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RESUMO

TAKAGAKI, Beatriz Midori, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2021.
Emulsées duplas como agentes de biorremediacao de hidrocarbonetos de
petroleo em agua marinha. Orientador: Marcos Rogério Tétola. Coorientadores:
Edmo Montes Rodrigues e Victor Satler Pylro.

As atividades relacionadas a exploracdo, transporte e refino do petréleo geram
impactos ambientais, com destaque para a ocorréncia de derramamentos e
consequente contaminacdo de ambientes aquaticos e terrestres. Dada a lenta
degradacao natural de grande parte das moléculas constituintes do petréleo, torna-
se necessaria a adocao de medidas de remediacao nos locais contaminados. Este
trabalho descreve a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo em agua
marinha litordnea em resposta a aplicagcdo de emulsdes duplas de diferentes
composicdes. Foram preparadas emulsdes duplas agua/dleo/agua (A/O/A)
utilizando-se 6leo Canola como componente principal da fase oleosa e dois
surfactantes (polirricinoleato de poliglicerol e coco glicosideo) nas interfaces das
emulsées. Dependendo do tratamento, foram adicionados a composicdo basica
acima biocarvao, sais contendo fontes de nitrogénio e fésforo, uma linhagem de
Bacillus subtilis LBBMA RI14914 IsrfA produtora de surfactina e/ou dois isolados de
bactérias previamente classificadas como hidrocarbonoclasticas (Rhodococcus
rhodochrous TRN7 e Nocardia farcinica TRH1). Os tratamentos constituidos de agua
marinha litoranea contaminada com petréleo e diferentes formulacbes das emulsdes
foram incubados em microcosmos de vidro e, semanalmente, quantificou-se a
liberacdo de CO,, utilizada como indicador da biodegradacdo. O tratamento
contendo a emulsdo fertilizada (238 mg L' NH4NO3s-N; 23,8 mg L' KoHPO4-P na
fase aquosa interna) e as duas bactérias hidrocarbonoclasticas propiciou a maior
biodegradacao do petrdleo. A redugéo ou aumento da concentragdo dos nutrientes
na fase interna resultou em menor biodegradacdo, assim como a adicdo de
biocarvdo ou da linhagem de B. subtilis produtora de surfactina a formulagao.
Conclui-se que a utilizacdo de emulsbes duplas contendo nutrientes e as bactérias
hidrocarbonoclasticas R. rhodochrous TRN7 e N. farcinica TRH1 favorece a
biodegradacao de hidrocarbonetos de petréleo em ambientes marinhos. Além disso,
a adicao de biocarvao ou de linhagem produtora de biossurfactante a formulagao

ndo melhora seu efeito bioestimulante.



Palavras-chave: Bactérias hidrocarbonoclasticas. Biocarvao. Biodegradacgéao.
Biossurfactante.



ABSTRACT

TAKAGAKI, Beatriz Midori, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May 2021.
Double emulsions as bioremediation agents of petroleum hydrocarbons in
seawater. Adviser: Marcos Rogério Tétola. Co-advisers: Edmo Montes Rodrigues
and Victor Satler Pylro.

The activities related to oil exploration, transportation and refining generate
environmental impacts, with emphasis on the occurrence of spills and the
consequent contamination of aquatic and terrestrial environments. Given the slow
natural degradation of most of the constituent molecules of oil, it is necessary to
adopt remedial measures in these contaminated sites. This work describes the
biodegradation of petroleum hydrocarbons in coastal seawater in response to double
emulsions of different compositions. Double emulsions water/oil/water (W/O/W) were
prepared using Canola oil as the main component in the oil phase, and two
surfactants (polyglycerol polyricinoleate and coconut glucoside) at the emulsion
interfaces. Depending on the treatment, biochar, salts containing nitrogen and
phosphorus, the surfactin-producer Bacillus subtilis LBBMA RI14914 IsrfA and/or two
bacteria previously classified as hydrocarbonoclastic (Rhodococcus rhodochrous
TRN7 and Nocardia farcinica TRH1) were added to the basic composition. The
treatments consisting of coastal marine water contaminated with oil and the different
formulations of the emulsions were incubated in glass microcosms. CO, released
from the microbial mineralization of organic molecules was quantified weekly and
used as indicator of biodegradation. The treatment containing the fertilized emulsion
(238 mg L' NH4sNOs-N; 23.8 mg L™ K:HPO4-P in the internal aqueous phase) and
the two hydrocarbonoclastic bacteria provided the greatest biodegradation of the oil.
The decrease or increase in the concentration of nutrients within the internal phase
resulted in less biodegradation, as well as the addition of biochar or the surfactin-
producing B. subtilis strain to the formulation. It is concluded that the use of double
emulsions containing nutrients and the hydrocarbonoclastic bacteria R. rhodochrous
TRN7 and N. farcinica TRH1 favors the biodegradation of petroleum hydrocarbons in
marine environments. In addition, the addition of biochar or a biosurfactant-producing
strain to the formulation does not improve its bioestimulating effect.

Keywords: Biochar. Biodegradation. Biosurfactant. Hydrocarbonoclastic bacteria.
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1. INTRODUCAO

O petréleo é um combustivel fossil constituido principalmente por
hidrocarbonetos. Essas cadeias de hidrocarbonetos possuem diferentes tamanhos,
0 que possibilita a obtengdo de diversos produtos como butano, asfalto,
combustiveis automobilisticos, dentre outros. Essa diversidade de produtos obtidos
do petréleo faz com que as exploragdes petroliferas possuam alto valor econémico
agregado. No entanto, toda a cadeia do petréleo, desde a extracao até o transporte
e refino gera impactos ambientais, sociais, econémicos e politicos (KUPPUSAMY et
al., 2020; MORITA et al., 1999; SOUZA; FREITAS, 2002).

Em razdo dos desastres ambientais envolvendo o petréleo ocorridos em todo
mundo, muitos estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de se minimizarem os
impactos ambientais gerados. Técnicas baseadas na biorremediacdo sao
especialmente atrativas, uma vez que tendem a gerar produtos inécuos, sdo de
baixo custo (comparativamente a métodos fisicos e/ou quimicos de remediacao),
contribuem para acelerar a degradacao dos compostos téxicos (BARKER; BRYSON,
2002) e ainda podem ser aplicadas tanto em ambientes aquaticos quanto terrestres.

A utilizacdo de biocarvao, biossurfactantes e emulsbées também tém se
mostrado opgdes promissoras para acelerar a eliminacao de compostos indesejaveis
em diversos ambientes. O biocarvao tem capacidade de sorcdo de contaminantes
(SHAKOOR et al., 2020). Biossurfactantes atuam diminuindo a tensao interfacial
entre poluentes hidrofébicos e a agua, facilitando com isso a sua solubilizagéo e
consequente absorcdo por microrganismos com capacidade de metabolizar os
poluentes (CAROLIN C; KUMAR; NGUEAGNI, 2021). Por fim, as emulsoes,
possibilitam uma liberacdo gradual de compostos e principios ativos (MUSCHIOLIK;
DICKINSON, 2017) de interesse, o0s quais visam acelerar a atividade de
biodegradacao dos poluentes por microrganismos.

Estratégias baseadas na utilizacdo dos materiais acima mencionados, dentre
outros, podem potencializar o efeito de um determinado tratamento ou até mesmo
substituir outras técnicas comumente utilizadas para remediacdo de ambientes
contaminados com moléculas organicas e que nao sao tao eficazes (BAO et al.,
2012; CHANDRA et al., 2013).

Tendo em vista as limitacbes das técnicas de remedicdo de ambientes

contaminados com petréleo atualmente disponiveis, neste trabalho, avaliou-se a


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5iThxV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5iThxV
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capacidade de emulsbes duplas de estimularem a biodegradacdao de
hidrocarbonetos de petréleo em agua marinha litoranea. Fatores como concentracao
de nutrientes minerais na fase aquosa interna, presengca de biocarvdo, de uma
linhagem de B. subtilis produtora de surfactina e de duas linhagens bacterianas
hidrocarbonoclasticas (Rhodococcus rhodochrous TRN7 e Nocardia farcinica TRH1)
e seus efeitos sobre a capacidade das emulsées estimularem a biodegradacéao
também foram objeto do estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acidentes com petroleo em ecossistemas aquaticos

O derramamento de petr6leo nos ambientes aquaticos € um problema
relativamente frequente e muito grave. No entanto, a despeito do aumento do
comércio do petréleo nos ultimos anos, os acidentes com derramamento tém
diminuido em decorréncia do maior rigor das agéncias regulatérias e da
modernizacao dos navios petroleiros (CHEN et al., 2019). Ainda assim, episédios de
acidentes petroliferos continuam a ocorrer sendo um problema ainda maior quando
atinge locais mais vulneraveis, com riqueza de espécies que podem ser endémica
(MAGRIS; GIARRIZZO, 2020).

O petréleo, em contato com a agua do mar, leva a reducao da concentracao
de oxigénio dissolvido na agua, dado o aumento da matéria organica e, ainda,
dificulta a passagem de luz necessaria a organismos fotoautotroficos, base das
cadeias alimentares e principais responsaveis pela introducdo de oxigénio molecular
nos ambientes aquaticos (ONWURAH et al., 2007). Além disso, quando em contato
com a fauna marinha, pode causar deformidades em peixes, bloquear o sistema
respiratério dos animais, prejudicar o voo de aves, ja que o petréleo acaba aderindo
em suas penas, dificultando também seu equilibrio térmico e tornando-as
susceptiveis a intoxicacao pela degluticdo do 6leo no momento do preening (CHEN
et al., 2019; FRY; LOWENSTINE, 1985). Ja em humanos, o contato com
hidrocarbonetos de petrdleo pode resultar em problemas de pele, como irritagcdes,
intoxicacbes, até efeitos neurolégicos e carcinogénicos (CARMO et al., 2020;
KUPPUSAMY et al., 2020).

2.2.Biorremediacao

Na tentativa de se contornarem os desastres ambientais envolvendo o
derramamento de petroleo, diversas tecnologias tém sido objeto de estudo para o
tratamento desse contaminante ambiental, além daquelas cujo foco € evitar ou
reduzir seu espalhamento. Ap6s o maior incidente na América do Norte, em marco
de 1989, no qual o navio Exxon Valdez despejou aproximadamente 43 mil m® de
6leo cru no mar do Alasca (SHORT, 2017), muitos estudos comecaram a ser feitos
e uma das estratégias empregadas para se acelerar a degradagao do petréleo foi a
utilizagéo de biorremediacdo por meio da bioestimulagédo (PRITCHARD et al., 1992).
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A biorremediacdo é uma técnica de remediagdo ambiental baseada na
utilizagcdo de organismos vivos ou produtos do seu metabolismo cujo principal
objetivo é diminuir ou eliminar contaminantes ambientais (VIDALI, 2001). A titulo de
exemplo, diversos microrganismos possuem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos do petréleo como fonte de carbono e energia, degradando-os e
gerando células microbianas, compostos organicos mais simples e geralmente
indcuos, além de 4gua e CO, (PEREZ SILVA et al., 2006; VIDALI, 2001; YAKIMOV;
TIMMIS; GOLYSHIN, 2007).

Ha duas técnicas principais de biorremediagdo em ambientes contaminados
com petréleo baseadas na atividade microbiana: bioestimulacéo e bioaumentacao. A
primeira baseia na eliminagdo ou diminuicdo dos efeitos de fatores que estdo
limitando o crescimento e metabolismo das populagdes microbianas responsaveis
pela biodegradagdo do contaminante (LAWNICZAK et al., 2020). J& a segunda
consiste na introdugdo de uma microbiota previamente caracterizada como
possuindo elevado potencial de biodegradacdo dos contaminantes-alvo
(LAWNICZAK et al., 2020). Essa ultima pressupde que, no ambiente contaminado,
nao ocorrem, naturalmente, microrganismos com capacidade de biodegradacéo dos

contaminantes em taxas compativeis com a necessidade de remediacao do local.

2.3.Estratégias para se potencializar a Dbiodegradacao de
hidrocarbonetos de petroleo em ambientes aquaticos
2.3.1. Emulsoes
O crescimento e o metabolismo microbianos em ambientes oligotréficos sao
geralmente limitados, o que resulta em baixa taxa de decomposicdo da matéria
orgéanica, incluindo contaminantes ambientais. Nessas circunstancias, uma das
formas de se acelerar a atividade de biodegradacdo consiste no aporte de
nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo, que em geral sdo os principais
limitantes do crescimento microbiano em ecossistemas aquaticos e terrestres
(BRAGG et al., 1994; GERTLER et al., 2012; ORANTAS, 2013; WARR et al., 2013).
A aplicacdo de nutrientes sollveis em ambientes aquaticos, especialmente
em ambientes marinhos, ndo € efetiva, uma vez que os nutrientes tendem a se
dissipar no ambiente (WARR et al., 2013). Uma forma de se concentrar e controlar a
liberacdo desses nutrientes é aprisiona-los em uma emulsdo (BIBETTE;
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CALDERON; POULIN, 1999; PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015; RODRIGUES et al.,
2020).

Emulsdes simples podem ser compostas por gotas de Oleo dispersas em uma
fase aquosa (O/A) ou por gotas de agua dispersas em uma fase oleosa (A/O)
(PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015). J4 as emuls6es multiplas caracterizam-se pela
presenca de goticulas de 6leo contendo uma fase aquosa interna e dispersas em
uma fase aquosas externa (A/O/A), ou goticulas de agua contendo uma fase oleosa
interna e dispersas em uma fase oleosa externa (O/A/O) (PEREIRA; GARCIA-
ROJAS, 2015). Essas emulsdes tendem a ser termodinamicamente muito instaveis,
tendendo a coalescer ou flocular. Por isso, fatores como o tipo de surfactante
utilizado para manter as fases, equilibrio osmoético entre fase interna e externa,
proporcédo de emulsdo dispersa na fase continua e natureza dos encapsulantes séo
importantes para se manter a estabilidade por mais tempo (CHOUDHARY; SABIKHI,
2021).

No caso de emulsdes duplas, é necessdria a presenca de dois tipos de
surfactantes com diferentes valores de EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico), um mais
elevado e outro mais baixo, para manter cada interface da emulsdo (BIBETTE;
CALDERON; POULIN, 1999). O EHL representa a solubilidade em 6leo e agua de
um emulsificante (PREMLAL RANJITH; WIJEWARDENE, 2006), cujos valores
variam de 0 a 20 (KRALOVA; SJOBLOM, 2009). Surfactantes com EHL na faixa de
3,5 a 6,0 sdo mais adequados para uso em emulsées A/O; ja os surfactantes com
EHL na faixa de 8 a 18 sdo geralmente usados em emulsdes O/A (GRIFFIN, 1949).

2.3.2. Biossurfactantes

Algumas espécies microbianas podem ndo ser capazes de degradar os
constituintes do petréleo, mas podem contribuir com o processo de biodegradacao
dessas moléculas hidrofébicas por meio da producao de biossurfactantes.

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que reduzem a tensao superficial
e interfacial, o que aumenta a area de superficie de fases imisciveis e, assim, a
miscibilidade da agua com substancias hidrofébicas (RAHMAN; GAKPE, 2008). No
caso dessas moléculas hidrofobicas serem contaminantes ambientais, 0 aumento de
sua solubilidade em agua favorece sua biodegradacdo, em razao do aumento de
sua biodisponibilidade (CAMEOTRA; BOLLAG, 2003; CAMEOTRA; MAKKAR, 2010;
HALECKY; KOZLIAK, 2020; SOUZA; VESSONI-PENNA; DE SOUZA OLIVEIRA,
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2014). Em geral, os biossurfactantes sao preferidos a surfactantes sintéticos por
possuirem alta biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e
biodigestibilidade (SOUZA; VESSONI-PENNA; DE SOUZA OLIVEIRA, 2014).

A surfactina é um dos biossurfactantes produzidos por Bacillus spp. Foi um
dos primeiros lipopeptideos descritos. A surfactina é sintetizada por uma via nao
ribossémica e os genes diretamente envolvidos com sua sintese estao localizados
no operon srfA (JACQUES, 2011; NAKANO et al., 1991). Por ser um dos primeiros
lipopeptideos descritos e por apresentar uma alta atividade de superficie, &
amplamente estudado, incluindo a sua acdo na biodegradacdo de xenobibticos e
hidrocarbonetos de petréleo (LAl et al., 2009; WHANG et al., 2009).

2.3.3. Biocarvao

O biocarvdo é um material que vem sendo estudado para aumentar a
eficiéncia de biodegradacao de poluentes organicos. Apresenta baixo custo de
producdo (ZHANG et al., 2016), podendo ser originado a partir da decomposi¢éao
térmica de diferentes matérias-primas. Fatores como tempo e temperatura
empregados no processo de fabricagdo sao determinantes de suas caracteristicas
finais, como area de superficie, volume, hidrofobicidade e tamanho dos poros
(GRAY et al., 2014; NOYCE et al., 2016; THIES; RILLIG, 2009; ZHAO et al., 2013).
Apesar de ter sido mais explorado como um condicionante de solos (KONG et al.,
2018; TANG et al., 2013; ZHU et al., 2017), estudos recentes propdéem a utilizagao
do biocarvao para adsorcao de poluentes, como hidrocarbonetos do petréleo
(KANDANELLI et al.,, 2018). Isso permite a concentracdo desses poluentes na
superficie do biocarvao, facilitando com isso sua biodegradacdo (ZHANG et al.,
2016) principalmente dos hidrocarbonetos de baixo peso molecular (KONG et al.,
2018). A adsorcao dos hidrocarbonetos de petréleo a uma superficie, possivelmente
proporciona também o enriquecimento de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (KONG et al., 2018), ja que 0s poros
contidos no biocarvao também fornecem uma espécie de micro-habitat para os
microrganismos (NOYCE et al., 2016; THIES; RILLIG, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Agua

A agua do mar utilizada no experimento “Preparo dos microcosmos e
avaliacao do efeito das emulsées sobre a biodegradacao de hidrocarbonetos
de petréoleo” foi coletada na cidade de Vila Velha - ES (20°26'31.46"S
40°19'43.38"W). A partir da 112 semana, foi utilizada agua do mar artificial produzida

seguindo as recomendacgdes de KOK KEE et al. (2015).

3.2. Preparo das emulsées

As emulsdes aguai/dleo/aguas (A1/O/A2) foram preparadas em duas fases,
conforme descrito por Rodrigues et al. (2020), com algumas adaptacoes.
Brevemente, a emulsdo agua em oleo (A4/O) foi preparada misturando-se a fase
aquosa interna (A1) e a fase oleosa na proporcéo de 2:3 (v:v). Para a preparacédo da
fase aquosa interna (A1), uma gelatina comestivel em pé (sem sabor) (Royal,
Pedreira, SP, Brasil), na concentragéo de 7,5 g L™, foi hidratada com agua marinha.
A mistura foi submetida a agitacdo e aquecimento a 65 °C, até a dissolugdo e em
seguida foram adicionados os sais NH4;NO3 (680 g L', correspondendo a 238 mg L
de N) e K-HPO, (133,75 g L7, correspondendo a 23,8 mg L' de P). Essas
concentracdes representam a concentracdo 1X. Outras formulacbes contendo a
metade (0,5X) ou o dobro (2X) dessas concentragdes foram também avaliadas.

A fase oleosa (O) foi composta por 20 g L™ de polirricinoleato de poliglicerol
(PGPR) (Dhaymer’s Fine Chemicals) dissolvidos em 24 mL de 6leo de Canola (na
temperatura entre 15 a 30 °C). A unido das duas fases A+/O foi feita por meio de
agitacao utilizando-se um equipamento Polytron, modelo PCU 11 (Kinematica AG,
Littau, Suica), no nivel 3 durante 4 min. A emulsdo resultante foi imediatamente
resfriada a 4 °C por 1h para solidificagdo da gelatina e, posteriormente, foi deixada
em temperatura ambiente por aproximadamente 1h para melhorar a eficiéncia da
emulsificacao.

A fase aquosa externa (Ay) foi preparada dissolvendo-se 8,0 g L™ de coco
glicosideo (Biotek Fenchem LTD) a agua do mar.

Por fim, foram adicionados gradualmente 20% (v/v) da emulsdo A¢/O a fase
aquosa externa A, seguindo-se nova agitacdo no nivel 2 durante 2 min e

subsequente resfriamento a 4 °C em banho-maria. Dessa forma, obteve-se uma
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emulsdao A{/O contendo 40% de agua e 60% de 6leo e a dupla emulsdo contendo
20% da A+/O e 80% da A..

As emulsbes contendo biocarvdo (ver item “Produg¢dao e analise do
biocarvao” abaixo) foram preparadas adicionando-se 300 g L™ do biocarvao a fase
aquosa interna (A¢). Emulsdes controle foram produzidas sem a adicdo dos
nutrientes inorganicos a fase aquosa interna. A confirmagdo da produgdo das

emulsdes foi feita por meio da observagdo em microscéopio de campo claro.

3.3. Inoculantes microbianos

Os isolados Rhodococcus rhodochrous TRN7 e Nocardia farcinica TRH1,
previamente caracterizados como hidrocarbonoclasticos, foram obtidos a partir de
biofilmes formados sobre cupons de acrilico contaminados com 6leo cru e mantidos
na regidao litoranea da ilha da Trindade (RODRIGUES et al., 2020). O isolado
Bacillus subtilis LBBMA RI14914 IsrfA é uma linhagem modificada geneticamente
para aumentar a producao da surfactina a partir da expressdo de um promotor forte
PgroE induzido por IPTG (ALMEIDA, 2018).

Os isolados descritos acima foram estocados em uma mistura de caldo
peptona de caseina e soja - TSB (Merck, Darmstadt, Alemanha) com glicerol a -80
C. Os in6culos foram obtidos apds o cultivo em caldo nutriente (HiMedia, Mumbai,
india) a 30 °C e 150 rpm por 48 h (R. rhodochrous TRN7 e N. farcinica TRH1) ou 24
h (B. subtilis LBBMA RI4914 IsrfA). As culturas foram centrifugadas e lavadas duas
vezes em solucao salina estéril para remocao de componentes do meio de cultivo.
As células bacterianas foram inoculadas na agua do mar (utilizada na preparacao da
fase A), de forma a se obter concentracdo final de 1,0 x 10° UFC mL". Nos
tratamentos com a presenca de B. subtilis, foi adicionado (também na fase A¢) 0,5
mmol L de IPTG para inducéo do promotor PgroE.

3.4. Estabilidade das emulsées A,/O/A;

Durante um periodo de 109 dias foram feitas fotomicrografias sob microscopio
Optico de campo claro para se verificar a estabilidade das goticulas de éleo
presentes na fase aquosa externa. As emulsdes foram armazenadas em tubos
cbnicos com capacidade para 15 mL, mantidos em temperatura de
aproximadamente 22 °C, sob agitacao leve em um agitador e homogeneizador basic
modelo 3-D K45-4020 Rotation Mixer (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil).
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3.5. Producao e analise do biocarvao

O biocarvao foi obtido por meio da pirélise de carvao de eucalipto em um
forno mufla microprocessado (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 350 °C por 4 h. Apés
sofrer o processo de decomposi¢do térmica e antes da utilizagdo, o material foi
triturado e passado através de uma peneira de malha 100 (tamanho de particula
<0,150 mm).

O pH do biocarvao foi medido em um pHmetro Digimed DM-20, dispersando-
se, sob agitagdo, 3 g de biocarvdo em 10 mL de agua ultrapura. O tamanho dos
poros foi determinado por microscopia éptica. A densidade das particulas (Dp) foi
estimada pelo método do baldo volumétrico modificado, proposto por Gubiani;
Reinert; Reichert (2006). Esse método consiste basicamente na pesagem de 1 g do
biocarvao em baldo volumétrico de 10 mL e determinacdo da massa total (Mbb),
seguida da adicdo de cerca de 5 mL de alcool 92,8%. O baldo é entdo agitado
manualmente para eliminacdo do ar contido entre as particulas do biocarvao e,
posteriormente, o volume é completado com alcool, medindo-se a seguir a massa do
baldo com o alcool (Mbba). Separadamente, é determinada a densidade do alcool
(Da), dividindo-se a massa de alcool obtida pela pesagem de 10 mL de alcool. A Da
é definida considerando-se o resultado do valor médio de trés repeticbes. A
densidade das particulas do biocarvao é obtida por meio da formula abaixo:

Dp = (Mbb - Mb) / [10 - (Mbba - Mbb) / Da]

onde: Dp = densidade de particulas do biocarvdo (g cm™®); Mb = massa do baldo
volumétrico (g); Mbb = massa do baldo volumétrico contendo o biocarvao (g); Mbba
= massa do baldo volumétrico contendo biocarvao mais alcool (g); e Da = densidade
do alcool (g cm™).

As imagens do biocarvao foram obtidas no Microscépio Optico modelo Eclipse
E200MV R (Nikon, Tokyo, Japdo), com ampliagdo de 400x e os poros foram
medidos no software Imaged (National Institutes of Health).

3.6. Preparo dos microcosmos e avaliacao do efeito das emulsdes sobre
a biodegradacao de hidrocarbonetos do petroleo
Para se avaliar a eficiéncia das emulsdes em estimular a biodegradacéao dos

hidrocarbonetos de petréleo em agua oceénica, foram montados microcosmos em
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frascos de vidro com capacidade de 750 mL contendo 50 mL de agua do mar
(exceto o tratamento controle). Dentro dos frascos, foram suspensos copos de
plastico com capacidade de 50 mL contendo 10 mL de NaOH a 1 mol L™ para
captura do CO, produzido pela atividade respiratéria dos microrganismos
decorrentes da oxidacao dos substratos organicos (Figura 1).

Figura 1 - Frascos preparados simulando microcosmos de ambiente aquatico para
quantificar atividade respiratéria microbiana em resposta a adigcdo de petrdleo e de
diferentes formulacées de emulsdes duplas.

Os microcosmos foram montados de acordo com os tratamentos
apresentados na Tabela 1. O petrdleo, quando presente no tratamento, foi
adicionado na proporcao de 1% (v/v). Para eliminacdo dos compostos volateis, antes
de ser adicionado aos frascos, o petroleo foi aquecido de forma gradual até 210 °C,
utilizando-se uma manta aquecedora (Biomixer). O experimento foi conduzido em

delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticoes.
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Tabela 1 - Tratamentos empregados na montagem dos microcosmos para avaliacao

da eficiéncia das emulsdes em estimular a biodegradag¢do dos hidrocarbonetos de

petroleo em agua oceanica.

Tratamentos Composicao
0 controle (frasco vazio)
1 agua marinha
2 agua marinha + emuls&o nao fertilizada
3 agua marinha + emulsao fertilizada
4 agua marinha + emulséo fertilizada + consorcio (R+N)*
5 agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada
6 agua marinha + petréleo + emulséo fertilizada + consércio (R+N)
7 agua marinha + petréleo + emulséo fertilizada + biocarvao
agua marinha + petréleo + emulséo fertilizada + biocarvao +
8 consorcio (R+N)
9 agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada + biocarvao + BS**
1 agua marinha + petréleo + emulséo fertilizada (0,5X de nutrientes) +
0 biocarvao + consorcio (R+N) + BS
» agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada (1X de nutrientes) +
biocarvao + consorcio (R+N) + BS
i agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada (2X de nutrientes) +

biocarvao + consorcio (R+N) + BS

* R+N: Rhodococcus rhodochrous TRN7 + Nocardia farcinica TRH1.
** BS: Bacillus subtilis LBBMA RI4914 |srfA.
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Os microcosmos permaneceram incubados a 25 °C durante 109 dias. Uma
vez por semana foi feita a titulacdo do NaOH residual para se estimar a quantidade

de CO, (em mg) produzido, de acordo com a seguinte férmula:
mg COQ = (VB - V/.\) * MHCI * 22

onde: Vg € o volume de HCI gasto para titular o controle (mL); Va é 0 volume gasto
de HCI para titular cada frasco (mL); Myci € a molaridade do HCI utilizado na
titulacdo (mol L") e 22 é o peso equivalente de CO».

Apébs cada titulacdo, metade do volume da agua contida nos frascos era
substituida. Essa troca de agua do mar foi feita para simular o efeito da dissipacao
dos nutrientes minerais em agua oceénica. A titulacao foi feita a partir de 5 mL de
NaOH, seguindo recomendagbes do Comunicado Técnico 99 (EMBRAPA, 2007).

3.7. Crescimento do Bacillus subtilis LBBMA RI4914 IsrfA em meio
simulando a dupla emulsao fertilizada

Para verificar o crescimento e producdo de surfactina pelo B. subtilis nas
condicbes da emulsdo, primeiramente a cultura foi crescida como descrito no item
3.3. Apéds lavagem com agua salina estéril, a cultura foi inoculada em frascos de 125
mL contendo 50 mL dos componentes da emulsdo (nas mesmas proporgoes
descritas no item 3.2). A DO (densidade optica) foi ajustada para 0,05 e foram
incubados a 30 °C a 150 rpm. Foram feitas 3 repeticoes com adicdo de IPTG ao
meio e outras 3 repeticbes sem adicdo do IPTG ao meio. Foi feito um teste de
espalhamento de 6leo apdés 72 h e 96 h de incubacdo e também foi feito
plaqueamento de cada repeticdo nas diluicdes entre 10° - 10”7 para a contagem de

colonias.

3.8. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software R. O teste
Kolmogorov—Smirnov foi aplicado para se verificar a normalidade dos dados. Para
se verificar a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos foi utilizado
a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc de Tukey com
significancia de 5%.



25

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas do biocarvao

O pH do biocarvao obtido na pirélise do carvao de eucalipto foi em média 5,7
e a densidade de particulas foi de 0,33 g cm™.

Observando-se o biocarvdao em microscépio de campo claro, foi possivel notar
um sentido de quebra mais comum do carvdao, com a formagdo de particulas
irregulares, alongadas e estreitas. Os poros apresentaram um didmetro maior médio

4,4 um e um diametro menor médio de 2,7 um (Figura 2).

Figura 2 - Micrografias dpticas do biocarvao de eucalipto. As observagdes foram
feitas na objetiva de 40x.

4.2. Caracteristicas e estabilidade das emulsoes

A andlise das emulsées ao microscépio Optico demonstrou a presenca de
goticulas de o6leo dispersas na fase aquosa externa (Figura 3), com didmetro
variando entre 1,1 a 153 um. Essas diferencas na dimensao das goticulas de 6leo
propiciam a liberagdo dos nutrientes de forma gradual, j& que a estabilidade de cada
uma tende a ser diferente (RODRIGUES et al., 2020). Desse modo, a captagéao de
nutrientes pelos microrganismos que estejam atuando na biodegradacdo dos
substratos hidrofobicos aos quais as goticulas de 6leo tenham se aderido €
potencialmente mantida por um periodo mais prolongado do que o que seria obtido
caso os nutrientes fossem liberados em um curto periodo de tempo.

A relativa instabilidade das emulsbes, especialmente atribuida a tendéncia

das goticulas de 6leo de maior didmetro coalescerem, faz com que percam com o
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passar do tempo o formato circular que tinham inicialmente (Fig. 3 A e B) e também
com que goticulas de maior didmetro se formem (Fig. 3C) (RODRIGUES et al.,
2020). Analisando-se, contudo, a emulsdo contendo biocarvdo ja com 109 dias
desde sua preparacao, observa-se que a maior parte das goticulas ainda apresenta
formato circular e cujo didmetro € similar ao observado logo apés o preparo (Fig. 3 A

e B), indicando que o biocarvao contribui para manter a emulsao estavel.

Figura 3 - Emulsées W/O/W fertilizadas produzidas para utilizagdo em ensaio de

biorremediacdo de 6leo em agua marinha litoranea. (A) emulsdo dupla fertilizada,
vista na objetiva de 40X, imediatamente ap6s sua preparagdo. (B) emulsdo dupla
fertilizada, vista na objetiva de 4X, imediatamente apés sua preparagao. (C) emulsao
dupla fertilizada, vista na objetiva de 4X, ap6s 84 dias da sua preparacdo. (D)
emulsao dupla fertilizada contendo biocarvao, vista na objetiva de 4X, apés 109 dias
da sua preparagao.

A coalescéncia que as goticulas de 6leo tendem a sofrer com o tempo resulta
na liberacdo dos materiais contidos na fase aquosa interna. Dada a sua maior
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tendéncia de coalescer, as goticulas maiores sdo as primeiras a liberarem o material
nelas contido, seguindo-se as goticulas menores em ordem decrescente de
diametro. Esse fenémeno resulta em liberagao continua e gradual dos constituintes
da fase aquosa interna. A manutencdo da estabilidade das emulsées resulta
principalmente da utilizagdo dos surfactantes PGPR e coco glicosideo. O
polirricinoleato de poliglicerol (PGPR) € um surfactante sintético muito utilizado, por
exemplo, na industria alimenticia e € considerado um emulsificante altamente eficaz
para emulsdes agua/dleo (SU et al., 2006), capaz de prevenir a coalescéncia das
goticulas de agua dispersas na fase oleosa (BAHTZ et al.,, 2016). Ja o coco
glicosideo € um surfactante da familia dos alquil poliglicosideos, que previne a
coalescéncia das goticulas de Oleo dispersas na fase aquosa externa. Esse
surfactante é produzido a partir de diversas matérias-primas renovaveis e apresenta
alta biodegradabilidade e baixa toxicidade (FRANCA et al., 2017; MESSINGER et
al., 2007).

4.3. Efeito das emulsdes duplas na biodegradacao do petréleo
Houve ampla diferenca na emissdao de CO, por cada um dos microcosmos
estudados ao longo do periodo de avaliagao (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - Didxido de carbono acumulado durante 109 dias de incubagdo dos

tratamentos simulando estratégias de biorremediacdo usando emulsées A/O/A com

diferentes composi¢des. Tratamento 1: agua marinha; tratamento 2: agua marinha +
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emulsdao nado fertilizada; tratamento 3: agua marinha + emulsao fertilizada;
tratamento 4: agua marinha + emulséo fertilizada + R. rhodochrous TRN7 + N.
farcinica TRH1; tratamento 5: dgua marinha + petréleo + emulsédo fertilizada;
tratamento 6: agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada + R. rhodochrous TRN7
+ N. farcinica TRH1; tratamento 7: agua marinha + petrdleo + emulsao fertilizada +
biocarvao; tratamento 8: agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada + biocarvao +
R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1); tratamento 9: agua marinha + petréleo +
emulsao fertilizada + biocarvao + B. subtilis LBBMA Rl4914 IsrfA; tratamento 10:
agua marinha + petroleo + emulséo fertilizada (0,5X de nutrientes) + biocarvao + R.
rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1 + B. subtilis LBBMA RI4914 |srfA; tratamento
11: agua marinha + petroleo + emulsao fertilizada (1X de nutrientes) + biocarvao +
R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1 + B. subtilis LBBMA RI14914 IsrfA;
tratamento 12: agua marinha + petréleo + emulsao fertilizada (2X de nutrientes) +
biocarvao + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1) + B. subtilis LBBMA RI4914
IsrfA.
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Figura 5 - Di6xido de carbono acumulado (A) apds 63 dias e (B) apds 109 dias de
incubacdo dos tratamentos simulando estratégias de biorremediacdo usando
emulsées A/O/A com diferentes composi¢coes. Médias com as mesmas letra nao
diferem entre si pelo teste post-hoc de Tukey a 5% de probabilidade. Tratamento 1:
agua marinha; tratamento 2: agua marinha + emulsao nao fertilizada; tratamento 3:
agua marinha + emulsao fertilizada; tratamento 4: agua marinha + emulséo

fertilizada + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1; tratamento 5: agua marinha
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+ petréleo + emulsao fertilizada; tratamento 6: 4gua marinha + petréleo + emulséao
fertilizada + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1; tratamento 7: agua marinha
+ petrdleo + emulséo fertilizada + biocarvao; tratamento 8: agua marinha + petroleo
+ emulsao fertilizada + biocarvdo + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1);
tratamento 9: agua marinha + petroleo + emulséo fertilizada + biocarvao + B. subtilis
LBBMA RI4914 IsrfA; tratamento 10: &gua marinha + petréleo + emulséo fertilizada
(0,5X de nutrientes) + biocarvao + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica TRH1 + B.
subtilis LBBMA RI4914 IsrfA; tratamento 11: agua marinha + petréleo + emulséao
fertilizada (1X de nutrientes) + biocarvao + R. rhodochrous TRN7 + N. farcinica
TRH1 + B. subtilis LBBMA RI4914 |srfA; tratamento 12: agua marinha + petréleo +
emulsao fertilizada (2X de nutrientes) + biocarvao + R. rhodochrous TRN7 + N.
farcinica TRH1) + B. subtilis LBBMA RI14914 IsrfA.

A adicao da emulsdo dupla nao fertilizada a 4gua marinha ndo resultou em
aumento significativo da emissdo de CO,, comparativamente ao tratamento
contendo somente agua (tratamentos 1 e 2, Figura 5). Por outro lado, a incorporacéo
de nutrientes minerais a fase aquosa interna da emulsdo promoveu um aumento
significativo da atividade respiratéria (tratamentos 2 e 3, Fig. 5), 0 que demonstra
que a mineralizagdo de compostos organicos pelas populagdes microbianas
heterotréficas autéctones da agua utilizada neste trabalho € limitada pela escassez
nutricional. Isso decorre da escassez de alguns nutrientes minerais, como nitrogénio,
ferro e fésforo ja antes relatada principalmente em areas distantes da zona costeira
(RODRIGUES et al., 2020, MCKEW et al.,, 2007), e agora, demonstrado neste
trabalho que essa limitagdo também ocorre em aguas de regides litoraneas do
Espirito Santo.

A adi¢do do consércio das bactérias hidrocarbonoclésticas R. rhodochrous
TRN7 e N. farcinica TRH1 a emulsao fertilizada nao teve efeito significativo sobre a
atividade de mineralizacdo das moléculas organicas presentes na agua (tratamentos
3 e 4, Fig. 5), indicando que as populagdes heterotroficas autdctones sao capazes
de mineralizar as moléculas organicas naturalmente presentes na agua, além
daquelas que compdem a emulsao (item 3.2).

A adicdo de petroleo tratado termicamente para eliminacdo dos
hidrocarbonetos de menor tamanho de cadeia (e consequentemente mais volateis),

juntamente com a emulséo fertilizada, resultou em pequeno aumento da emissao de
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CO; (tratamentos 3 e 5, Fig. 5). Por outro lado, quando se incorporou a formulagéo o
consércio de bactérias hidrocarbonoclasticas, a presenca do petréleo na agua do
microcosmo resultou em aumento significativo da atividade respiratoria (tratamentos
4 e 6, Fig. 5), indicando que houve aumento da taxa de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos de petréleo nesse tratamento.

R. rhodochrous TRN7 e N. farcinica TRH1 sao isolados bacterianos
hidrocarbonoclasticos que possuem alta capacidade de degradacao de
hidrocarbonetos de petréleo, desde compostos alifaticos de 8 a 50 atomos de
carbono até aromaticos policiclicos mais complexos, como pireno e fenantreno
(RODRIGUES; KALKS; TOTOLA, 2015). Em razdo dessa alta eficiéncia na
biodegradacao de diferentes fracbes do petroleo, sua incorporacéo a formulagcéo da
emulsdo dupla fertilizada resultou em aumento significativo na atividade de
decomposicao dos hidrocarbonetos presentes nos microcosmos. Além disso, em
decorréncia do tratamento térmico do petréleo, restaram as fragdes de tamanho de
cadeia média a alta, que tendem a apresentar maior hidrofobicidade. Além da
capacidade intrinseca de degradar diferentes fragdes do petréleo, R. rhodochrous
TRN7 e N. farcinica TRH1 possuem a capacidade de alterarem a superficie externa
de suas células, de modo a se tornarem hidrofébicas quando crescem a partir de
moléculas hidrofébicas (RODRIGUES et al., 2020). Isso efetivamente faz com que
possam ter maior acesso as moléculas de alta hidrofobicidade que compbéem o
petréleo utilizado neste trabalho.

Destaca-se que, na avaliagao realizada apds 63 dias de incubagao (Fig. 5A),
a atividade respiratéria no microcosmo contendo petréleo e emulsdo fertilizada
acrescida do consércio de bactérias hidrocarbonoclasticas (tratamento 6) ndo diferiu
da obtida no tratamento sem o consorcio (tratamento 5), mas foi significativamente
maior quando da avaliacdo aos 109 dias (Fig. 5B). O resultado indica que, na
primeira fase de avaliacdo, as populagdes autéctones da agua marinha utilizada
foram capazes de utilizar algumas das fragcbes dos hidrocarbonetos de petroleo
(possivelmente os de menor peso molecular), apés esse periodo, a atividade de
mineralizacdo dos hidrocarbonetos residuais por essas populagdes autéctones foi
reduzida (Fig. 5). Por outro lado, no tratamento contendo o consércio de bactérias
hidrocarbonoclasticas, a atividade de decomposicdo se manteve elevada durante
todo o periodo experimental (tratamento 6, Fig. 5A e B), possivelmente como
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resultado da capacidade dos isolados componentes do consércio em degradar
hidrocarbonetos de diferentes classes e tamanhos de cadeia.

A adigéo de biocarvao a emulséo fertilizada resultou em pequena reducao da
atividade respiratéria no microcosmo contendo petréleo (tratamentos 5 e 7, Fig. 5),
embora os valores absolutos ndo tenham sido significativamente diferentes. No
entanto, aos 63 dias, o biocarvdo fez com que a atividade respiratéria fosse
significativamente menor do que a obtida no tratamento sem biocarvao e que
continha o consorcio de bactérias hidrocarbonoclasticas (tratamentos 6 e 7, Fig. 5A),
ao passo que 0 mesmo tratamento sem biocarvao (tratamento 5) nao diferiu desse
altimo.

Considerando-se que, na auséncia do biocarvao, as popula¢des autdctones
da agua demonstraram ser capazes de degradar parte das moléculas de
hidrocarbonetos de petrdleo na primeira fase de avaliagao (até 63 dias), mas nao em
sua presenca, pode-se concluir que o biocarvao teve efeito negativo sobre a
biodegradacdo dos hidrocarbonetos. Esse efeito é mais evidente quando se
comparam as emissdes de CO, dos tratamentos 6 e 8. Na primeira fase (até 63
dias), a adicdo do biocarvdo a emulsdo resultou em uma pequena reducdo da
emissao de CO, pelo microcosmo contendo o consoércio (comparar tratamentos 6 e
8, Fig. 5A). Ja ao final da incubacdo (109 dias), a comparacdo desses dois
tratamentos mostra que o biocarvao teve um efeito negativo significativo sobre a
biodegradacao (Fig. 5B). Esse resultado ndo era o esperado, considerando que esse
componente foi adicionado a formulacdo das emulsdes com a expectativa de que,
ao adsorver as moléculas de hidrocarbonetos e, ainda, funcionar como superficie
para o crescimento bacteriano, pudesse facilitar o acesso dessas populacées aos
substratos hidrofébicos, como demonstrado por Chang et al. (2017). Entretanto,
naquele trabalho, os autores utilizaram BTEX (hidrocarbonetos aromaticos de cadeia
curta, com baixo peso molecular e solubilidade relativamente elevada em &gua).
Sendo assim, esses substratos estavam presentes na agua, como moléculas
dissolvidas, em baixas concentragdes. Nessas circunstancias, sua adsorcao pelas
particulas de biocarvao de fato parece favorecer a biodegradacao, pelo efeito de
concentracao dessas moléculas na superficie onde as populacdées bacterianas se
estabeleceram. Em nosso trabalho, foi estudada a biodegradacdao de
hidrocarbonetos presentes em petroleo tratado termicamente e, como ja destacado,
de maior peso molecular e maior hidrofobicidade (SCHANTZ; MARTIRE, 1987).
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Além disso, a temperatura relativamente baixa utilizada no processo de pirélise do
biocarvao, nesse trabalho, tende a favorecer a obtencdo de um material mais
hidrofébico (GRAY et al., 2014). Consequentemente, € possivel concluir que as
interacdes hidrofébicas entre as moléculas de hidrocarbonetos e o biocarvao
utilizados em nosso estudo eram muito mais intensas do que as que ocorreram no
trabalho conduzido por Chang et al. (2017). Concluimos assim que essa forte
interacdo ocorrida no presente trabalho resultou em um efeito inverso ao esperado,
diminuindo a biodisponibilidade das moléculas de hidrocarbonetos e, assim, a sua
biodegradacédo. A maior resisténcia a biodegradacao dos hidrocarbonetos de cadeia
pesada em relacdo aos de cadeia leve ja foi relatada em estudos utilizando
biocarvdo (BEESLEY; MORENO-JIMENEZ; GOMEZ-EYLES, 2010; KONG et al.,
2018; KUSMIERZ et al., 2016), o que possivelmente explica o efeito negativo da sua
adicao aos microcosmos.

A adicao da linhagem de B. subtilis R14914 IsrfA & composi¢cao da emulséao,
juntamente com o biocarvao (tratamento 9) ndo alterou a atividade respiratéria,
comparativamente ao tratamento apenas com biocarvao (tratamento 7, Fig. 5).
Testes feitos posteriormente (item 3.7 dos Materiais e Métodos) indicaram que B.
subtilis R14914 IsrfA ndo possui a capacidade de crescer no meio da emulséo,
possivelmente pela quantidade de sal presente naturalmente na agua do mar. Em
decorréncia dessa incapacidade de crescimento, ndo houve a esperada producéo de
surfactina, a qual poderia estimular a biodegradacdo dos hidrocarbonetos de
petréleo presentes nos microcosmos.

Nos tratamentos contendo emulsdo acrescida de biocarvdo, consércio de
bactérias hidrocarbonoclasticas e a linhagem B. subtilis RI4914 IsrfA geneticamente
modificada produtora de surfactina, as diferentes concentragdes de nutrientes
minerais na fase aquosa interna (0,5X, 1X e 2X, tratamentos 10 a 12) nao resultaram
em diferencas significativas na emissao de CO: (Fig. 5). Apesar de se ter constatado
a necessidade de um aporte de nitrogénio e fésforo a aguas marinhas litordneas
para se estimular a biodegradacdo de compostos orgéanicos, os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem que uma menor concentragdo desses nutrientes (0,5X) na
fase aquosa interna, comparativamente a da formulagcdo original proposta por
Rodrigues et al. (2020), seria suficiente para sustentar a biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo nesse ambiente. Entretanto, a avaliacdao do efeito da

concentracao de nutrientes foi aplicada somente a formulacado contendo biocarvao, o
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qual, como destacado acima, limitou a atividade de biodegradacao dos substratos
hidrofébicos (e, consequentemente, a demanda das populagdes microbianas por
esses nutrientes minerais essenciais). Assim, ndo se pode excluir a possibilidade de
que, numa situagdo em que a biodegradacdo n&o seja limitada pelo
“aprisionamento” dos substratos a uma matriz hidrofébica, uma maior disponibilidade
de nutrientes minerais ndo seja favoravel, especialmente se o ambiente alvo do
estudo for o de aguas oceéanicas mais distantes do litoral e, portanto, ainda menos
férteis (MADIGAN et al., 2016). Essa possibilidade devera ser avaliada em estudos
futuros, empregando-se especificamente as condicdes adotadas no tratamento 6
(ver figuras 4 e 5).
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados experimentais obtidos neste trabalho, conclui-se que
as emulsdes duplas fertilizadas sdo uma alternativa eficaz de biorremediacao em
ambientes marinhos contaminados com hidrocarbonetos de petroleo. Alteragbes na
composicao original da emulsao sugerida por Rodrigues et al. (2020), seja pelo
aumento ou reducdo da concentracdo de nutrientes, seja pela incorporagcao de um
material adsorvente (biocarvdo), nao resultaram em maior biodegradacdo dos
hidrocarbonetos de petréleo. Ainda, a linhagem de B. subtilis RI4914 IsrfA
geneticamente modificada para maior producdo do biossurfactante surfactina, nédo
se mostrou efetiva para estimular a biodegradacao dos hidrocarbonetos de petréleo,
pelo fato decorrente de sua limitacdo de crescimento em agua marinha. Assim, a
emulsao dupla fertilizada proposta por aqueles autores mostrou ser a mais eficaz em
promover a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em aguas marinhas

litoraneas.
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