um nimero baixo de carbonos s&o retidos num tempo menor que
compostos com um nimero mais elevado de carbonos, independentemente da coluna

utilizada. O mesmo pode ser confirmado através do boletim 868A da Supelco

(SUPELCO, 1994).
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Observando-se os resultados obtidos nos ensaios 1 e 2 em 24 horas de
incubagao, fica evidente que as bactérias Planococcus citreus € Pantoea agglomerans
se mostraram mais eficientes na degradagdo dos hidrocarbonetos detectados com
tempo de retencdo superior a 30 minutos, quando comparadas aos valores de
degradacéo obtidos pelo ensaio 2. Desta forma, pode-se afirmar que em 24 horas de
incubag@o, o ensaio 1a se mostrou mais interessante para a biorremediagdo do
efluente, quando da analise de hidrocarbonetos mais pesados. Ainda para 24 horas de
incubagéo, cabe ressaltar que, com exceg¢do dos hidrocarbonetos retidos em tempo
superior a 30 minutos, os compostos degradados através do ensaio 1 também se
mostraram passiveis de transformacgao pelo ensaio 2, ainda que na maioria das vezes,
numa porcentagem de degradagdo menor. Somente os compostos retidos em 15,34,
18,21, 18,70 e 23,14 minutos foram apenas degradados pelo ensaio 2.

Para os intervalos de incubagdo de 48, 72 e 120 horas, ficou muito aparente a
influéncia dos ensaios de biorremediagdo na degradagdo dos compostos oleosos.
Todos os picos analisados apdés 16 minutos de corrida cromatografica foram
degradados por pelo menos um dos ensaios de biorremediacéo ao qual o efluente foi
submetido. Ao contrario do observado para as primeiras 24 horas de incubacdo, os
hidrocarbonetos mais pesados foram degradados totalmente ou parcialmente pelas
linhagens bacterianas adicionadas isoladamente ou em consorcio.

Para todos os intervalos de tempo foi possivel observar um perfil de degradacéo
dos compostos. Um dado composto degradado por um determinado ensaio, salvo raras
excegbes, se mostrou passivel de degradacdo pelos outros ensaios onde bactérias
foram adicionadas ao efluente. O mais interessante consiste que a porcentagem de

degradac&o dos hidrocarbonetos presentes no efluente, através dos ensaios de
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biorremediagéo se mostrou muito proxima entre os trés ensaios analisados (ensaio 1a,
1b e ensaio 2). Um exemplo foi o ocorrido com o pico retido em 10,20 minutos, uma
porcentagem de degradag&o de aproximadamente 95,00 % foi observada para todos os
ensaios de biorremediagdo, em todos os tempos de incubag&o (24, 48, 72 e 120 horas).

Os resultados de degradacado obtidos em 120 horas de incubagdo se mostraram
mais significativos pois apenas um pico, retido em 2,25 minutos, néo sofreu degradagao
por nenhum tipo de ensaio de biorremediagdo. Todos os outros picos detectados no
efluente tratado e que estavam presentes no efluente controle sofreram degradagéo
apos 0s ensaios.

Apesar da influéncia positiva de todos os ensaios que fizeram uso das células
bacterianas, o consorcio de bactérias se mostrou mais interessante na redugéo da area
dos picos analisados em 72 horas de incubagdo e o mesmo pode ser comentado em
relagdo & linhagem Pantoea agglomerans, dué se destacou na degradagao ou
transformacéo dos hidrocarbonetos presentes no efluente, nos intervalos de 72 e 120
horas.

O efluente controle ndo apresentou picos correspondentes ao composto benzeno,
detectado em 0,91 minutos, em nenhum intervalo de incubagéo. Mas, durante a
degradacéo ou transformagéo dos compostos oleosos presentes no efluente através da
acao das linhagens bacterianas adicionadas, benzeno pdde ser detectado quando os
ensaios 1 e 2 foram realizados, em 24 e 48 horas de incubagdo; em 72 horas de
incubagao do consorsio de bactérias (ensaio 2) e em 120 horas de incubagdo das
linhagens Planococcus citreus © Pantoea agglomerans isoladas. Desta forma, benzeno
foi formado em todos os tempos de tratamento do efluente. Como nao foi oportuno a

este trabalho a identificagédo quimica de todos os compostos presentes no efluente, fica
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dificil qualquer afirmagé&o em relagéo ao aparecimento deste composto no efluente, uma
vez que ndo se sabe se 0s compostos que o originaram tinham um grau de toxicidade
mais elevado ou menos elevado que o benzeno.

Os compostos m-xileno e heptano, presentes no efluente controle em 24 e 48
horas, respectivamente, sofreram degradacdo. No caso do m-xileno pode-se afirmar
que os ensaios de biorremediagdo levaram a uma degradagdo do composto pois em 24
horas de incubagéo, uma redugdo na area dos picos foi observada com os ensaios 1 e
2. O ensaio 1a levou a formagédo de m-xileno no efluente, uma vez que este composto
nao ocorreu no controle.

A ndo observagdo de m-xileno e heptano em amostras do efluente controle nos
intervalos de 24 e 48 horas, respectivamente, pode significar a atenuacgdo natural
destes compostos, através de evaporagao, hidrolise ou oxidacdo fotoquimica, durante a
incubagao do efluente (FAY et g/, 1997).

O composto p-xileno somente foi observado durante o ensaio 1a em 48 horas de
incubagdo. Novamente, este fato pode ser relacionado a transformacgéo de outros
compostos presentes no efluente controle, cujo produto ou um dos produtos da
transformacgao destes compostos, foi o p-xileno. Nos demais intervalos de incubacéo, p-
xileno n&o foi detectado, portanto sofreu degradagéo bidtica ou abiotica.

Assim como os compostos benzeno e p-xileno, presentes no efluente somente
apos os ensaios de biorremediagdo, muitos outros picos foram detectados apenas no
efluente tratado, se mostrando ausentes no efluente controle. Este fato pode ser
faciimente relacionado a transformacéo dos compostos oleosos presentes no efluente
(BAKER & HERSON, 1994). Estes compostos poderiam sofrer biodegradacdo em

intervalos de incubagdo superiores a 120 horas ou servir de substrato para o
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metabolismo de organismos autdctones ao efluente ou sofrer degradagéo abidtica.
Estas suposigées somente poderdo ser comprovadas através de experimentos que
possibilitem a marcagio destes compostos e a observagéo do comportamento dos
mesmos frente a diversos fatores que promovam a degradagéo quimica.

Em sintese, os ensaios 1 e 2 de biorremediagédo colaboraram para a degradagao
ou transformacédo dos compostos oleosos presentes no efluente da oficina, de uma
forma rapida pois em 120 horas de incubagdo, a grande maioria dos compostos
detectados haviam sofrido biodegradagéo.

Em relagdo aos ensaios 3 e 4, onde os biosurfactantes bacterianos foram
adicionados isoladamente ou em consoércio ao efluente, pode-se notar que um perfil de
degradagdo dos componentes oleosos semelhante aos ensaios 1 e 2 foi estabelecido.
Em 24 horas de incubagéo, os hidrocarbonetos detectados apos 16 minutos de corrida
cromatografica se mostraram mais facilmente removidos do efluente, com auxilio do
biosurfactante produzido pela linhagem planococcus citreus: adicionado isoladamente
a0 efluente. Em 48 horas de incubagdo, uma redugdo na éarea dos picos
correspondentes & maioria dos compostos oleosos foi observada de uma forma mais
intensa (porcentagem maior de redug&o de area dos picos analisados), quando o
consoércio de biosurfactantes foi utilizado. Em 72 horas de incubagédo, uma porcentagem
superior as obtidas com o biosurfactante da planococcus citreus € O consorcio de
biosurfactantes, foi obtida pela adigdo do biosurfactante produzido pela bactéria
Pantoea agglomerans. NO intervalo de 120 horas, o biosurfactante de pantoea
agglomerans s€ mostrou mais eficiente na reducéo da area dos picos detectados até 30

minutos de corrida cromatografica; para os compostos com tempo de retencéo
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superiores a 30 minutos, a adigdo do consorcio de biosurfactantes e o biosurfactante da
linhagem planococcus citreus fol mais significativa.

Especificamente para os ensaios onde os biosurfactantes liofilizados foram
introduzidos ao efluente, a justificativa plausivel para o fato dos compostos oleosos
terem sido removidos ou degradados no efluente, seria a de que os microrganismos
autoctones do efluente da oficina poderiam estar fazendo uso dos biosurfactantes
dispersos no meio para a utilizagdo dos hidrocarbonetos como substrato metabdlico.
Como no presente trabalho n&o foi realizada nenhuma amostragem da concentragdo
celular nos efluentes que sofreram a adicdo dos produtos bacterianos, devido a
centralizag&o dos estudos de biorremediag&o na influéncia da adigcdo de biosurfactantes
no meio, fica uma lacuna em relagéao a justificativa apresentada, uma vez que nao é
possivel mensurar .ou afirmar que houve crescimento microbiano durante os ensaios de
biorremediagao 3 e 4.

Da mesma forma que o ocorrido para os ensaios 1 e 2, o efluente controle néo
apresentou picos correspondentes ao composto benzeno, em nenhum intervalo de
incubagao. Os picos que puderam ser comparados aos hidrocarbonetos padroes foram
heptano (presente em 24 e 48 horas), tolueno e m-xileno (presentes em 72 horas) e o-
xileno (presente em 120 horas). Todos os picos presentes no efluente controle ndo
foram detectados no efluente tratado, determinando uma degradacéo ou transformacéo
dos compostos oleosos.

Em relagdo ao benzeno, o ensaio 3 em 48 horas levou a sua formagdo e o mesmo
ocorreu com o ensaio 4 em 48, 72 e 120 horas de incubagdo. Como o benzeno néo foi

detectado apos 48 horas par o ensaio 3, fica evidente que pdde ser utilizado como
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substrato metabolico por microrganismos presentes no efluente ou transformado
quimicamente através de oxidagao ou hidrolise.

Em relacéo & influéncia das linhagens bacterianas e biosurfactantes nos efluentes
estudados, tanto a adicdo das linhagens bacterianas como a adi¢&o dos biosurfactantes
liofilizados foram interessantes do ponto de vista da biorremediagéo. Resultados
otimistas foram conseguidos com os dois tipos de ensaios, aqueles que utilizaram
células bacterianas e os que utilizaram os biosurfactantes. Diferengas muito sutis foram
observadas entre a incorporagéo das células bacterianas ou biosurfactantes liofilizados
aos efluentes. De uma forma geral, a taxa de degradagdo dos compostos foi
praticamente uniforme entre cada um dos ensaios utilizados e linhagem bacteriana
incorporada ao efluente.

Em se tratando de uma possivel utilizagdo no tratamento industrial destes
efluentes, a opgdo menos onerosa seria a adigdo das bactérias aos efluentes,
possivelmente na forma desidratada ou liofilizada, uma vez que 0 perfil de degradacao
dos acidos graxos e hidrocarbonetos foi muito similar a utilizagao dos biosurfactantes

liofilizados, os quais teriam um custo de produgdo mais elevado.
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5) Consideragoes finais

O efluente da induastria foi melhor biorremediado quando os biosurfactantes
bacterianos liofilizados foram incorporados ao efluente na forma de consorcio, pois
nenhum pico correspondente a acidos graxos foi detectado no efluente apos o ensaio 4.
Este dado ndo descarta a utilizagdo dos biosurfactantes isolados nem das linhagens
bacterianas no tratamento do efluente da indulstria, uma vez que resultados muito
promissores também foram obtidos para os ensaios 1, 2 e 3 de biorremediacéo.

Quando a linhagem Pjanococcus citreus ©u © biosurfactante produzido por esta
bactéria foram incorporados ao efluente da oficina, uma nitida redugdo na area dos
picos correspondentes a hidrocarbonetos com elevado nimero de carbonos podde ser
observada em 24 horas de incubag¢do. Em 120 horas de incubagéo, todos os ensaios se
mostraram eficientes na biorremediacao do efluente.

A degradac&do dos compostos oleosos, o aumento na concentracdo celular das
linhagens e a redugédo da demanda quimica de oxigénio ndo podem ser observados
como fatos isolados. Certamente estdo relacionados entre si de uma forma muito mais
coesa do que este trabalho pbéde demonstrar, uma vez que os processos e vias
metabodlicas para a degradagéo dos compostos oleosos estudados, pelas linhagens
utilizadas, sao completamente obscuros.

O tipo de emuls&o formada, oriunda da ag&o dos biosurfactantes produzidos pelas
bactérias analisadas, influenciou na degradagéo dos compostos oleosos e redugéo da
demanda quimica de oxigénio dos efluentes estudados. A degradacdo dos
hidrocarbonetos pelas linhagens bacterianas certamente envolveu emulsées do tipo
Oleo em &agua pois foram as Unicas passiveis de analise nas atividades de

emulsificag&do. No efluente da indUstria, tanto as emulsGes 6leo em agua como as agua
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em oleo foram detectadas durante a agdo bacteriana e muito possivelmente,
contribuiram para a degradagéo dos acidos graxos presentes no efluente.

No caso dos biosurfactantes isolados, o biosurfactante produzido pela linhagem
Planococcus citreus levou a emulsdes do tipo 6leo em agua e o produzido pela Pantoea
agglomerans: emulsdes do tipo agua em dleo. Certamente, o tipo de emuls&o formada
pelos biosurfactantes no efluente, possibilitou a disponibilizagéo dos compostos oleosos
para uma significativa biorremediag&o do efluente.

Concluindo, pode-se considerar que as bactérias pjanococcus citreus © Pantoea
agglomerans € seus produtos, os biosurfactantes, tém alto potencial de aplicagdo na
biorremediacdo de efluentes oleosos, levando a uma redug&o significativa da demanda
quimica de oxigénio e a degradagdo de compostos oleosos.

Estudos futuros que possam elucidar quais microorganismos estariam presentes
naturalmente nos efluentes da industria e oficina e qual o papel desempenhado por
estes na biorremediagao dos efluentes na presenga de um composto de superficie ativa
bacteriano, certamente colaborardo para um melhor entendimento da influéncia de
biosurfactantes em efluentes oleosos e viabilidade de aplicagdo de microrganismos e

seus produtos no tratamento industrial destes efluentes.
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Apéndice 1: Concentragéo celular das linhagens durante crescimento nos efluentes

Efluente da oficina

Efluente da industria de

sabdes e margarinas

Ensaio de tempo de |média da desvio |tempo de |média da desvio
biorremediagio (n°) incubagédo [concentragdo |padrdo |incubac¢do |concentragao |padrao
em horas |celular em em horas |celular em
mg/mL (n=3) mg/mL
(n=3)
Planococcus citreus (1a) 24 0,944 0,001 24 7,714 0,001
Planococcus citreus (1a) 48 1,434 0,001 48 130,774 0,003
Planococcus citreus (1a) 72 2,266 0,001 72 108,564 0,001
FPlanococcus citreus (1a) 120 1,826 0,001 120 65,378 0,001
Pantoea agglomerans (1b) |24 0 0 24 56,352 0,002
Pantoea agglomerans (1b) |48 0 0 48 59,114 0,001
Pantoea agglomerans (1b) T 0 0 72 55,648 0,001
Pantoea agglomerans (1b) 120 2,478 0,001 120 51,048 0,001
consorcio de bactérias (2) 24 2,33 0 24 43,506 0,001
consorcio de bactérias (2) 48 4,56 0,005 48 55,53 0,011
consorcio de bactérias (2) 72 10,016 0,004 72 46,63 0,005
consorcio de bactérias (2) 120 6,252 0,001 120 62,362 0,001
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Apéndice 2: Determinagdo da DQO durante os ensaios de biorremediagdo no efluente
da oficina

Efluente da oficina

Ensaio de ' tempo de média da demanda desvio redugao da
biorremediacgio (n°) incubagio e [quimica de oxigénio em |padrao DQO (%)

horas mg/L (n=3)
controle ensaio (1 e 2) 24 5500 0 -
controle ensaio (1 e 2) 48 5500 0 -
controle ensaio (1 e 2) 72 5500 0 7
controle ensaio (1 e 2) 120 5500 0 -
controle ensaio (3 e 4) 24 5500 0 -
controle ensaio (3 e 4) 48 5500 0 -
controle ensaio (3 e 4) 72 5500 0 -
controle ensaio (3 e 4) 120 5500 0 -
Planococcus citreus (1a) 24 4370 1 20,54
Planococcus citreus (1a) 48 ' 5320 2 3,27
Planococcus citreus (1a) 72 3270 0 40,54
Planococcus citreus (1a) 120 2830 2 48,54
Pantoea agglomerans (1b) 24 3980 7 27,63
Pantoea agglomerans (1b) 48 3730 2 32,18
Pantoea agglomerans (1b) 72 3850 2 30
Pantoea agglomerans (1b) 120 4080 0 25,81
consorcio de bactérias (2) 24 4230 2 23,09
consorcio de bactérias (2) 48 4030 9 26,72
consorcio de bactérias (2) 72 3120 2 43,27
consorcio de bactérias (2) 120 3930 0 28,54
biosurfactante de 24 3470 2 36,90
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 48 4010 1 27,09
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 72 3090 4 43,81
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 120 4050 2 26,33
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 24 2500 1 54,54
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 48 4380 2 20,36
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 72 2440 3 55,63
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 120 4450 4 19,09
Pantoea agglomerans (3b)
consorcio de biosurfactantes (4) 24 3350 1 39,09
consorcio de biosurfactantes (4) 48 2340 0 57,45
consorcio de biosurfactantes (4) |72 3460 3 37,09
consorcio de biosurfactantes (4) 120 4680 3 14,90

-: nao se aplica por ser controle



100

Apéndice 3: Determinagdo da DQO durante os ensaios de biorremediacéo no efluente
da industria de sabdes e margarinas

Efluente da industria de saboes e margarinas
Ensaio de tempo de média da demanda desvio reducao da
biorremediag&o (n°) incubagdo em |quimica de oxigénio em |padrao DQO (%)

horas mg/L (n=3)

controle ensaio (1 e 2) 24 4400 0 =
controle ensaio (1 e 2) 48 4400 0 -
controle ensaio (1 e 2) 72 4400 0 -
controle ensaio (1 e 2) 120 4400 0 -
controle ensaio (3 e 4) 24 4400 0 .
controle ensaio (3 e 4) 48 4400 0 -
controle ensaio (3 e 4) 72 4400 0 -
controle ensaio (3 e 4) 120 4400 0 -
Planococcus citreus (1a) 24 2100 2 52,27
Planococcus citreus (1a) 48 1070 2 75,68
Planococcus citreus (1a) 72 1060 3 75,90
Planococcus citreus (1a) 120 1700 4 61,36
Pantoea agglomerans (1b) 24 1860 1 57,72
Pantoea agglomerans (1b) 48 1850 3 57,95
Pantoea agglomerans (1b) 72 1240 4 71,81
Pantoea agglomerans (1b) 120 1800 2 59,09
consorcio de bactérias (2) 24 3060 3 30,45
consorcio de bactérias (2) 48 3830 1 12,95
consorcio de bactérias (2) 72 4960 2 0
consorcio de bactérias (2) 120 2480 1 43,63
biosurfactante de 24 2990 0 32,04
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 48 3950 3 10,22
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 72 3070 4 30,22
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 120 3800 4 13,63
Planococcus citreus (3a)
biosurfactante de 24 1720 3 60,90
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 48 5240 3 0
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 72 4020 4 8,63
Pantoea agglomerans (3b)
biosurfactante de 120 2160 3 50,90
Pantoea agglomerans (3b)
consoércio de biosurfactantes (4) 24 1950 2] 55,68
consarcio de biosurfactantes (4) 48 3850 2 12,5
consércio de biosurfactantes (4) |72 3000 2 31,81
consorcio de biosurfactantes (4) 120 5150 3 0

. ndo se aplica por ser controle
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Apéndice 4: Perfil cromatografico dos ensaios 1 e 2 em 24 horas de incubag&o do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (pV.s) % AREA (uV.s) % AREA (pV.s) %
RETENCAO [ CONTROLE | ENSAIO 1 | degradagd@o | ENSAIO 1 | degradagdo | ENSAIO 2 |degradacao
(minutos) (uV.s) _ENSAIO 1 ENSAIO 1 ENSAIO 2
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans |agglomerans
24 h 24 h 24 h
1,696 13807 ND 100,00 ND 100,00 13174 4,58
1,07 36807 ND 100,00 15345 58,30 12995 64,69
1,875 48121 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
2,631 25638 ND 100,00 13679 46,64 11040 56,93
3,663 103334 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
4,026 16006 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
4,524 46488 12878 72,29 17577 62,19 14074 69,72
5,125 131982 12192 90,76 ND 100,00 ND 100,00
5,749 26743 ND 100,00 21992 17,76 17576 34,27
6,404 47272 35770 24,33 ND 100,00 31515 33,33
7,451 151856 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
8,154 17197 30156 0 21861 0 17080 0,68
9,004 58355 ND 100,00 82171 0 65052 0
10,112 197490 18160 90,80 16432 91,67 12763 93,53
11,087 54465 ND 100,00 ND 100,00 19602 64,00
11,841 240514 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
12,478 76451 ND 100,00 45555 40,41 33400 56,31
13,249 182412 78405 57,01 57163 68,66 42742 76,56
13,808 97965 ND 100,00 138041 0 104012 0
14,147 66173 ND 100,00 29932 54,76 19953 69,84
14,525 93608 80768 13,71 42801 54,27 33582 64,12
14,931 124056 ND 100,00 59459 52,07 45763 63,11
15,269 194693 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
15,591 60410 305245 0 313864 0 235335 0
16,096 91703 64206 29,98 42035 54,16 29792 67,51
16,632 222735 96118 56,84 62456 71,95 43294 80,56
17,321 110035 106796 2,94 55101 49,92 38346 65,15
18,173 340481 311018 8,65 261313 23,25 187743 44 85
18,697 317529 230322 27,46 163360 48,55 118335 62,73
19,128 104982 101839 2,99 59457 43,36 40095 61,80
19,560 117005 ND 100,00 75283 35,65 50649 56,71
19,863 229643 364470 0 225060 1,99 163177 28,94
20,226 63413 ND 100,00 23915 62,28 15636 75,34
20,744 306467 355646 0 249775 18,49 176619 42,36
21,082 61538 63621 0 21570 64,94 13413 78,20
21,396 154829 137431 11,23 82125 46,95 52761 65,92
22,043 197661 173424 12,26 61961 68,65 40536 79,49
22,399 353869 204342 42,25 148533 58,02 107373 69,65




Apéndice 4 - continuagao
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23,127 310738 296171 4,68 209394 32,61 129818 58,22
23,993 438106 420278 4,06 155795 64,43 109195 75,07
24,764 129129 115011 10,93 57002 55,85 37557 70,91
25,028 94457 85154 9,84 30840 67,35 18419 80,50
25,381 411654 235762 42,72 "[169636 58,79 118083 71,31
26,141 156590 135805 13,27 76036 51,44 47704 69,53
26,412 286500 285525 0,34 108450 62,14 80433 71,92
27,193 204159 188152 7,84 101578 50,24 71457 64,99
27,524 189630 182284 3,87 122292 35,51 84570 55,40
27,986 191662 174864 8,76 69000 63,99 45251 76,39
28,608 518352 258985 50,03 47077 90,91 35655 93,12
29,564 302476 272570 9,88 157216 48,02 116201 61,58
30,160 242428 218502 9,86 44159 81,78 29894 87,66
30,641 250754 229636 8,42 28536 88,61 19181 92,35
31,107 116246 116291 0 23560 79,73 32879 71,71
31,621 344169 278595 19,05 129536 62,36 102681 70,16
32,061 142111 117133 17,57 22325 84,29 17898 87,40
32,471 181823 172699 5,01 36926 79,69 30203 83,38
32,827 113336 105745 6,69 13939 87,70 10668 90,58
33,425 377613 333538 11,67 82301 78,20 57324 84,81

ND: ndo detectado
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Apéndice 5: Perfil cromatografico dos ensaios 1 e 2 em 48 horas de incubagdo do

efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (pV.s) % AREA (pV.s) % AREA (uV.s) %
RETENCAO |CONTROLE | ENSAIO 1 | degradacdo | ENSAIO 1 | degradagédo | ENSAIO 2 |degradacao
(minutos) (uV.s) ENSAIO 1 ENSAIO 1 ENSAIO 2
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans |agglomerans
48 h 48 h 48 h

0,707 10039 9621 4,16 19322 0 ND 100,00
0,885 7738 15539 0 26878 0 25617 0
1,098 36077 10422 71,11 12080 66,51 11352 68,53
1,476 10216 ND 100,00 4298 57,92 4050 60,35
1,939 49974 ND 100,00 5132 89,73 4891 90,21
2,719 31896 9023 71,71 100,0096 68,34 9626 69,82
3,802 110245 9454 91,42 10110 90,82 9671 91,22
4,175 15183 20483 0 22809 0 21443 0
4 693 44397 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
5,312 135156 9868 92,69 10697 92,08 10272 92,39
5,929 24344 97308 0 99785 0 96149 0
6,674 41102 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
7,688 168164 125510 25,36 149492 11,10 159803 4,97
9,162 40375 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,217 156830 7436 95,25 7705 95,08 7392 95,28
11,197 31394 103709 0 103792 0 101606 0
11,919 212607 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
12,528 45404 166816 0 ND 100,00 ND 100,00
13,308 147289 39329 73,29 40202 72,70 38963 73,54
13,861 42615 99670 0 98600 0 97475 0
14,579 104708 32913 68,56 30783 70,60 29087 72,22
15,314 280246 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
15,642 29867 223620 0 223635 0 219021 0
16,138 60440 22061 63,49 ND 100,00 ND 100,00
16,652 86509 42383 51,00 41865 51,60 41868 51,60
16,925 47606 48926 0 51087 0 49153 0
17277 53098 34902 34,26 34158 35,66 35911 32,36
18,199 264717 183415 30,71 184728 30,21 178182 32,68
18,689 187755 122659 34,67 117225 37,56 111487 40,62
19,165 59682 40118 32,78 40166 32,69 39671 33,52
19,576 94378 60864 35,51 57943 38,60 54959 41,76
19,883 196062 152719 22,10 154827 21,03 150475 23,25
20,757 277460 179946 35,14 179355 35,35 172008 38,00
21,397 160377 47739 70,23 57186 64,34 54771 65,84
22,047 76301 47110 38,25 44658 41,47 43664 42,77
22,446 219444 111666 49,11 106947 51,26 101993 53652
23,137 213202 128216 39,86 128486 39,73 141808 33,48
23,988 283185 114389 59,60 119423 57,82 104881 62,96




Apéndice 5 - continuagao
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24,761 71568 39934 44,20 41450 42,08 37456 47,66
25,028 55575 27081 51,27 26500 52,31 23024 58,57
25,389 166669 123028 26,18 120756 27,54 116537 30,07
25,684 69227 34764 49,78 30343 56,16 27507 60,26
26,143 94246 58992 37,40 54374 42,30 49910 47,04
26,406 174099 84167 51,65 80540 53,73 77175 55,67
27,185 127543 85383 33,05 79014 38,04 72526 43,13
27,532 128672 94080 26,88 93266 27,51 84038 34,68
27,929 95251 53613 43,71 54564 42,71 47256 50,38
28,428 101805 34130 66,50 32517 68,09 32449 68,15
28,685 110677 39015 64,74 39194 64,58 34575 68,76
29,107 43865 19582 55,35 18571 57,66 17314 60,52
29,578 185649 121804 34,39 118043 36,41 111786 39,78
30,157 111828 ND 100,00 31649 71,69 31363 71,95
30,616 121478 ND 100,00 - 23717 80,47 ND 100,00
31,094 53655 ND 100,00 17864 66,70 17249 67,85
31,542 173279 ND 100,00 101105 41,65 94466 45,48
32,059 52561 ND 100,00 15144 71,18 14443 72,52
32,495 84140 ND 100,00 28050 66,66 23836 71,67
32,834 44796 ND 100,00 9097 79,69 8203 81,68
33,090 33278 ND 100,00 7465 77,56 ND 100,00
33,432 127314 ND 100,00 58554 54,00 ND 100,00

ND: ndo detectado
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Apéndice 6: Perfil cromatografico dos ensaios 1 e 2 em 72 horas de incubagdo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (uV.s) % AREA (uV.s) % AREA (uV.s) %
RETENCAO |CONTROLE | ENSAIO 1 | degradagdo | ENSAIO 1 | degradag&o | ENSAIO 2 |degradaga@o
(minutos) (uV.s) ENSAIO 1 ENSAIO 1 ENSAIO 2
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans |agglomerans
72 h 72 h 72h
0,622 4295 8364 0 11648 0 ND 100,00
0,706 13826 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
0,884 . 9001 19292 0 27032 0 34910 0
1,092 40093 9514 76,27 12383 69,11 15658 60,94
1,467 11309 3414 69,81 4330 61,71 5583 50,63
1,714 1905 3825 0 4295 0 5605 0
1,927 55210 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
2,408 1675 5857 0 6409 0 ND 100,00
2,697 29394 9536 67,55 10072 65,73 13244 54,94
2,980 3731 55066 0 54335 0 69736 0
3,250 5524 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
3,776 120567 10013 91,69 10132 91,59 13319 88,95
4,132 16761 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
4,642 47443 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
5,224 147061 10431 92,90 ND 100,00 ND 100,00
5,867 25988 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
6,597 45494 ND 100,00 ND 100,00 38236 15,95
7,661 194348 123120 36,64 153758 20,88 ND 100,00
9,109 57472 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,240 206227 8823 95,72 8466 95,89 10224 95,04
11,190 52327 115550 0 109570 0 ND 100,00
11,940 261597 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
12,467 66889 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
13,337 214217 45242 78,88 39723 81,45 51944 75,75
13,895 66933 ND 100,00 ND 100,00 130279 0
14,247 54444 47408 12,92 34151 37,27 46262 15,02
14,570 86420 33173 61,61 26755 69,04 35019 59,47
15,044 155784 43437 72,11 40423 74,05 51190 67,14
15,341 251120 ND 100,00 ND 100,00 50546 79,87
16,165 111134 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
16,657 126966 48608 61,71 39276 69,06 51946 59,08
16,950 91788 56868 38,04 151724 0 63484 30,83
17,327 75852 25042 66,98 17713 76,64 27128 64,23
18,224 379118 210757 44 .40 178707 52,86 222688 41,26
18,725 242365 142882 41,04 106760 55,95 133270 45,01
19,207 97620 47581 51,25 33449 65,73 44829 54,07
19,592 150787 66665 55,78 49880 66,92 58649 61,10
19,912 249986 180606 27,75 151724 39,30 191787 23,28




Apéndice 6 - continuacgdo
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20,783 409924 208594 49,11 170774 58,34 208536 49,12
21,117 53332 15559 70,82 6887 87,08 12687 76,21
21,404 103332 60938 41,02 45816 55,66 62031 39,96
21,700 123854 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
22,072 139142 53894 61,26 38042 72,65 46110 66,86
22,455 220477 1335632 39,43 95684 56,60 119687 45,71
22,699 105089 ND 100,00 7517 92,84 25806 75,44
23,159 323448 174904 45,92 133691 58,66 165911 48,70
23,995 293162 127725 56,43 06822 66,97 128853 56,04
24,287 180630 75620 58,13 51870 71,28 66429 63,22
24,768 135225 43831 67,58 27747 79,48 40954 69,71
25,038 99597 29576 70,30 14252 85,69 19521 80,40
25,412 251841 142310 43,49 109231 56,62 135382 46,24
25,671 141725 42599 69,94 18419 87,00 25198 82,22
26,155 157735 62306 60,49 43322 72,53 53130 66,31
26,411 278471 95868 65,57 70882 74,54 95613 65,66
27,193 265411 88152 66,78 61247 76,92 86012 67,59
27,554 217427 107191 50,70 79471 63,44 102428 52,89
27,933 191885 59202 69,14 34875 81,82 64689 66,28
28,431 177553 37555 78,84 26845 84,88 48285 72,80
28,676 140506 49680 64,64 30164 78,53 45616 67,53
28,907 190078 23487 87,64 15238 91,98 20835 89,03
29,601 332400 141485 57,43 137963 58,49 132604 60,10
30,165 246706 38212 84,51 33252 86,52 42957 82,58
30,745 329507 38001 88,46 43162 86,90 61215 81,42
31,110 145621 20973 85,59 16641 88,57 18887 87,03
31,551 332690 117358 64,72 89535 73,08 104662 68,54
32,081 144159 20366 85,87 23376 83,78 17773 87,67
32,520 215448 40684 81,11 30972 85,62 44153 79,50
32,850 130445 18188 86,05 13137 89,92 11517 91,17
33,450 402487 77200 80,81 60023 85,08 65553 83,71

ND: ndo detectado
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Apéndice 7: Perfil cromatografico dos ensaios 1 e 2 em 120 horas de incubacdo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (nV.s) % AREA (uV.s) % AREA (uV.s) %
RETENCAO | CONTROLE | ENSAIO 1 | degradagéo | ENSAIO 1 | degradacdo | ENSAIO 2 |degradagao
(minutos) (uVv.s) ENSAIO 1 ENSAIO 1 ENSAIO 2
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans | agglomerans
120 h 120 h 120 h

0,637 11455 8775 23,39 11462 0 9918 13,41
0,817 18633 13768 26,10 17835 4,28 15644 16,04
0,929 25052 18429 26,43 23540 6,03 20919 16,49
1,026 7550 5865 22,31 7189 4,78 5864 22,33
1,105 12702 9544 24,86 10892 14,24 9961 21,57
1,230 15882 12251 22,86 14080 11,34 12668 20,23
1,308 5527 4334 21,58 5075 8,17 4407 20,26
1,437 4389 3444 21,53 4092 6,76 3640 17,06
1,586 51326 41329 19,47 45591 11,17 41181 19,76
1,752 4666 3786 18,85 4111 11,89 3720 20,27
1,814 4671 4206 9,95 4448 477 4030 13,72
1,896 3849 2927 23,95 3026 21,38 2756 28,39
2,047 5396 4652 13,78 4937 8,50 4208 22,01
2,245 18493 15273 17,41 8325 54,98 14501 21,58
2,418 7200 6220 13,61 6090 15,41 5596 22,27
2,666 11017 8678 21,23 9648 12,42 8503 22,81
2,865 3865 4015 0 3176 17,82 3179 17,74
3,038 61969 53059 14,37 51588 16,75 46098 25,61
3,397 13508 11798 12,65 11099 17,83 Q837 2717
3,841 11337 9468 16,48 9509 16,12 8509 24,94
4,060 2989 2503 16,25 2732 8,59 2536 15,15
4,248 24608 19855 19,31 21053 14,44 18564 24,56
4,486 15478 13800 10,19 12991 16,06 11733 24,19
4,874 11395 9592 15,82 9736 14,55 8795 22,81
5,332 11834 9471 19,96 10346 12,57 9219 22,09
5,646 16460 12909 21,57 15396 6,46 13582 17,48
6,091 119338 103991 12,86 99137 16,92 87761 26,46
6,509 31566 21684 31,30 28076 11,05 22133 29.88
7,098 68948 47248 31,47 67867 1,56 59673 13,45
0,728 156605 116708 25,47 147030 6,11 127091 18,84
8,046 20235 17994 11,07 15443 23,68 15719 22,31
8,303 23451 17669 24,65 21253 9,37 19075 18,66
8,610 4110 3139 23,62 4435 0 3823 6,98

8,927 64909 51501 20,65 . |57868 10,84 51159 21,18
9,578 185039 157971 14,62 156544 15,39 137064 25,92
10,008 12844 10711 16,60 11036 14,07 9718 24,33
10,229 9771 9094 6,928 7663 21,57 7192 26,39
10,416 11633 8755 24,73 10114 13,05 8891 23,57
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10,650 37670 30396 19,30 33227 11,79 29157 22,59
11,011 19442 20178 0 18711 3,75 16150 16,93
11,314 108999 89351 18,02 89097 18,25 76519 29,79
11,617 61743 45243 26,72 58819 4,73 52793 14,49
12,055 2870 2170 24,39 2621 8,67 2348 18,18
12,300 40324 36064 10,56 30900 23,37 31146 22,76
12,742 201501 171539 14,86 171758 14,76 145114 27,98
12,988 18186 14091 22,51 15492 14,81 13699 24,67
13,341 47387 40539 14,45 39409 16,83 34693 26,78
13,826 120069 103758 13,58 100,00477  [16,31 87242 27,34
14,085 22054 17764 22,61 18926 17,54 16489 28,16
14,346 42839 37284 12,96 35883 16,23 31705 25,99
14,675 30495 26723 12,36 25834 15,28 23919 21,56
15,111 45491 36191 20,44 39127 13,98 33932 25,40
15,406 50427 ND 100,00 ND 100,00 31348 37,83
15,640 222873 232586 0 229605 0 168060 24,59
15,875 6643 5445 18,03 ND 100,00 4871 26,67
16,064 34011 28232 16,99 32748 3,71 24137 29,03
16,400 25358 20980 17,26 20919 17,50 19236 24,14
16,801 49805 42085 15,50 41869 15,93 35799 28,12
17,078 59711 49027 17,89 49305 17,42 43348 27,40
17,432 24959 21464 14,00 19639 21,31 17374 30,38
17,631 16763 100,0098 39,76 14328 14,52 13189 21,32
18,330 216379 180476 16,59 182305 15,74 156051 27,88
18,817 128102 107255 16,27 107180 16,33 93367 27,11
19,232 42863 34712 19,01 36816 14,10 31873 25,63
19,700 63016 47172 25,14 48836 22,50 40491 35,74
19,985 185338 157182 15,19 158858 14,28 136569 26,31
20,341 15562 12111 22,17 12248 21,29 10999 29,32
20,856 209733 171870 18,05 175132 16,49 148477 29,20
21,196 11549 8382 27,42 100,0017 13,26 8344 27,75
21,495 58738 46186 21,36 49276 16,10 41443 29,44
21,864 20563 17425 15,26 16462 19,94 15061 26,75
22,144 47842 37890 20,80 38732 19,04 32143 32,81
22,5621 117065 97154 17,00 101329 13,44 85975 26,55
22,744 26556 19912 25,01 20784 21,73 17616 33,66
23,225 166047 136332 17,89 142102 14,42 107830 35,06
23,677 4203 2118 49,60 3490 16,96 2998 28,66
24,053 122949 98992 19,48 103002 16,22 88362 28,13
24,360 66889 53549 19,94 59285 11,36 45543 31,91
24,823 38765 29861 22,96 33738 12,96 28067 27,59
25,097 21500 13687 36,33 20434 4,95 13933 35,19
25,476 134322 110894 17,44 116885 12,98 96776 27,95
25,732 25590 18059 29,42 21818 14,74 20188 21,10
26,217 53078 40191 24,27 43568 17,91 37893 28,60
26,466 85904 71272 17,03 76156 11,34 62878 26,80
26,747 23594 15769 33,16 17973 23,82 15027 36,31
27,247 80204 61927 22,78 66330 17,29 57269 28,59
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27,615 100710 81344 19,22 85676 14,92 73560 26,95
27,987 34393 36052 0 25619 25,51 23950 30,36
28,169 17247 ND 100,00 14515 15,84 13141 23,80
28,329 24051 18982 21,07 17646 26,63 15736 34,57
28,475 40081 28893 27,91 28979 27,69 26720 33,33
28,726 40286 35040 13,02 31139 22,70 31034 22,96
28,957 19933 16044 19,51 14557 26,97 13406 32,74
29,140 21891 21650 1,10 15519 29,10 14990 31,52
20,664 140433 120185 14,41 116220 17,24 101901 27,43
30,035 14881 12375 16,84 14829 0,34 11505 22,68
30,217 40681 30603 2477 43179 0 29191 28,24
30,790 67700 38152 43,64 53515 20,95 41341 38,93
31,165 21462 14556 32,17 13701 36,16 11148 48,05
31,616 110166 93787 14,86 84950 22,88 82456 25,15
32,143 12077 10432 13,62 100,00 17,19 9079 24,82
32,581 33561 23349 30,42 23135 31,06 23515 29,93
32,903 7269 7999 0 8433 0 ND 100,00
33,201 1859 1599 13,98 2278 0 ND 100,00
33,450 402487 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00

ND: nao detectado
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Apéndice 8: Perfil cromatografico dos ensaios 3 e 4 em 24 horas de incubacdo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (uV.s) % AREA (uV.s) % AREA (pV.s) %

RETENCAQO | CONTROLE | ENSAIO 3 | degradagéo | ENSAIO 3 | degradacdo | ENSAIO 4 |degradacéo
(minutos) (nV.s) ENSAIO 3 ENSAIO 3 ENSAIO 4
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans | agglomerans
24 h 24 h 24 h

0,637 5869 ND 100,00 8425- 0 11232 0
0,721 12788 20084 0 13482 0 17687 0
0,812 3658 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
0,907 8481 27487 0 19072 0 24871 0
1,122 36559 12032 67,08 9400 74,28 11860 67,55
1,510 12057 4417 63,36 ND 100,00 4190 65,24
1,772 2836 4504 0 3941 0 4497 0

1,988 49752 5079 89,79 ND 100,00 5555 88,83
2,195 3260 8879 0 16678 0 18424 0
2,467 1869 6556 0 6492 0 7162 0
2,789 25754 10572 58,95 3553 86,20 4073 84,18
3,082 3075 56472 0 57922 0 62729 0
3,371 4597 11960 0 12863 0 13785 0
3,913 112328 ND 100,00 100,0059 91,04 11355 89,89
4,289 16265 23455 0 20924 0 23645 0
4,820 39924 10688 73,22 10239 74,35 11043 72,33
5,458 130742 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
6,041 13361 107779 0 113778 0 122230 0
6,865 37911 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
7,851 175279 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
9,231 33345 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,269 150326 9060 93,97 9158 93,90 9931 93,39
11,255 22870 93744 0 97543 0 129950 0
11,965 198397 2871 98,55 2221 98,88 2965 98,50
12,518 34620 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
12,867 18389 15742 14,39 14816 19,43 17986 219
13,352 104787 43018 58,94 43373 58,60 47711 54,46
13,913 47046 19615 58,30 20736 55,92 23644 49,74
14,595 30981 32187 0 28921 6,64 31076 0
15,347 266741 39732 85,10 42934 83,90 ND 100,00
15,908 8112 ND 100,00 35152 0 39538 0
16,171 25056 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
16,671 54582 42576 21,99 44002 19,38 48941 10,33
16,955 30206 52772 0 53248 0 58371 0
17,322 21455 19937 7,07 21080 1,74 22729 0
18,215 186512 185755 0,40 191076 0 ND 100,00
18,700 117287 115957 1,13 116675 0,52 ND 100,00
19,181 31288 39765 0 38108 0 41104 0
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19,587 60580 46426 23,36 49387 18,47 65102 0
19,899 161487 162939 0 168303 0 183325 0
20,225 114516 13564 6,55 13979 3,69 156363 0
20,769 181530 176704 2,65 182634 0 208810 0
21,104 8111 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
21,386 31486 ND 100,00 ND 100,00 36477 0
22,058 77574 39360 49,26 40384 47,94 49202 36,57
22,440 130036 104288 19,80 108270 16,73 121623 6,46
23,144 145379 144914 0,31 149137 0 ND 100,00
23,973 173933 104080 40,16 111927 35,64 1235623 28,98
24,740 35469 34217 3,52 36338 0 41963 0
25,021 18148 17097 5,79 18336 0 24418 0
25,395 122005 116860 4,21 127641 0 138421 0
25,666 13513 24714 0 30409 0 30445 0
26,137 47936 45864 4,32 51165 0 57438 0
26,389 104980 77164 26,49 87907 16,26 93365 11,06
27,169 73394 68776 6,29 74822 0 83293 0
27,538 93281 83195 10,81 93841 0 101227 0
27,916 33979 43356 0 30458 10,36 31537 7,18
28,660 191818 36719 80,85 38542 79,90 43147 77,50
29,586 127200 121302 4,63 128055 0 145056 0
30,144 53583 32680 39,01 37089 30,78 44352 17,22
30,716 64490 46440 27,98 48712 24,46 105747 0
31,099 26894 19104 28,96 16913 37,11 37486 0
31,542 111344 98027 11,96 98938 11,14 121580 0
32,065 38693 9737 74,83 9688 74,96 36618 5,36
32,498 47336 23026 51,35 29080 38,56 47647 0
32,822 18966 6791 64,19 1022 94,61 20115 0
33,434 98914 77797 21,34 ND 100,00 95543 3,40

ND: ndo detectado
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Apéndice 9: Perfil cromatografico dos ensaios 3 e 4 em 48 horas de incubacdo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (nV.s) % AREA (unV.s) % AREA (pV.s) %

RETENCAO | CONTROLE | ENSAIO 3 | degradagdo | ENSAIO 3 | degradagdo | ENSAIO 4 |degradacgdo
(minutos) (uV.s) ENSAIO 3 ENSAIO 3 ENSAIO 4
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans | agglomerans
48 h 48 h 48 h

0,707 100,0039 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
0,885 7738 16049 0 14551 0 13394 0
1,098 36077 4563 87,35 3408 90,55 3682 89,79
1,476 10216 2874 71,86 2575 74,79 2317 77,31
1,939 49974 ND 100,00 ND 100,00 2109 95,77
2,719 31896 9208 71,13 7591 76,20 6402 79,92
3,802 110245 9355 91,51 7814 92,91 6770 93,85
4,175 15183 22213 0 18060 0 14359 5,42
4,693 44397 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
5,312 135156 9630 92,87 7845 94,19 6948 94,85
5,929 24344 109041 0 88658 0 72978 0
6,674 41102 ND 100,00 ND 100,00 2305 94,39
7,688 168164 106010 36,96 87486 47,97 81574 51,49
9,162 40375 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,217 156830 8787 94,39 7532 95,19 5973 96,19
11,197 31394 117367 0 94679 0 78758 0
11,919 212607 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
12,528 45404 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
13,308 147289 45236 69,28 35701 75,76 29061 80,26
13,861 42615 115010 0 89740 0 75162 0
14,579 104708 34081 67,45 26768 74,43 22283 78,71
15,314 280246 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
15,642 29867 256841 0 203693 0 171010 0
16,138 60440 42217 30,15 32147 46,81 20418 66,21
16,652 86509 51612 40,33 39268 54,60 30762 64,44
16,925 47606 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
17,277 53098 41349 22,12 31077 41,47 ND 100,00
18,189 264717 216469 18,22 167593 36,68 139319 47,37
18,686 187755 133596 28,84 105703 43,70 87000 53,66
19,165 59682 49376 17,26 36119 39,48 18905 68,32
19,576 94378 66965 29,04 55474 41,22 42882 54,56
19,883 196062 178720 8,84 135946 30,66 118832 39,39
20,757 277460 206157 25,69 161324 41,85 136678 50,73
21,397 160377 64634 59,69 46573 70,96 34901 78,23
22,047 76301 55541 27,20 43453 43,05 33584 55,98
22,446 219444 119370 45,60 92580 57,81 81938 62,66
23,137 213202 166815 21,75 110902 47,98 100008 52,71
23,988 283185 127246 55,06 106461 62,40 84729 70,07
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24,761 71568 44931 37,21 34212 52,19 27786 61,17
25,028 55575 28927 47,94 23495 57,72 19141 65,55
25,389 166669 136713 17.97 104127 37,52 03448 43,93
25,684 69227 42557 38,52 26733 61,38 22458 67,55
26,143 94246 60908 35,37 45792 51,41 41436 56,03
26,406 174099 91614 47,37 70384 59,57 60655 65,16
27,185 127543 85523 32,94 69274 45,68 59487 53,35
27,532 128672 98855 23,17 76846 40,27 71102 44,74
27,929 95251 56013 41,19 49303 48,23 38072 60,02
28,428 101905 35943 64,72 32517 68,09 26621 73,87
28,685 110677 42557 61,54 38814 64,93 31626 71,42
29,107 43865 19099 56,45 20855 52,45 14373 67,23
29,578 185649 23305 87,44 107117 42,30 94688 48,99
30,157 111828 36858 67,04 26929 75,91 33768 69,80
30,616 121478 23305 80,81 ND 100,00 ND 100,00
31,094 53655 23230 56,70 16436 69,36 15536 71,04
31,542 173279 114826 33,73 86875 49,86 78166 54,89
32,058 52561 18645 64,52 10784 79,48 13465 74,38
32,495 84140 35031 58,36 24728 70,61 23374 72,22
32,834 44796 12846 71,32 7530 83,19 8451 81,13
33,090 33278 11096 66,65 4745 85,74 ND 100,00
33,432 127314 69098 45,72 49636 61,01 57206 55,06

ND: ndo detectado
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Apéndice 10: Perfil cromatografico dos ensaios 3 e 4 em 72 horas de incubagéo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (uV.s) % AREA (uV.s) % AREA (uV.s) %

RETENCAO | CONTROLE | ENSAIO 3 | degradagdo | ENSAIO 3 | degradacdo | ENSAIO 4 |degradagao
(minutos) (uV.s) ENSAIO 3 ENSAIO 3 ENSAIO 4
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans | agglomerans
72 h 72 h 72 h

0,629 8261 15161 0 11547 0 10270 0
0,713 17171 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
0,801 4781 ND 100,00 19442 0 16108 0
0,895 9817 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
1,104 39867 15412 61,34 12257 69,25 10052 74,78
1,485 12419 5719 53,94 4417 64,43 3748 69,82
1,740 3538 5643 0 4380 0 4174 0
1,950 48298 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
2,150 3679 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
2,444 2804 7929 0 6505 0 6605 0
2,734 28346 3853 86,40 3356 88,16 3759 86,73
3,032 4125 69792 0 55508 0 59207 0
3,313 6151 14841 0 11693 0 12115 0
3,831 110262 12909 88,29 10279 90,67 10075 90,86
4,211 20997 28955 0 23194 0 22737 0
4,720 62616 12954 79,31 10207 83,69 10912 82,57
5,327 156131 14013 91,02 10901 93,01 14462 90,73
5,958 ' 121644 132619 0 105601 0 115192 0
6,741 43928 ND 100,00 ND 100,00 3834 91,27
7,746 184209 218102 0 1565720 15,46 129288 29,81
9,143 56946 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,208 208033 10334 95,03 8931 95,70 8701 95,81
11,184 48469 140434 0 92902 0 98804 0
11,912 236693 3555 98,49 3012 98,72 2710 98,85
12,362 61355 38629 37,04 31675 48,37 40311 34,29
12,814 36653 224949 0 178409 0 184178 0
13,313 152011 53090 65,07 42172 72,25 44900 70,46
13,872 96526 ND 100,00 104722 0 111705 0
14,552 65641 38337 41,59 29710 54,73 29839 54,54
15,326 312212 59701 80,87 ND 100,00 39785 87,25
15,630 44456 236301 0 233658 0 210040 0
16,150 92742 ND 100,00 30225 67,40 31158 66,40
16,659 104860 55654 46,92 42478 59,49 46142 55,99
16,942 69017 66041 4,31 51753 25,01 55550 19,51
17,306 75884 27050 64,35 21743 71,34 24464 67,76
18,207 282890 234889 16,96 182281 35,56 194312 31,31
18,694 197400 147672 25,19 112549 42,98 119628 39,39
19,167 81150 50766 37,44 38663 52,35 41916 48,34
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19,582 1145837 69065 39,70 47346 58,66 47746 58,31
19,896 219131 197840 9,71 158796 27,53 174431 20,39
20,220 51632 19129 62,95 13519 73,81 15766 69,46
20,767 330260 224483 32,02 173378 47,50 185760 43,75
21,386 19100,006 [66549 65,156 47368 75,20 55126 71,13
22,061 103209 53413 48,24 39674 61,55 42811 58,52
22,441 266741 131156 50,83 100,00828 |62,20 108811 59,20
23,144 269380 180543 32,97 141134 47,60 1565152 42,40
23,978 258819 135504 47,64 104519 59,61 113140 56,28
24,276 154969 77832 49,77 57179 63,10 64562 58,33
24,743 107265 47196 56,00 35204 67,18 37158 65,35
25,025 92443 27724 70,00 17938 80,59 18743 79,72
25,398 219469 146165 33,40 114868 47,66 126871 42,19
25,677 109403 33340 69,52 24130 77,94 25877 76,34
26,140 136247 63011 53,75 45955 66,27 49551 63,63
26,395 280012 99746 64,37 77232 72,41 86157 69,23
27,176 201704 95318 52,74 70789 64,90 74643 62,99
27,540 185128 109281 40,97 87318 52,83 96221 48,02
27,922 181719 58867 67,60 44897 75,29 48619 73,24
28,421 162270 42135 74,03 32623 79,89 35568 78,08
28,670 106708 45436 57,42 34456 67,71 37282 65,06
28,891 80046 21483 73,16 16465 79,43 18402 77,01
29,076 93077 25,411 72,69 16,014 82,79 19,012 79,57
29,589 313726 149742 52,26 119248 61,98 120913 58,59
30,146 259692 42553 83,61 34545 86,69 35081 86,49
30,734 452736 64815 85,68 55450 87,75 55680 87,70
31,548 343735 121401 64,68 104269 69,66 112739 67,20
32,062 150827 15066 90,01 17947 88,10 20013 86,73
32,510 223153 33425 85,02 33038 85,19 39218 82,42
32,843 127395 10120 92,05 12009 90,57 14967 88,25
33,439 479781 72072 84,97 63542 86,75 76132 84,13

ND: n&o detectado
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Apéndice 11: Perfil cromatografico dos ensaios 3 € 4 em 120 horas de incubagéo do
efluente da oficina

TEMPO DE AREA AREA (uV.s) % AREA (uV.s) % AREA (uV.s) %

RETENCAO | CONTROLE | ENSAIO 3 | degradacdo | ENSAIQ 3 | degradagdo | ENSAIO 4 |degradagéo
(minutos) (1V.s) ENSAIO 3 ENSAIO 3 ENSAIO 4
Planococcus |Planococcus |Pantoea Pantoea
citreus citreus agglomerans | agglomerans
120 h 120 h 120 h

0,615 5027 15428 0 ND 100,00 11369 0
0,693 15278 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
0,862 8795 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
1,058 41150 8081 80,36 11814 71,29 8060 80,41
1,414 12505 5715 54,29 4164 66,70 4513 63,91
1,642 2006 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
1,854 52436 4552 91,31 3100,00 94,08 3774 92,80
2,048 7060 6544 7,30 4924 30,25 5724 18,92
2,256 4398 12026 0 8530 0 19883 0
2,325 4782 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
2,580 62169 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
3,049 161579 73306 54,63 51328 68,23 66439 58,88
3,636 138885 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
3,933 36781 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
4,400 138822 ND 100,00 13105 90,55 17456 87,42
4,960 99831 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
5,323 98431 14743 85,02 10541 89,29 12283 87,52
6,258 55771 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
7.472 165843 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
8,885 161544 87097 46,08 59470 63,18 66833 58,62
9,667 126712 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
10,197 202434 13471 93,34 7985 96,05 11450 94,34
10,699 107015 49581 53,66 33970 68,25 40052 62,57
11,273 92273 124771 0 82519 10,57 112168 0
11,929 296585 4357 98,53 2337 99,21 3422 98,84
12,411 57878 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
13,053 318554 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
13,341 277862 55623 79,98 35584 87,19 51384 81,50
13,989 166903 24327 85,42 16359 90,19 27051 83,79
14,482 111107 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
15,009 217907 55942 74,32 34450 84,19 48148 77,90
15,415 400691 57541 85,63 35569 91,12 49387 87,67
16,715 145882 54226 62,82 33619 76,95 51085 64,98
17,378 596603 25677 95,69 15660 97,37 25142 95,78
18,282 561610 236527 57,88 154942 72,41 218238 61,14
18,781 277278 143160 48,36 93538 66,26 137692 50,34
19,661 674589 61438 90,89 35646 94,71 56042 91,69
19,966 230320 202993 11,86 137916 40,11 191901 16,68
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20,581 504389 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
20,823 253169 222345 12,17 145666 42,46 207665 17,97
21,394 298084 62462 79,04 39114 86,87 60275 79,77
22,410 735209 128091 82,57 87349 88,11 126830 82,73
23,122 652908 177927 72,74 106659 83,66 169821 73,99
23,966 467050 133281 71,46 84829 81,83 125461 73,13
24,281 480774 71890 85,04 45890 90,45 71105 85,21
25,000 140130 22123 84,21 10879 92,23 20710 85,22
25,402 568197 144701 74,53 98917 82,59 137913 75,72
26,214 654235 58460 91,06 37005 94,34 54628 91,65
27,027 379534 ND 100,00 ND 100,00 ND 100,00
27,560 366535 110502 69,85 73570 79,92 106693 70,89
27,876 135289 ND 100,00 23960 82,28 34186 74,73
28,236 350866 27237 92,23 16207 95,38 28256 91,94
28,627 136320 43554 68,05 38471 71,77 46754 65,70
28,988 176124 19151 89,12 ND 100,00 22120 87,44
29,610 514031 158633 69,13 116725 77,29 144810 71,82
30,119 263820 43374 83,55 31682 87,99 15565 94,10
30,664 279977 64234 77,05 48890 82,53 55292 80,25
31,117 121688 20680 83,00 22670 81,37 15565 87,20
31,570 408427 117996 71,10 94242 76,92 110426 72,96
32,075 04986 11986 87,38 17814 81,24 16716 82,40
32,512 189625 24960 86,83 34411 81,85 28581 84,92
32,822 89596 ND 100,00 8155 90,89 8645 90,35
33,460 366703 ND 100,00 67907 81,48 ND 100,00

ND: ndo detectado
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