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“Faga o que pode, com o que tem, onde estiver”
ug . . 7 . . . 7 ~ ”
E triste falhar na vida; porém mais triste ainda é nao tentar vencer

Franklin Roosevelt
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Orientadores: Prof? Selma Gomes Ferreira Leite, D.Sc.
Prof?. Maria Helena Miguez da Rocha. Ledo, D.Sc.

No atual contexto mundial, em que a preocupacdo com 0 meio ambiente vem
crescendo abruptamente, o dominio de tecnologias tornou-se essencial para
qualquer pais. Tecnologias aplicaveis a diversos setores e que permitem um
controle mais sofisticado de certas propriedades de uso de diferentes produtos
alcancam hoje maior valor estratégico. Dentre as tecnologias com grande
potencial estd a microencapsulacdo de materiais ativos. Diversos estudos vém
avaliando a utilizacdo de fertilizantes de liberacdo lenta, como uma forma de
bioestimulo, para fornecer as concentragBes de nutrientes necessarias ao
processo de biorremediacdo. Esses produtos ja sdo usualmente utilizados para
diferentes cultivares agricolas e fornecem nutrientes para as culturas durante
todo o seu ciclo de crescimento. Diante da elevada potencialidade do uso de
microorganismos degradadores de hidrocarbonetos de petréleo acoplado com a
tecnologia de liberacdo controlada de materiais ativos, este trabalho tem como
objetivo produzir capsulas de liberacdo controlada de NPK para fins de
biorremediacdo. Para formulacdo do encapsulado foram utilizados o0s
polimeros alginato e capsul®, e o fertilizante comercial NPK da empresa
Sempre Verde®. Utilizou- se o 6leo cru de base parafinica como Unica fonte de
carbono e o meio mineral Bushnell-Hass para cultivar o consoércio de
microorganismos degradadores de 6leo. Foi utilizado o planejamento
experimental para avaliar a concentragdo otima de capsul e 6leo cru nos
sistemas de biorremediagcdo. Os resultados obtidos foram a producdo de
capsulas de liberacdo lenta com 4 mm de didmetro composta por 3 % de
alginato (P/V) e 4,1% de capsul (P/V), com uma concentragdo de 68mg/l de
nitrogénio total e 139mg/I de fésforo aprisionada em seu interior. As capsulas
foram aplicadas em experimentos em meio liquido (BH) contendo 0,22% do
oleo cru apresentando uma degradacéo, pelo consércio microbiano, de 39% de
hidrocarbonetos totais, demonstrando ser uma ferramenta passivel de ser
aplicada na biorremediacéo desses hidrocarbonetos.
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requirements for obtaining the degree of Master of Science.

PRODUCTION OF CONTROLLED RELEASE CAPSULES FOR THE
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Everton Amazonas dos Reis
October, 2009.

Supervisors: Prof. Selma Gomes Ferreira Leite, D.Sc.
Prof 2 Maria Helena Miguez da Rocha Ledo D.Sc.

In today's world, in which concern about the environment has been growing
sharply, the field of technology has become essential for any country.
Technologies applicable to various sectors and allow a more sophisticated
control of certain properties to use different products achieve greater strategic
value today. Among technologies with great potential is the
microencapsulation of active materials. Several studies have evaluated the use
of slow-release fertilizer, as a way of biostimulation, to provide the
concentrations of nutrients necessary for the process of bioremediation. These
products are usually used for different crops and provide nutrients for the crops
during their growth cycle. Given the high potential of using microorganisms to
degrade petroleum hydrocarbons coupled with the technology of controlled
release of active materials, this work aims to produce controlled-release
capsules of NPK for bioremediation. For the encapsulated formulation was
used polymers alginate and capsul ®, and commercial NPK Fertilizers
Company Always Green ®. Were used the crude oil based paraffin as the only
source of carbon and mineral medium Bushnell-Hass to grow the consortium
of oil degrading microorganisms. Were used the experimental design to
evaluate the optimal concentration capsul and crude oil systems in
bioremediation. The results were the production of slow-release capsules with
4 mm in diameter composed of 3% alginate (w /v) and 4.1% capsul (P / V),
with a concentration of 68mg / | total nitrogen and 139mg / | of phosphorus
trapped inside. The capsules were applied in experiments in liquid medium
(BH) containing 0.22% of crude oil showing a degradation, microbial
consortium, 39% of total hydrocarbons, proving to be a tool that can be applied
in the bioremediation of hydrocarbons.
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Abreviaturas

BH — Bushnell- Hass

CETEM - Centro de Tecnologia Mineral

CLC - Cépsulas de Liberacdo Controlada
CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente
EPA - Environmental Protection Agency

FDA - Food and Drug Administration

g - Grama

HPAs - Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
HPLC - High Performace Liquida Chromatography

HTP - Hidrocarbonetos Totais do Petr6leo

L - Litro
M — Molar
pl — Microlitro

mm - Milimetro

mg - Miligrama

MSR- Método de Superficie de Resposta

nm — Nandmetro

NPK - Nitrogénio, Fosforo e Potassio

OGMs — Organismos Geneticamente Modificados
p — Peso

pH — Potencial hidrogenidnico

rpm — RotacGes Por Minutos

USEPA — Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
USGS — United States Geological Survey

Vv - volume
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1. INTRODUCAO

A preocupacao com a qualidade ambiental vem se tornando cada vez mais presente na
sociedade, em funcdo da maior percepcdo de que 0s recursos naturais estdo cada vez mais
escassos, e de que o desenvolvimento acelerado tem criado problemas constantes de poluigéo.

A atividade industrial € um dos principais responsaveis pela degradacdo ambiental, por
meio de emissdes gasosas nao controladas, disponibilizacdo inadequada de rejeitos industriais
gue causam a contaminacdo de aguas subterraneas, dentre diversas outras formas de poluicédo
(BRITO et al., 2004).

As preocupagdes ambientais, incipientes até a ocorréncia da 22 Guerra Mundial,
demonstraram ser de vital importancia na medida em que mais e mais acidentes ambientais
passaram a ocorrer, estimulando a pesquisa de forma a reparar ou minimizar, nos processos
produtivos, esses danos ambientais. Além disso, a pressdo por parte dos governos e da opinido
publica tem forgcado essa postura ambientalmente correta das industrias, estabelecendo leis
que regulam o gerenciamento ambiental (BAYARDINO,2004, MARTINS et al., 2003,
MOLINA-BARAHONA et al., 2004;).

Nesse contexto, encontram-se as industrias de petroleo que sdo potencialmente
grandes causadoras de impactos ambientais, inerentes ao Seu processo produtivo. Tais
impactos vém do consumo de grandes quantidades de agua e energia, da producdo de
efluentes e residuos solidos de dificil tratamento e disposicéo, e da liberagcdo de gases tdxicos
na atmosfera. Por outro lado, € extensa e fundamental a importancia do petréleo em nossa
sociedade, tal como esta atualmente organizada. O petréleo ndo é apenas uma das principais
fontes de energia utilizadas, mas também seus derivados sdo matérias-primas para a
manufatura de inimeros bens de consumo e, deste modo, tem um papel cada dia mais
presente e relevante na sociedade (MARIANO, 2005).

A contaminacdo por petréleo e seus derivados tem sido um dos principais problemas
ambientais das Ultimas décadas, tendo em vista a complexidade desses compostos e a
dificuldade de remediacdo dos mesmos (FRANCO et al., 2004). Atualmente, esforcos estéo
sendo feitos no desenvolvimento de novas alternativas de remediacdo desses meios
contaminados por petrdleo.

Diante disso, no tratamento de areas contaminadas por compostos organicos, como
petroleo, pode ser exigida a utilizagdo de uma combinacdo de tecnologias bioldgicas, fisicas e

quimicas para reduzir a contaminagé@o a um nivel seguro e aceitavel (KHAN et al., 2004).

Reis, E. A



A biorremediacdo é uma tecnologia ecologicamente aceitavel para a remediacdo de
areas contaminados, a qual utiliza o estimulo da atividade microbiana para degradar
compostos organicos, em especial hidrocarbonetos de petroleo, resultando na transformacao
em metabdlitos ou mineralizacdo dos contaminantes (MOLINA-BARAHONA et al. 2004;
NAKAGAWA & ANDREA, 2006). Esta técnica tem recebido maior atencdo devido as
potenciais vantagens sobre as técnicas convencionais de limpeza, que conforme j& citado,
incluem baixo custo e reducao dos efeitos de risco de impacto ambiental.

Dentre as varias técnicas de aplicacdo da Biorremediacao in situ, a Bioestimulacéo € a
forma mais imediata e simples de tratamento que envolve a adicdo de nutrientes e oxigénio
necessarios para acelerar o processo. Outras técnicas vém sendo utilizadas, como a introducédo
de microrganismos indigenas, selecionados pelo potencial para degradar e/ou acelerar o
processo (Bioaumento), ou a introducdo de enzimas especificas, principalmente do grupo das
dioxigenases, que sdo importantes na fase inicial de oxidacdo do anel benzénico (ATLAS,
1981; LIN et al., 1999; GOGOI et al., 2003; AULENTA et al ., 2005; BENTO et al., 2005;
AYOTAMUNO et al., 2006; SALINAS-MARTINEZ et al., 2007; R1ZZ0O, 2008 ).

Todos estes processos necessitam de um monitoramento eficaz para definir se a
estratégia de tratamento implementada esta se mostrando eficiente ou se esta comprometendo

de forma negativa o ecossistema local.
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2. JUSTIFICATIVA

Frequentemente somos surpreendidos por anuncios de telejornais do mundo inteiro, de
casos como o ocorrido na Baia de Guanabara em 2000, onde trés milhGes de litros de petréleo
vazaram de um oleoduto, e em 2002 o caso do navio Prestige de bandeira das Bahamas, que
carregava 77mil toneladas de Oleo, e provocou uma das maiores catastrofe ecoldgicas.
Estimou-se que mais de 295km da costa espanhola e 90 praias foram
contaminadas(AMBIENTEBRASIL, 2009). Casos como esses chamam a atencdo para a
necessidade de minimizar esses impactos da industria petrolifera, bem como recuperar os
ambientes ja contaminados.

No atual contexto mundial em que a preocupacdo com o meio ambiente vem
crescendo abruptamente, o dominio de tecnologias limpas tornou-se essencial para qualquer
pais que deseja biorremediar suas contaminacfes sem a necessidade de agredir o meio
ambiente. Estabelecer a influéncia de varidveis na eficiéncia dos processos de biodegradacao
de petroleo pode ajudar a minimizar possiveis impactos, um exemplo bem conhecido na
literatura e a concentracdo do oxigénio, determinada como uma variavel limitante no processo
de biorremedicdo no solo e em ambientes aquéaticos (HEIDER et al., 1998). Geralmente,
quanto maior o suprimento de oxigénio mais rapido € a biodegradacao.

Também estd bem estabelecido que a disponibilidade de nitrogénio e fosforo é
limitante na degradacdo microbiana de hidrocarbonetos pois trata-se de uma abordagem mais
simples e mais eficaz para estimular a biorremediacdo utilizando a biomassa microbiana
indigena (ATLAS & BARTHA 1992; VENOSA 1998; JOHNSON & SCOW 1999). No
entanto, a aplicacdo excessiva de nutrientes pode resultar em uma maior exigéncia
metabolica, elevando assim 0s custos da biorremediacdo, e no caso de ambientes aquaticos
potencializando impactos como os da eutrofizagdo marinha (DIBBLE & BARTHA 1979).

Sabe-se hoje que uma das principais perdas dos nutrientes no meio ambiente ocorre
devido a acdo da lixiviacdo, volatilizacdo e outras instabilidades quimicas (HANAFI 2000),
isso ocasiona muitas vezes em insuficiéncia de nutrientes reduzindo assim a acdo dos
microorganismos. A utilizacdo de fertilizantes de liberagcdo lenta podem realizar um
fornecimento continuo de nutrientes, mantendo um estado nutricional suficiente através de
uma relagcdo oOtima de C:N:P para a perpetuacdo da atividade microbiana e concomitante
reducdo de custos na biorremediacdo (RISER-ROBERTS 1992, XU et al.,2003).
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral produzir capsulas de liberagdo controlada
de NPK para fins de biorremediacdo de ambientes contaminados por hidrocarbonetos de

petrdleo.

3.2.0bjetivos Especificos

v Produzir capsulas contendo NPK a base de Alginato e Capsul.

v Avaliar alguns parametros para melhor degradacdo de 6leo cru empregando as
capsulas, estabelecendo uma relacdo entre a concentracdo de Oleo e a
concentragdo de capsul.

v Avaliar a taxa de liberacdo do NPK, em experimento cinético de degradacao de

oleo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Petroleo

4.1.1 Formacao e Composicao:

O petrdleo é uma substancia oleosa, inflamavel, menos densa que a &gua, com cheiro
caracteristico e cor variando entre o negro e o castanho escuro (PETROBRAS, 2007 apud
ALVAREZ, 2007). Este é considerado uma fonte de energia ndo renovavel, de origem fdssil.

A formac&o do petr6leo ocorre na rocha matriz, como resultado da decomposicéo de
matéria organica que foi capaz de se depositar no fundo de mares e lagos, porém o petréleo
ndo permanece nesta, ele se desloca até as rochas reservatorias ou bacias sedimentares onde se
acumula nos poros. O petrdleo tende a migrar ao longo dos anos para as superficies, uma vez
que possui densidade inferior as rochas. Este fendmeno, chamado de exudacdo, nem sempre
ocorre, uma vez que no meio do percurso o petrleo pode se depara com barreiras fisicas
como rochas impermeaveis, permanecendo confinado e formando assim um reservatério
(MARGOT et al., 2005; VAN HAMME et al., 2003; HEAD et al., 2003).

O petréleo é formado por processos biogeoquimicos e, por isso, € uma mistura
complexa de hidrocarbonetos alcanos, alcenos, cicloalcanos e compostos arométicos. De
acordo com a predominancia dos hidrocarbonetos encontrados no 6leo cru o petréleo €
classificado em parafinico, nafténico, mistos (quando ha predominancia de hidrocarbonetos
paranificos e nafténicos) ou aromaéticos (predominancia de hidrocarbonetos aromaticos).
Dentre esses compostos, 0s aromaticos sdo considerados raros, produzindo solventes de
excelente qualidade e gasolina de alto indice de octanagem (ATLAS, 1981; RISER-
ROBERTS, 1998; ABALOS et al., 2004). Além dos hidrocarbonetos também sdo
constituintes do petroleo, os compostos sulfurosos, nitrogenados, oxigenados e ainda
compostos metalicos (QIAN & DECHERT, 2002).

O destino dessas substancias, ap6s um derrame, dependera da interacdo de varios
fatores levando a diferentes processos de remocdo (CRAPEZ et al., 2002).

Os processos de remogédo de produtos derivados do petroleo do ambiente diferem de
acordo com a composicao e estrutura quimica destes. Os processos mais importantes que tém
influéncia sobre os hidrocarbonetos sdo: sorcdes, volatilizagdo, transformacdo abidtica

(quimica ou fotoquimica) e biotransformacdo. A sorcdo e a volatilizacdo ndo destroem os
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contaminantes, mas apenas 0s concentram ou transferem para outro meio ( KHAN et al.,
2004).

As transformacbes abioticas quimicas envolvendo contaminantes organicos sao
geralmente lentas e as reacBes fotoquimicas sdo pouco significativas na maioria dos
ambientes. Porém, € conhecido que as bactérias sdo capazes de realizar a transformacao de
varios contaminantes, possibilitando a biorremediacdo de solos impactados com 6leos (Korda
et al., 1997). Geralmente, derrames acidentais de 0leos sdo mais faceis de se conter em solo
do que no mar. No primeiro caso, a matéria particulada é capaz de absorver os
hidrocarbonetos, diminuindo a sua toxidade, porém contribuindo para sua persisténcia.
Populagdes de microorganismos podem metabolizar como substratos, apenas uma fracéo
limitada de hidrocarbonetos.(TAKETANI, 2008).

4.1.2 Impactos ambientais do petroleo.

Os impactos ambientais de um derramamento de 6leo, ou de seus subprodutos, nos
ecossistemas costeiros e oceanicos variam consideravelmente em funcdo do tipo e
composicdo do 6leo (quanto mais soltvel for o composto, mais toxico ele serd), da quantidade
derramada, da época do ano, de fatores meteoroldgicos e oceanograficos, da localizacdo
geografica, da persisténcia e biodisponibilidade dos hidrocarbonetos e do estado bioldgico dos
organismos na hora da contaminacédo ( SILVA, 2008).

A disposicdo inadequada de residuos oleosos, por exemplo, vem causando a
contaminacdo de solos, recursos hidricos superficiais e subterrdneos e, eventualmente,
dependendo da volatilidade dos compostos organicos presentes nos residuos, a contaminacao
do ar (Bayardino, 2004).

No que se referem aos sistemas costeiros, as respostas a um derramamento de 6leo
podem variar, em cada caso, dentro de limites relativamente amplos, devido ao numero de
fatores que operam sobre ele (SILVA, 2008).

Os ecossistemas costeiros sdo especialmente susceptiveis a contaminacdo por o6leo,
segundo GLUNDLACH e HAYES (1978) mangues e marismas sao classificados como as
areas mais sensiveis ou vulneraveis aos efeitos potenciais do 6leo. Tal vulnerabilidade é
baseada na proximidade das fontes poluidoras, na dos bosques em relagdo ao corpo d’agua
principal, da geomorfologia das areas do nivel das marés, na interagdo da costa com processos
fisicos relacionados com a deposicao do 6leo e na extensdo do dano ambiental. (SNEDAKER,
et al, 1985).
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Os manguezais e marismas sdo locais onde o 6leo, ao ser transportado por ondas e
correntes para a area costeira, se acumula apds um derramamento. O acesso a maioria desses
ecossistemas dificulta a remocéo do 6leo. (SNEDAKER, et al, 1985).

De um modo geral, quando o filme de 0leo atinge 0os manguezais, forma-se uma
barreira mecénica, cobrindo as regies entre marés, que impede a ventilagdo adequada do
sistema radicular dificultando as trocas gasosas. (SNEDAKER, et al, 1985).

Para SNEDAKER (1985), as repostas dos manguezais a derramamentos de o6leo
podem ser sintetizadas em trés fases: sufocacdo mecanica (efeito agudo), toxicidade quimica
cronica (efeito crénico) e recuperacao.

O efeito pode ser agudo, imediato, ao atingir a casca, pneumatoforos, raizes escoras e
sedimento. Ocorre 0 amarelamento das flores, o desfolhamento, culminando com a morte das
arvores. Se a quantidade de 6leo for muito grande, as plantas morrem entre 48 e 72 horas. A
flora e a fauna bentdnica microscopica morrem de imediato. Alguns caranguejos fogem do
local, mas vao morrer adiante (LAI,1986).

Os efeitos cronicos, geralmente ocorrem apos 0 primeiro més, e estdo relacionados aos
efeitos toxicoldgicos do Oleo. Pode-se listar a reducdo na reproducdo das plantas e na
sobrevivéncia das sementes, bem como a redugdo na producdo de serapilheira. Efeitos
genéticos sdo também percebidos, com vérias plantas apresentando ma formacdo devido a
mutacdes causadas pelos efeitos toxicoldgicos (KLEKOWSKI et al.,1994).

As caracteristicas peculiares destes ecossistemas, faz com que estes possam levar mais
de 30 anos para se recuperar dos derramamentos de 6leo mais severos (BURNS,CODI &
DUKE, 2000).

Devido aos grandes impactos citados, varios autores tentam definir uma escala relativa
de vulnerabilidade dos ecossistemas costeiros aos derrames de petréleo. Entre os mais
conhecidos indices de vulnerabilidade esta 0 de GUNDLACH e HAYES (1978), tabela 1,

sendo utilizado para ecossistemas costeiros.
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mar.

Tabela 1 - Vulnerabilidade dos ecossistemas costeiros a danos causados por derramamentos de 6leo no

Indice de

Vulnerabilidade

Ambiente

Comentarios

Costao rochoso

A reflexao das ondas mantém a maior parte do 6leo afastado e

1
exposto favorece os mecanismos naturais de remocéo e degradagao.
Plataformas de Pela agdo de “lavagem” das ondas, a maior parte do 6leo é
2 abrasdo (acdo de | removida por processos naturais em semanas
ondas)
Praias comareia | O 6leo fica restrito a uma camada superficial, facilitando a remogao
3 fina a media mecanica, se necessaria. No entanto, o 6leo pode persistir por varios
abrigada meses.
. . O 6leo pode penetrar e/ou se enterrar rapidamente, dificultando a
Praias com areia . . )
. limpeza. Sob condigdes de ondas moderadas a fortes, o dleo pode
4 média a grossa . .
ser removido naturalmente, dentro de meses. Neste ambiente, a
exposta . o . . )
atividade bioldgica é geralmente baixa e o impacto é pequeno.
. Planicies de maré | Em terrenos compactados como estes, a maior parte do 6leo néo vai
expostas aderir ou penetrar.
Praias com areia | O 6leo pode penetrar e se enterrar rapidamente. Sob condices de
6 mista (cascalho e | moderada a baixa energia, o 6leo pode persistir por anos
areia)
O processo descrito acima é agravado pela granulometria mais
. grosseira. A limpeza deve se concentrar ao nivel da maré alta. Um
7 Praias de cascalho . . . .
pavimento sélido asfaltico pode se formar em areas com grande
concentracéo de dleo
. S&o areas de reduzida agdo de ondas. O dleo pode persistir por
Costdes rochosos . . L
8 . muitos anos. A limpeza néo é recomendada, a menos que 0
abrigados i , . .
acumulo de 6leo seja muito grande.
. | S&o areas de grande produtividade bioldgica e baixa energia de
Planicies de maré i . . .
9 . ondas. O 6leo pode persistir por anos. A limpeza néo é
abrigadas i ) )
recomendada a menos que o0 acumulo de 6leo seja muito grande.
) Séo os ecossistemas marinhos mais produtivos e sensiveis a
Manguezais e . . i .
10 qualquer tipo de impacto. O 6leo pode persistir por anos. Estes

Marismas

ambientes sdo areas de prioridade maxima de protegao.

Fonte: Elaborado a partir de GUNDLACH e HAYES, 1978.
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A tabela 1 qualifica os ecossistemas segundo o indice de vulnerabilidade.

Esses indices apresentados sdo importantes ferramentas para tomada de decisdo
durante a remediacdo de zonas costeiras apOs derrames acidentais por Oleos, pois déo
subsidios para que se possa priorizar, por exemplo, a protecdo dos ambientes mais sensiveis e
vulneraveis (GUNLACH & HAYES, 1978).

No que se refere a contaminagdo do solo e &guas subterraneas, a gasolina é uma das
principais fontes de contaminacdo por derivados do petroleo (Kao & Wang, 2000).

O vazamento deste € proveniente da corrosdo dos reservatorios, geralmente
constituidos de aco-carbono, devido a vérios fatores, entre eles a umidade. Por acdo da
gravidade, se d& infiltracdo vertical do combustivel, que pode atingir o lengol freatico. A
quantidade do produto que chegara ao lencol sera dependente da quantidade derramada assim
como da profundidade do nivel d’agua e da quantidade que fica adsorvida no solo
( OLIVEIRA,1992 apud CUNHA, 2004).

O maior risco apds um vazamento acidental é a contaminacdo do lencol freatico,
conforme foi dito acima, pois, compromete a qualidade das aguas de abastecimento
(SOLANO-SERENA, 1999). No entanto, em grandes centros urbanos, a pluma de
contaminacdo poderd percorrer caminhos preferéncias, como tubulacfes de redes de esgoto,
galerias de rede elétricas, podendo provocar incéndios e explosdes, colocando em risco a vida
de seus usuarios. (OLIVEIRA,1992 apud CUNHA, 2004).

O risco a saude humana pode ser definido como a possibilidade de um evento nocivo
(morte, dano ou perda) ocorrer como resultado da exposicdo a agentes fisicos ou quimicos em
condices especificas (PEDROZO, et al., 2002).

4.1.3 Efeitos prejudiciais:

De acordo com Lima, 2001, o primeiro relato de cancer como efeito da exposicdo ao
piche, alcatréo e a fuligem foi feito em 1775 pelo cirurgido Sir Percival Pott, quando reportou
a alta incidéncia de cancer no 6rgédo reprodutor masculino entre limpadores de chaminés na
Gré- Bretanha . Entretanto, somente 150 anos mais tarde, € que foram identificados os
componentes cancerigenos da fuligem como sendo hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
Atualmente, diversos érgdos nacionais e internacionais reconhecem os perigos em potencial
da ocorréncia dos hidrocarbonetos do petroleo no meio ambiente. Até hoje foram reportados
mais de 30 compostos e centenas de derivados dos HPAs apresentando efeitos cancerigenos,

fazendo deles a maior classe de compostos cancerigenos conhecida. Além disso, eles
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apresentam uma ampla distribuicdo no meio ambiente, possuem elevada tendéncia a

bioacumulacgéo e s&o altamente recalcitrantes. (LIMA, 2001)

4.2 Tratamentos de areas contaminadas com derivados de

petroleo:

Conforme foi citado anteriormente, a complexidade e dificuldades de remediacdo de areas
contaminadas por petroleo e seus derivados nos remete a busca de forma mais eficaz para o
tratamento destes.

De acordo com KHAN (2004), os métodos de tratamento mais utilizados para
remediacdo de areas contaminadas pela industria de petréleo sdo normalmente divididos em 2
grandes categorias: métodos fisicos-quimicos e biolégicos.

Os tratamentos fisicos envolvem a separacéo das fases do solo e contaminante. J& 0s
tratamentos quimicos se baseiam nas diferencas das propriedades quimicas dos diversos
componentes dos contaminantes e envolvem, geralmente, uma ou mais das seguintes reacdes
quimicas: neutralizacdo, fotélise e/ou oxi-reducdo. (MARIANO, 2005).

Os tratamentos bioldgicos sdo baseados na capacidade das comunidades microbiana
ou de plantas de imobilizar ou degradar esses contaminantes (MARTINS et al., 2003). Este
tratamento quando comparado aos processos fisico-quimicos, sdo mais seguros e com custo
relativamente baixo. Além disso, ocorre um aumento das pesquisas nessa area esta
relacionado ao fato de que o tratamento bioldgico é menos agressivo ao meio ambiente, ja
que, muitas vezes, concentra seus esforcos em otimizar o processo naturalmente existente,
gerando assim uma grande aceitacdo por parte da opinido publica, por ser considerado uma
“forma natural” de tratamento. (MARTINS et al., 2003; BRITO et al., 2004; MOLINA-
BARAHONA et al. 2005; D'ANNIBALE et al. 2006).

4.3. Biorremediacgéo

4.3.1. Aspectos Gerais

A biorremediacdo tem sido definida de muitas formas. A Agéncia de Protecdo
Ambiental Americana (USEPA) apresenta uma definicdo genérica sobre a pratica da
biorremediagdo: Biorremediagdo é o processo de tratamento que utiliza a ocorréncia natural
de microrganismos para degradar substancias toxicamente perigosas transformando-as em
substancias menos ou nao toxicas. O Escritorio de Estudos Geologicos do Departamento do
Interior do Governo Americano (USGS), por sua vez, adota a definicdo do American Heritage
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Dictionary of the American Language que define biorremediacdo como: O uso de agentes
bioldgicos tais como bactérias e plantas, para remover ou neutralizar contaminantes, como
poluentes do solo e da &gua (CHAPELLE apud MARTINS et al., 2003).

Em resumo, a biorremediacdo é a ciéncia que busca a remediacdo ambiental, através
do estudo, controle e aplicacdo da propriedade biodegradativa dos microorganismos. Esse
conceito, de que os microrganismos podem utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono e
energia, é difundido ha muito tempo. Em 1895, um estudo mostrou a degradacédo da parafina
pelo fungo Botrytis cinerea. Desde entdo, o metabolismo de hidrocarbonetos tem sido
extensivamente estudado. (ALEXANDER & LOEHR 1992; WILSON & JONES 1993).

O Brasil vem intensificando estudos na area de biorremediacdo de solos, objetivando
reduzir alguns impactos ambientais resultantes de derramamentos acidentais de 6leo. Sabe-se
que este é composto de uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifaticos ( n-alcanos),
aliciclicos e arométicos (HPAs). Ndo somente os solos tém recebido esse destaque, mas
também a descoberta de que certas bactérias que vivem nos sedimentos marinhos, inclusive
nas areias das praias, podem degradar os componentes do petroleo abrindo a possibilidade de
usar métodos biologicos no tratamento dos derrames também em ambientes marinhos
(CRAPEZ et al., 2002).

Segundo Morais, 2005, além dos microorganismos com habilidade em degradar
hidrocarbonetos de petréleo, das caracteristicas do local, concentragdo e tipo do contaminante,
diversos fatores ambientais influenciam este processo melhorando a degradacdo do
contaminante. Os mais importantes sdo a temperatura, concentracdo de oxigénio (aeracao

eficiente) teor de umidade, pH e nutrientes inorganicos.
4.3.2 Fatores que Afetam o Processo

A seguir serdo apresentados alguns dos principais fatores que afetam o processo de

biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos.
4.3.2.1 Temperatura

A temperatura tem profundo efeito ndo s6 nas caracteristicas fisicas (solubilidade,
sorcdo, viscosidade, volatilizagdo) dos contaminantes presentes no solo, mas também no
metabolismo microbiano (PROVIDENTI et al., 1993; BANERJI et al., 1995). Em
temperaturas baixas, hidrocarbonetos liquidos se transformam em parafinas sélidas,
hidrocarbonetos sollveis precipitam e ocorre uma queda consideravel na solubilidade destes.

Estas caracteristicas fisicas alteradas podem interferir significativamente na disponibilizacéo
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destes contaminantes para 0s microrganismos responsaveis pela biodegradacdo, afetando
assim as taxas de degradacdo dos mesmos (BANERJI et al., 1995).

4.3.2.2 Concentracao de oxigénio

Condicdes aerdbias sdo necessérias para que ocorra a biodegradacdo relativamente
rapida de hidrocarbonetos de petréleo, uma vez que a degradacao anaerdbia destes compostos
ja foi demonstrada como sendo extremamente lenta (BANERJI et al., 1995).

O oxigénio é utilizado pelos microrganismos ndo s6 como aceptor final de elétrons na
respiracdo aerdbia, mas também como substrato nas reacOes biodegradativas catalisadas pela
enzima oxigenase. Isto inclui o rompimento dos anéis, a hidroxilagdo dos compostos
aromaticos e a oxidacdo dos compostos alifaticos (PROVIDENTI et al., 1993). A adequada
aeracdo do sistema solo/contaminante €, portanto, essencial ao processo de biodegradacao

aerobia.
4.3.2.3 Teor de Umidade

Sabe-se que reduzidos teores de umidade afetam negativamente o metabolismo
microbiano, a movimentacdo dos microrganismos nos diferentes sistemas, assim como o
transporte dos nutrientes através destes. Durante o processo de biorremediacdo de solos
contaminados o teor de umidade deve ser mantido entre 50-80% da capacidade de campo do
solo para que taxas 6timas de degradacdo sejam obtidas (DEUEL & HOLLLDAY, 1997). Por
outro lado, teores excessivos de umidade limitam o transporte de oxigénio no solo
(PROVIDENTI et al., 1993).

4.3.2.4 pH

A atividade microbiana € fortemente dependente do pH do meio. Da mesma forma, a
solubilidade dos contaminantes e a possibilidade de sorcdo deste em diferentes matrizes como
0 solo podem variar em funcdo do pH (PROVIDENTI et al., 1993). Segundo Alexander

(1999), a biodegradacdo tende a ser mais efetiva nas faixas de pH em torno da neutralidade.

4.3.2.5 Nutrientes

Em geral, para sobreviver, os microrganismos necessitam de fontes de nutrientes e de
um aceptor final de elétrons. Organismos aerobios envolvidos no processo de biorremediacao
de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, como citado anteriormente, utilizam o
oxigénio como o aceptor final de elétrons e o carbono organico, proveniente dos

contaminantes, como fonte de carbono. Nitrogénio e fosforo sdo, por sua vez, 0s principais
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nutrientes  inorgénicos adicionados, se necessario, durante 0s processos de
biorremediagéo.(R1ZZ0, 2008)

4.3.3 Técnicas de Biorremediacao

Conforme foi observado anteriormente, varios fatores relacionados ao contaminante e
ao ambiente podem limitar a extensdo dos processos de biodegradacéo. O estabelecimento de
condi¢cdes ambientais e 0 uso da técnica adequada é fundamental para que o processo de
biorremediacgéo aconteca de forma eficaz.

De acordo com Alexander, 1999; as técnicas mais utilizadas na biodegradacdo de
petroleo e seus derivados sdo: o aumento da microbiota do solo através da adicdo de
microrganismos enddgenos ou exdgenos (Bioaumentoe/ou Bioenriquecimento) e adicdo de

fontes de nutrientes e oxigénio (Bioestimulo).
4.3.3.1 Bioaumento e/ou Bioenriquecimento

A densidade de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos presentes no solo
contaminado a ser remediado é um fator que influencia a taxa e a extensdo da biodegradacao.

Em situacBes onde a populacdo microbiana degradadora dos sitios contaminados é
pequena ou ndo é capaz de degradar misturas complexas de hidrocarbonetos, como por
exemplo, o 6leo cru, a inoculagdo com uma concentragdo maior de microrganismos
degradadores torna-se uma estratégia interessante. A mesma deve ser aplicada visando a
aumentar a biodegradacdo do composto poluente e reduzir o periodo de adaptacdo dos
microrganismos presentes nos locais contaminados. Esta estratégia recebe a denominacdo de
bioaumento, quando os microrganismos inoculados sdo enddgenos (extraidos do préprio solo
contaminado, crescidos in vitro e re-introduzidos no ambiente em maior concentragédo), ou de
bioenrigquecimento, quando os microrganismos inoculados sdo exdgenos (microrganismos nao
nativos introduzido no ambiente contaminado). (PROVIDENTI et al., 1993,
ROMANTSCHUK et al., 2000). No entanto alguns autores adotam o termo bioaumento para
ambos os casos (VOGEL, 1996; MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; HAMDIA et al., 2007).

Particularmente, no que se refere a técnica de bioenriquecimento, a mesma pode ainda
englobar a utilizagcdo de organismos geneticamente modificados (OGM’s). A troca de material
genético tem sido apresentada como um dos fatores que afetam a obtencdo da capacidade de
biodegradacao de hidrocarbonetos pelos microrganismos, durante o periodo de adaptacdo dos

mesmos nas areas contaminadas (SA, 2002). Essa troca de material genético pode ocorrer de
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forma natural, através da transferéncia de plasmideos, ou através de modificagdes genéticas
realizadas em laboratério (PROVIDENTI et al., 1993).
No entanto, existem restricdes legais quanto ao uso de OGM’s (Organismos

Geneticamente Modificados) no processo de remediacdo (CONAMA n° 8, 2009).

4.3.3.2 Bioestimulo

O bioestimulo é uma das estratégias mais adotadas em processos de recuperacdo de
areas impactadas e consiste na correcdo das condi¢bes nutricionais (nitrogénio, fosforo,
potéssio), de aeracdo, de umidade e de pH do solo, para aumentar a atividade da populacdo
existente nas areas contaminadas (ATLAS, 1981; LIN et al., 1999; GOGOI et al., 2003
AULENTA et al ., 2005; BENTO et al., 2005; AYOTAMUNO et al., 2006; SALINAS-
MARTINEZ et al., 2007; R1ZZO, 2008).

Ja foi relatado anteriormente que dois nutrientes essenciais ao crescimento celular séo
0 nitrogénio e o fdsforo, os quais devem estar balanceados, propiciando uma boa proporcao
com o teor de carbono. Geralmente, em ambientes contaminados por hidrocarbonetos, o
aumento da quantidade de carbono proveniente deste contaminante faz com que estes
nutrientes necessarios para o crescimento 6timo microbiano estejam presentes em quantidades
inferiores. Assim, freqlientemente ha necessidade de corre¢do das concentracdes de nitrogénio
e fésforo utilizando fontes externas desses nutrientes como sais inorganicos (amonio, nitratos
e fosfatos) ou fertilizantes utilizados na agricultura, como uréia. (COULON et al. 2007; YU et
al. 2005)

A influéncia da adicdo de nutrientes na biodegradacdo de um 6leo cru em um solo
agricola foi estudada em microcosmos adicionados ou ndo de fertilizantes com duas
concentragdes distintas de nutrientes: alta (3000 pg N, 450 pg P e 1500 pg por quilo de solo
seco) e baixa (850 ug N, 85 pg P e 240 pg K por quilo de solo seco). O autor observou que a
adicdo de nutrientes no solo propiciou uma maior remogéo de hidrocarbonetos em ambas as
condicGes, além de estimular os microrganismos heterotréficos totais e degradadores de dleo.
Porém, este estimulo teve um limite, pois nas concentracbes mais altas de nutrientes, foi
observado um efeito inibitorio na microbiota. Ao final de 90 dias de experimento, para a alta
concentragdo de nutrientes foi observada uma remogdo de hidrocarbonetos lineares,
ramificados e ciclicos de 91, 75 e 37%, respectivamente. Enquanto que para as baixas
concentragdes de nutrientes foi observada uma remocdo de hidrocarbonetos lineares,
ramificados e ciclicos de 100, 85 e 57% (CHAINEAU et al. 1999).
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Recentemente, diversos estudos vém avaliando a utilizagdo de fertilizantes de
liberacdo lenta, como uma forma de bioestimulo, para fornecer as concentra¢fes de nutrientes
necessarias ao processo de biorremediacdo. ( XU et al. 2005; XU et al. 2004; LIANG & LIU
2006; WU et al. 2008; SILVA 2008). Esses produtos sdo usualmente utilizados para
diferentes cultivares agricolas e fornecem nutrientes para as culturas durante todo o seu ciclo
de crescimento. Apresentam ainda, diversas concentracfes de nutrientes com diferentes
espessuras de camada protetora, 0 que garante a liberacdo desses nutrientes num periodo de
45 dias a 14 meses. Essas capsulas séo revestidas normalmente, por uma resina organica que é
degradada com o esgotamento dos nutrientes.( MENDONCA et al., 2008).

Podemos observar na figura 1 o esquema de liberacéo dos nutrientes pelos fertilizantes
de liberacdo lenta. A &gua penetra pela resina e dissolve os nutrientes, possibilitando sua
liberacdo para o meio. Esta liberacdo ocorre por pressdo osmdtica, podendo variar de

intensidade conforme as variacdes de umidade e temperatura. (MENDONCA et al., 2008)
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Fonte: SILVA, 2008

Figura 1 - Esquema de um Fertilizante de Liberagéo Lenta

4.4 Encapsulamento “Estado da Arte”
4.4.1 Historico

O conceito de microcapsula surgiu da idealizacdo do modelo celular. Neste, a

membrana que envolve e protege o citoplasma e os demais componentes exerce a0 mesmo

Reis, E. A



16

tempo outras fungdes, como controlar a entrada e saida de material da célula.(FINOTELLI,
2002).

Os primeiros registros de tentativas de aplicacdo dessa idéia datam dos anos 30, mas o
primeiro produto reconhecido com material microencapsulado so surgiu em 1954. A empresa
norte-americana National Cash Register foi a pioneira, ao comercializar um papel de copia
sem carbono, revolucionando a industria de formularios. Esse papel recebia uma fina camada
de microcéapsulas, liberando a tinta incolor que, ao entrar em contato com reagente, tornava-se
colorida, produzindo em outra folha uma cdpia idéntica ao que estava sendo escrito no
primeiro papel.

De acordo com Thies, 1995, as primeiras pesquisas na area farmacéutica, realizadas
pela Universidade de Wiscosin (EUA), também datam dos anos 50. Na area de alimentos, 0s
estudos foram iniciados nos anos 60 pelo Instituto de Pesquisas Southwest (EUA), com a
microencapsulacdo de Oleos essenciais para prevenir a oxidacdo e a perda de substancias

volateis e controlar a liberacdo do aroma.
4.4.2 Definicao

A microencapsulacdo é definida como a tecnologia do empacotamento de materiais
solidos, liquidos e gasosos, em minusculas, capsulas seladas, isolando-os e protegendo-os das
condicdes ambientais adversas, como luz, oxigénio, umidade e interacdes com outros
compostos, as quais podem liberar seus conteldos a taxas controladas em condicdes
especificas. Essas embalagens em miniaturas, que sdo chamadas de microcapsulas, podem
variar de ‘sub-micron’ a alguns milimetros de tamanho e sdo idealmente esféricas; entretanto
a estrutura é fortemente influenciada pela estrutura do material original. O material
encapsulante é denominado filme ou material de parede, enquanto o encapsulado é chamado
de material ativo, nucleo ou fase interna (DZIEZAK,1988; MATIOLI & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2003; BASTQOS, 2007).

A microcapsulacdo pode potencialmente oferecer inimeros beneficios aos materiais
gue estdo sendo encapsulados. Varias propriedades dos materiais ativos podem ser
modificadas pela encapsulacdo. Por exemplo, propriedades de manuseamento e fluidez podem
ser melhoradas pela conversdo da forma liquida para a sélida encapsulada. Materiais
higroscépicos podem ser protegidos da umidade. Ingredientes volateis, sensiveis ao calor, luz
e oxidacdo podem ser conservados. Materiais que a principio sdo incompativeis podem ser
misturados e usados seguramente. (FINOTELLI, 2002).
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4.4.3 Matriz de revestimento

Um dos principais passos na producdo de um revestimento é a selecdo do material de
parede adequado. Substéncias de revestimento sdo basicamente materiais formadores de filme
que podem ser selecionados a partir de uma ampla variedade de polimeros naturais ou
sintéticos, dependendo do material a ser revestido e das caracteristicas desejadas nas
microcdpsulas (ABURTO et al., 1998; FINOTELLI, 2002; ASCHERI et al., 2003,
PIERUCCI, 2005; BASTO 2007).

O material de parede, para ser ideal necessita ser emulsificante, bom formador de
filme, ter baixa viscosidade com altos niveis de sélidos, apresentar alta higroscopicidade,
favorecer a adequada liberacdo do contetdo quando reconstituido no produto final. Dentre os
materiais de parede mais utilizados incluem-se carboidratos (amido, maltodextrinas, sacarose
e ciclodextrinas), celulose (carboximetilcelulose e derivados), gomas (ardbica, agar), lipideos
(ceras, parafina e acidos graxos), proteinas (gluten, caseina, gelatina e outros) (JACKSON
apud BERTOLINI, 1999).

4.4.3.1 Alginato

Dentre os diversos polimeros utilizados na tecnologia de liberacdo controlada de
substancias bioativas, destacamos o alginato ou algin. Este corresponde a um polissacarideo
de parede celular, extraido com alcalis diluidos de varias espécies de algas marrons marinhas
(Classe Phaeophyceae, espécies Fucus serratus, Ascophyllum nodosum, Laminaria digitata,
Laminaria cloustonii, Ecklonia maxima e Macrocystis pyrifera), sendo constituido por
residuos de acidos a-L-gulurdnicos e acidos B-D-manurdnicos unidos por ligagdes 1 — 4 de
composicdo e estrutura sequiencial amplamente variada (BOBBIO & BOBBIO, 1992; RHIM,
2004; SANTACRUZ et al., 2002; WONG, 1989; BELITZ & GROSCH, 1988).

Os alginatos comerciais apresentam um grau de polimerizacdo oscilando entre 100 e
1000 e o seu peso molecular costuma encontrar-se no intervalo compreendido entre 32.000 e
200.000 Dalton. Os grupos carboxilicos possuem valores de pKa entre 3,4 e 4,4.

A figura 2 exemplifica as unidades constituintes dos alginatos (WONG, 1989;
BELITZ & GROSCH, 1988).
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Figura2: Estrutura quimica de 4cidos alginicos: a) acido manurénico, b) acido gulurdnico
(FRANCHETTI & MARCONATO, 2006).

O acido alginico e os sais de alginato, formados com metais di e trivalentes (célcio,
por exemplo), sdo insollveis em &gua enquanto que os sais de alginato de metais alcalinos
(s6dio e potassio, por exemplo), magnésio, amdnio quaterndrio e aminas, ao contrario,
apresentam solubilidade em &gua (BELITZ & GROSCH, 1988; COULTATA, 1984; WONG,
1989; FENNEMA, 1996).

O acido alginico é um polissacarideo que naturalmente contém grupos carboxilicos em
cada residuo constituinte e possui varias habilidades para materiais funcionais. A propriedade
mais Util dos alginatos é sua habilidade em reagir com céations polivalentes, especialmente
ions de calcio, para produzir géis fortes ou polimeros insollveis utilizados pela industria de
alimentos e biotecnologia (imobilizacdo de células e enzimas). Em outras palavras, 0s ions
calcio séo capazes de formar complexos com quatro residuos de unidades de &cido gulurdnico
dando origem, com isso, a uma estrutura conhecida como "Egg Box", conforme demonstrado
na figura 3 (RHIM, 2004; SANTACRUZ et al., 2002; COUL T ATA, 1984).

Figura 3: Estrutura Egg Box do alginato de calcio (COULTATA, 1984)
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Através da adigdo de ions célcio ou por acidificacdo de solugbes de alginato sodico,
podem ser obtidos géis, peliculas ou fibras. Em outras palavras, além da gelificagdo em
presenca de baixa concentracdo de ions di e trivalentes a temperatura ambiente, o alginato
apresenta também a capacidade de formar gel sem a presenca de tais ions, porém em
condicGes de pH igual ou inferior a trés. Entretanto, para a formacdo homogénea de géis, é
necessario que a reacdo ocorra lentamente (BELITZ & GROSCH, 1988; FENNEMA, 1996).

Os residuos de éacidos L-gulurénico e D-manurdnico costumam encontrar-se
arranjados em regides compostas somente de uma ou outra unidade, chamadas de blocos-M e
blocos-G, assim como podem apresentar regides onde as duas unidades alternem. Destaca-se
o fato de que os blocos homogéneos costumam apresentar-se mais resistentes a hidrolise que
o0s blocos onde haja alternancia de unidades (SHAHIDI & HAN, 1993; WONG, 1989).

Tanto a proporcdo entre acido manurénico e acido gulurénico (M/G) quanto a
estrutura do polimero determinam as propriedades de solubilidade do alginato. A proporcao
entre os residuos componentes do alginato é em geral aproximadamente 1,5 (M/G) sendo esta
variavel em funcdo da procedéncia do polissacarideo (SHAHIDI & HAN, 1993; BELITZ &
GROSCH, 1988).

As solugbes dos alginatos sdo muito viscosas com propriedades que dependem da
relacdo M/G, do peso molecular e do ion que neutraliza os grupos &cidos, presente em
solucdo. Em auséncia de céations di e trivalentes, a viscosidade da solucdo de alginato sera
pequena. Por outro lado, o congelamento ou descongelamento de solucGes de alginato sddico,
em presenca de célcio, pode conduzir ao aumento da viscosidade final da solugdo. (BELITZ
& GROSCH, 1988)

A viscosidade das solu¢Bes diminui conforme o aumento da temperatura e é
ligeiramente influenciada por mudancas do pH entre 4,5-10, no entanto, aumenta a valores de
pH inferiores a 4,5, alcancando o0 maximo ao redor de 3 - 3,5 (BELITZ & GROSCH, 1988;
FENNEMA, 1996).

O alginato é de grande interesse e utilizagdo na industria de alimentos devido as suas
propriedades coloidais Unicas que incluem espessante, suspensdo, formador de filme,
gelificante e estabilizante de emuls&o. Sendo assim, melhora e estabiliza, em concentragoes
entre 0,25 e 0,5%, a consisténcia de recheios, bombons, produtos a base de leite e impede a
formagéo de cristais de gelo em sorvetes, durante sua elaboracdo e armazenamento. Além
disso, é bastante Gtil no preparo dos mais diversos tipos de géis, incluindo pudins e gelatinas,
assim como na estabilizac&o de sucos de frutas e espuma de cerveja (BELITZ & GROSCH,
1988; RHIM, 2004).
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4.4.3.2 Capsul®

A National Starch and Chemical Corporation dos Estados Unidos desenvolveu, apés
muitas pesquisas, um amido modificado chamado Capsul® que corresponde a um amido de
milho ceroso enzimaticamente modificado. Esta modificacdo consiste em acrescentar um
componente lipofilico - Succinato de octanil - 0 que, nas formulacdes, aumenta a capacidade e
a estabilidade de emulsbes. Em outras palavras, o Capsul®, também conhecido por amido
octenilsuccinato, é obtido pela esterificacdo do amido com o &cido octenilsuccinato anidro
resultando, com isso, num amido hidrofobicamente modificado. A figura 4 exemplifica a
reacdo de obtencdo do Capsul® (ABURTO et al., 1998; FINOTELLI, 2002; MAIA, 2004,
SILVA , 2008).

o)
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CIL-(CH,).- CH=CH-HC "~ |
l O » Amido-OCCHCH=CH(CIL).CH,
Amido-OH + HO__ /
~C CHL
| i
CQ,

Figura 4: Reacéo de obtencéo do Capsul® (FINOTELLI, 2002).

A producdo de amidos modificados ¢ uma alternativa que vem sendo desenvolvida ha
algum tempo com o objetivo de superar uma ou mais limitacfes dos amidos nativos e assim
aumentar a utilidade e aplicabilidade deste polimero pelas industrias (SILVA et al., 2006).

As razdes que levam a modificacdo do amido incluem modificar as caracteristicas de
gelatinizacdo, diminuir a retrogradacéo e a tendéncia das pastas em formarem géis; aumentar
a estabilidade das pastas ao resfriamento e descongelamento, a transparéncia das pastas ou
géis e a adesividade; melhorar a textura das pastas ou geis e a formacdo de filmes; adicionar
grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante (SILVA et al, 2006).

O amido representa um polimero com habilidade para o aprisionamento de moléculas
em tecnologias de liberacdo controlada de substancias bioativas. Esta habilidade encontrada
no carboidrato ocorre devido a sua fracdo amilose que € capaz de formar estruturas helicoidais

e, com isso, complexos muito estaveis. Entretanto, devido a sua natureza hidrofilica, o0 amido
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e seus hidrolisados ndo oferecem propriedades emulsificantes quanto aos ingredientes
aprisionados em sistemas de liberagcdo controlada (SHAHIDI & HAN, 1993).

O Capsul® tem a capacidade de oferecer excelente propriedade emulsificante para
Oleos essenciais citricos, 6leos vegetais e uma grande variedade de mistura com volateis,
estabilizando-os para a secagem por atomizagdo. O amido de milho modificado por incluséo
de grupamento lipofilico tem se tornado um substituto de proteinas e da goma arabica por
custar em média 3 vezes menos, ser usado em menor quantidade (em peso), alem de estar
prontamente disponivel (FINOTELLI, 2002; ABURTO et al., 1998).

A presenca de grupos hidrofébicos na estrutura do Capsul® torna este amido menos
sensivel a agua. Além disso, a habilidade de formacdo de pontes de hidrogénio entre as
cadeias deste amido € reduzida, resultando assim na formacdo de um filme mais flexivel e,
apesar de constituir-se em um amido modificado, a biodegradabilidade do amido é mantida
(MAIA, 2004).

O Capsul® é utilizado pelas indlstrias farmacéutica e alimenticia com aprovacéo do
FDA como um aditivo alimentar desde que o conteudo de octenilsuccinato ndo exceda 3%
(MAIA, 2004; BASTO,2007).

4.4.4 Principais aplica¢des do Encapsulamento.

Atualmente no mercado, uma das mais conhecidas aplicacbes da tecnologia da
encapsulacdo é na goma de mascar. Flavors de menta, canela, horteld sdo microencapsulados
e adicionados as gomas de mascar; desta forma, controla-se a liberacdo que devera ocorrer na
mastigacdo ( PSZCZOLA, 1998; FINOTELLI, 2002).

Importantes aplicacbes da microencapsulacdo sdo encontradas principalmente nas
indUsrias de alimentos, envolvendo materiais cujos compostos sao volateis e 6leos essenciais.
A encapsulacdo desses materiais sensiveis € possivel transformando-os na forma seca, assim
eles sdo protegidos pela “casca” contra a evaporacdo, oxidagdo, e reagdes quimicas
(ROSENBERG et al., 1990). A indastria de alimentos aplica a microencapsulagdo por
algumas razoes: para estabilizar o material ativo, para controlar a liberacdo do material ativo
ou ainda para separar componentes de formulacdo reativos ou incompativeis (BALASSA et
al., 1971). No caso das vitaminas, estas podem ser adicionadas em misturas nutricionais secas
para fortificar uma variedade de alimentos, incluindo cereais para café da manha, produtos da
industria de laticinios, formulagfes infantis, e alimentos para animais. Tanto vitaminas

lipossoltveis como hidrossoltveis podem ser microencapsuladas. A encapsulacdo reduz a
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possibilidade de perda de aroma provocada por algumas vitaminas, permite uma liberacéo
controlada dos nutrientes, realca a estabilidade de vitaminas em temperatura e condicoes
desfavoraveis, e ainda reduz a reatividade de cada nutriente com outros ingredientes
(DZIEZAK, 1988; BASTOS, 2007)).

Quanto ao enriquecimento de alimentos este consiste em repor, suplementar,
adicionar, ou padronizar nutrientes em teores desejaveis de maneira que garanta as exigéncias
prescritas em uma dieta normal, a partir de alimentos veiculadores destes nutrientes. Ja a
fortificacdo é uma préatica que visa adicionar especificamente qualquer nutriente nos alimentos
que originalmente n&o os contém (PAIXAO, 1998).

Na &rea farmacéutica, as microcapsulas sdo usadas principalmente para aumentar a
estabilidade de uma droga ou para modificar ou retardar sua liberacdo em locais especificos
de acdo. Substancias antiinflamatorias, por exemplo, podem ter seu tempo de atuacdo no
plasma sangliineo aumentado pela microencapsulagdo, prolongando seu efeito no
organismo.(FINOTELLI, 2002)

No meio ambiente o microencapsulamento vem sendo usado para suprir a necessidade
do solo frente a escassez de alguns nutrientes necessarios para o desenvolvimento de plantas e
microorganismos. Isso faz com que o produto que foi encapsulado seja mais eficaz, reduzindo
0s riscos de toxidez para 0 homem durante o manuseio de alguns fertilizantes e ao controlar a
liberagdo do produto e diminui risco de concentragdes elevadas no meio ambiente reduzindo
assim o processo de eutrofizacdo.(WU, 2008).

Existem inUmeras outras aplicacdes industriais, entre elas, no setor agropecuario, na
producdo de pesticidas (herbicidas, inseticidas e parasiticidas) sintetizados quimicamente ou
de natureza bioldgica (microrganismos com atividade especifica contra uma praga alvo). A
microencapsulacao de pesticidas quimicos torna a aplicacdo do produto mais eficaz de acordo
com o citado no paragrafo anterior. No caso de biopesticidas, a microencapsulacdo mantém o
poder do microrganismo de infectara praga- alvo, protegendo-o do meio ambiente e,
principalmente, da inativacdo pela luz solar, antes que ele seja ingerido pela praga (lagartas,
insetos, etc).(HANAFI, et al, 2000).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais
5.1.1 Capsul®

Foi utilizado no experimento o amido de milho ceroso enzimaticamente modificado da

empresa National Starch and Chemical Corporation dos Estados Unidos.

5.1.2 Alginato de Sodio®

O alginato utilizado ¢ derivado de algas e foi adquirido na industria Proquimios.

5.1.3.Cloreto de célcio

O sal citado acima é da marca Vetec, produzido pela indUstria Quimica Fina LTDA.

5.1.4 Sulfato de sodio

O sulfato de s6dio P.A, utilizado foi adquirido na industria Proquimios.

5.1.5 Hexano

O hexano utilizado como solvente foi o N-hexano 95% da marca TEDIA, o qual

possui grau HPLC/ Spectro.

5.1.6 Oleo

O petroleo, ou 6leo cru, empregado nos experimentos é classificado como petréleo de

base parafinica, com grau APl médio de 24,1.

5.1.7 Fertilizante Inorganico

Foi utilizado no experimento o fertilizante liquido NKP 10-10-10 da marca Ultraverde,

( Bonigo Industria e Comércio LTDA.), cuja composicdo pode ser vista na tabela 2.
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Tabela 2: Composicao do fertilizante inorganico da Bonigo Industria e Comércio Ltda.

Composicéo: Concentracéo (g/L)
Nitrogénio Total 120,0
P205 120,0
K20 120,0

5.1.8 Meios de cultivo:

5.1.8.1 Bushnell Haas Broth

O meio mineral BH (Bushnell Haas) usado nos experimentos foi adquirido na

industria Sigma-Aldrich, cuja composi¢do pode ser observada na tabela 3.

Tabela 3: Composicao do Meio Bushnell Hass;

Concentracéo (g/L)

Composicéo:

Sulfato de Magnésio 0,2
Cloreto de Calcio 0,02
Fosfato Monopotéassico 1,0
Fosfato Dipotassico 1,0
Nitrato de Amonio 1,0
Cloreto de Ferro 11l 0,05

5.1.8.2 Meio Mineral ( M-11)

24

O M-Il foi o meio mineral empregado nos experimentos, baseado nas mesmas

concentragfes do BH, tendo como unica diferenca o presenga do encapsulado contendo os

nutrientes de Nitrogénio e Fosforo (NPK), conforme podemos observar na tabela 4
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Tabela 4: Composicao do Meio M-11

Concentragéo (g/L)

Composicéo:
Sulfato de Magnésio 0,2
Cloreto de Calcio 0,02

Cépsulas de NPK

As mesmas concentracdes de N e P
do Meio BH.

Cloreto de Ferro 111

0,05

5.1.9 Equipamentos:
5.1.9.1 Centrifugas

25

Durante o desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a centrifuga Excelsa Il

modelo:205N, da Marca Fanem LTDA, para centrifugar tubos falcon de volume de 15ml.

Foi também utilizada a centrifuga Sigma Laborzentrifugen modelo 2K15, para centrifugar

microtubos de volume de 2ml.

5.1.9.2 Espectrofotometros

Foi utilizado para efetuacdo de leituras dos experimentos o espectrofotdmetro
Hitachi UV-VIS, modelo U-2900, o equipamento TOC-VCPN Total Organic Carbon
Analyzer, modelo TNM-1 da SHIMADZU® e o equipamento TOG/TPH analyzer Infracal

Modelo HART-T.

5.2 Conducao dos Experimentos:

5.2.1 Obtencao do consorcio e producao do inéculo.

O consorcio microbiano utilizado no experimento foi obtido a partir de solo com

historico de contaminacdo doado pelo CETEM (Centro de Tecnologia Mineral).

O procedimento adotado foi o descrito por Cunha& Leite,(2000) utilizando o meio

mineral BH ( Bushnell Hass). Foram adicionados 5g de solo em frascos erlenmeyer de 500ml
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contendo 100ml de meio BH estéril e 1% (V/V) de 6leo cru como fonte de carbono. Os
frascos foram incubados sob agitacdo (150rpm) a 30 °C por 72 h.

Foram efetuadas trés transferéncia sucessivas do cultivo, a cada 72 h, para 0 meio
fresco contendo 6leo cru, na mesma proporcdo descrita anteriormente, totalizando 12 dias
para a adaptacdo dos microrganismos cultivaveis.

Esse consdrcio foi mantido em geladeira e transferido para meio novo (BH ) com 1%
de 6leo a cada uma vez por més.

Para cada série de experimentos realizados, o inoculo inicial foi obtido a partir do

consorcio armazenado na geladeira, cultivado em meio BH com 1% de dleo a 30 °C por 72 h.

5.2.2 Producéo de Capsulas de Liberagdo Controlada (CLC)

Inicialmente, foram dissolvidos e homogeneizados, separadamente, alginato de sédio
(0,3g) em 5 mL de agua destilada e capsul® (0,4g) em 5 mL de agua destilada através de
movimentos manuais suaves para a prevencdo de formacdo de bolhas nas solugdes. Em
seguida, as solucdes recém-preparadas foram misturadas e homogeneizadas para obtencéo de
uma solucdo composta de alginato de sodio (3%) e capsul® (4%) (Bastos, 2007). A solucio
formada, acrescentou-se e homogeneizou-se, através de movimentos manuais suaves, 0 NPK
liquido da marca Ultraverde, na concentracdo de 20% de solidos totais (S.T) (cerca de 140
mg). Em seguida, transferiu-se a solugdo formada, adicionada de NPK, para um funil
(esterilizado) de 250 ml contendo uma ponteira de 5ml, fazendo com que essas solucdo fosse

gotejada em 1 litro de uma solucéo de CaCL, a 0,3M conforme observado na figura 5.
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Figura 5: Produgéo das capsulas de Liberacao controlada.

Com o término da solucdo de NPK, as capsulas foram peneiradas, com o objetivo de
retirar 0 excesso de liquido durante a formacdo das capsulas e secas posteriormente em

membrana de acetato de celulose (milipore), conforme apresentado na figura 6.

Figura 6: Separacdo das CLC da solugdo 0,3 M de CaCl, com auxilio da peneiras e secagem em

membrana de milipore

5.2.3 Avaliacéao do crescimento do consorcio microbiano na
presenca de 0leo e de CLC (Planejamento Preliminar).

Esses experimentos foram conduzidos com o objetivo de simular a degradacédo de 6leo
e avaliar a melhor concentracdo de Capsul para formulagdo das capsulas a serem empregadas

nos experimentos posteriores de biodegradagéo.
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Para tal, foi realizado um planejamento experimental MSR( Metodologia de superficie
de resposta), com auxilio dos softwares statistica 7.0 e Design Expert 7.1.6 trial, onde foram
variados os parametros 0leo e capsul.

Esse planejamento contou com 1lexperimentos ( com 4 pontos normais,4 pontos

axiais e 3 pontos centrais), conforme mostrado na tabela 5.

Foram distribuidos em frascos de penicilina de 50 ml, o volume de 20 ml de Meio M-
I1, onde foram adicionados 10% do indculo inicial em cada frasco variando-se a concentracdo
de oleo (0,1% a 0,9%V/V) e a concentracdo de capsul (2% a 6% P/V) dentro das CLC,
obtendo como variavel resposta 0 aumento da biomassa celular em cinco tempos diferentes
(96h,168h, 216h, 264h e 336h ).

Tabela 5: Condig¢des do experimento no Planejamento Experimental gerado pelo softwares statistical 7.0.

* Concentragbes
% % Capsul

Oleo (P
standard | (WA
Fun
1 -1,00000 -1 ,00000
2 -1,00000  1,00000
3 1,00000) -1,00000
4 1,00000  1,00000
] -1 41421 0,00000
B 141421 0,00000
7 000000 -1,41421
5] 000000 1,414
9 () 000000 0,00000
10 () 000000 00000
11 (2] 000000 000000

*Concentracdes de 6leo: 0,1%(-1,41); 0,9%(1,41); 0,22%(-1); 0,78%(+1) e 0,5%(0);
Concentragdes de capsul: 2%(-1,41); 6%(1,41); 2,58%(-1); 5,42(+1) e 4%(0).

5.2.4 Experimento Final (Otimizado).

A partir dos experimentos do item 5.2.4 foi conduzido um experimento final nas
melhores condi¢fes apontadas pelo planejamento.

O experimento final foi realizado em frascos erlenmeyer de 250 ml, contendo10% de
inéculo, 120 ml de meio mineral M-11 com os encapsulados e a concentracdo de 6leo nas

melhores condigdes definidas no experimento anterior.
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Foram realizados também os seguintes experimentos para fins de comparagdo com o
experimento final:
1. Meio Mineral M-Il sem inoculo e sem 6leo
2. Meio Mineral M-11 com indculo e sem 6leo
3. Meio Mineral M-Il sem CLC com inoculo e com éleo
4. Meio BH com in6culo e com 6leo
5

Meio Mineral M-Il sem CLC com NPK livre com inoculo e sem 6leo

5.2.5 Determinacgdes Analiticas

5.2.5.1 Analise de proteina total

Para avaliacdo do crescimento do consorcio, foi utilizado o método de Lowry e
colaboradoress, esse se baseia numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico,
(Reagente Folin-Ciocalteau da fluka), que sofre uma reducéo quando reage com proteinas, na
presenca do catalisador cobre (Il), gerando um produto colorido passivel de leitura em
espectrofotometro. Esse método é recomendado por muitos autores em estudos comparativos
de determinacdo de proteinas pois 0 mesmo mostrou-se mais sensivel, com melhor exatidao,
com menor consumo de amostra, dependendo do caso, com menor suscetibilidade a alguns
tipos de interferentes (ZAIA et al., 1997).

O método é descrito a seguir:

Foi retirado um volume de 7 ml de amostra, centrifugada em tubos falcon por 30
minutos com rotacdo 3500 rpm. ApGs descartado o sobrenadante as células foram
ressuspensas em 2 ml de solucdo salina e homogeneizadas em vortex. Destes 2 ml foi retirado
1 ml e colocado em microtubo adicionado de 0,1mL de solugdo NaOH 1M. A seguir a
solugéo foi homogeneizada e submetida ao banho-maria (100 °C por 10 minutos). Depois da
hidrolise, a solucdo foi centrifugada a 10000 rpm por 20minutos. Para dosagem, foram
transferidos 500uL do sobrenadante obtidos na centrifugacdo para tubos de vidros
previamente limpos, acrescentados de 2ml do reagente A e deixando em contato por
10minutos. Em seguida foram adicionados aos frascos 0,2ml do reagente B que foi deixado
em contato por mais 30minutos, seguido da leitura em espectrofotdmetro a 660nm. O
espectrofotbmetro foi zerado com um branco, preparado da mesma forma como descrito

anteriormente, utilizando, no entanto, &gua no lugar da amostra.
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Composicdo Reagente A:

Solucdo alcalina estoque - 2% de Na2CO3 (p/v) e solugdo de NaOH 0,1 mol/L

Solucdo de tartarato de sodio e potassio 2% (p/v)

Solucdo de Sulfato caprico pentahidratado 1% (p/v)

Composicédo do Reagente B:

Solugéo de Folin Ciocalteu’s diluido em agua destilada 1:1

Para poder relacionar a absorbancia das amostras com a concentragdo de proteinas, foi
preciso construir uma curva padrdo de uma proteina com concentracdo conhecida (BSA —
albumina bovina). Diferentes concentracGes de BSA foram submetidas as reagdes do Método

de Lowry, o que resultou em uma curva Absorbancia versus Concentracéo protéica.

5.2.5.2 Nitrogénio total

As Andlises de Nitrogénio total foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia
Ambiental, localizada na Escola de Quimica —UFRJ (Universidade Federal do Rio de
Janeiro), com auxilio do aparelno TOC-VCPN Total Organic Carbon Analyzer, modelo
TNM-1 da SHIMADZU®.

O aparelho usado na quantificacdo de nitrogénio total possui um software proprio para
construir a curva de calibracdo a partir de dados do padrdo inseridos, portanto a medida que as
amostras iam sendo analisadas, este fornecia diretamente os dados de nitrogénio total em

mg/L.
5.2.5.3 Fésforo:

As andlises de fosfato inorgénico foram feitas com kit Merck 1.00798.0001 para
determinacéo de ortofosfato.

Na técnica empregada os ions ortofosfato formam com ions molibdato, em solugéo
sulfarica, acido molibdatofosférico. Este Gltimo, com acido ascdrbico, se reduz a azul de
fosfomolibdenio que se determina fotoméricamente em comprimento de onda de 690nm.

Este procedimento é analogo ao método EPA 365.2+3, US Standard Methods 4500-P
E, ISO 6978/1 y EN 1189.

Para poder relacionar a absorbancia das amostras com a concentragdo de fosfato, foi
preciso construir uma curva padrdo de K,HPO, (fosfato de potassio dibasico anidro).
Diferentes concentracfes em mg/L de K,HPO, foram submetidas as reacfes do Kit para
andlise de fosfato, o que resultou em uma curva de Absorbancia versus Concentracdo de

fosfato que foi posteriormente convertida em fésforo.
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5.2.5.4 Hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP)

As anélise de TPH foram realizadas no CETEM através do equipamento TOG/HTP
Analyzer Infracal, modelo HART-T.

Para realizar as andlises no Infracal foi necessario a extracdo prévia do Oleo das
amostras que foi conduzida de acordo com o protocolo baseado no método 1664 da EPA
(Environmental Protection Agency) , mostrado na figura 7 e descrito a seguir:

Inicialmente foi colocado 30ml de n-Hexano grau HPLC dentro do frasco de amostra,
e o0 conteudo deste foi despejado em baldo de separacdo, agitado por 2 minutos e colocado
em repouso por 10minutos. Posteriormente foi aberta a valvula do baldo para extrair a fase
organica da amostra e coletada em um becker de vidro previamente limpo. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes.

Apds a extracdo da fase organica foi adicionado no becker 15¢g de sulfato de sddio
anidro para remocdo de residuo de agua, e posteriormente foi filtrado em funil de vidro
revestido por filtro de membrana de milipore juntamente com algodao hidréfobo coberto por
10g de sulfato de sodio. Depois de ter sido filtrada toda a fase organica, usou-se 60ml de n-
hexano para rinsar e lavar bem o algodao, o filtro e o sulfato de sédio, de modo que fosse
extraido todo o 0leo ali presente, sendo recolhido em um recipiente hermeticamente fechado
para posterior analise no aparelho Infracal.

Para poder relacionar a absorbancia das amostras com a concentracdo de HTP, foi
utilizado uma curva padrdo do mesmo 6leo (base parafinica) empregado neste trabalho.
Diferentes concentracdes em mg/L de 6leo foram analisadas, o que resultou em uma curva

Absorbancia versus Concentracdo de 6leo.

Figura 7: Bal&o de separagéo utilizado na extracéo de 6leo para andlise de HTP
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Producdo inicial das capsulas

A combinacdo e concentracdo dos polimeros constituintes da solucdo formadora das
capsulas, permitiram a obtencdo de capsulas de aparéncia esférica e bastante regular com

cerca de 4.0 mm de didametro conforme mostrada na figura 8:

Figura 8 Producdo de capsulas de alginato e capsul contendo fertilizante NPK

Bastos 2007 , também usou os mesmos polimeros nas concentracdes de 3% de
alginato e 4% de capsul e obteve filmes alimenticios, com vitamina C retida, bastante
uniformes.

Com a elaborag&o inicial das cdpsulas surgiu a necessidade de averiguar a eficiéncia
preliminar da metodologia no aprisionamento dos nutrientes para crescimento do consorcio
microbiano na presenca de 6leo. Podemos observar na figura 9, que foi detectado crescimento
do consorcio, visualizado pela turvacdo do meio, o que entdo confirma a possivel liberacdo

dos nutrientes do material obtido.
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- R -2 .

Figura 9: Observacéo da turvacido do meio mineral M-11
na presenca do consércio microbiano e de 6leo cru
Este resultado nos forneceu entdo base para uma melhor analise das caracteristicas de

crescimento celular frente a variacdo de alguns pardmetros, como a concentracao de 6leo e de

capsul.

6.2 Planejamento Preliminar

A tabela 6 apresenta a matriz do Planejamento Experimental Preliminar empregando
as variaveis concentracao de 6leo e concentracdo capsul ao longo de 336h de experimento,
tendo como resposta a quantidade de massa protéica para avaliagdo do crescimento celular
(9/L). Analisou-se o efeito das concentragdes percentuais das variaveis independentes:
concentracdo de 6leo(V/V) e concentracdo capsul (p/V) e com isso foi possivel observar que a
variacdo das mesmas resultou em diferentes valores de massa protéica ao longo do

experimento.
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Tabela 6: Resultado do planejamento Experimental do crescimento de um consorcio microbiano na
presenca de 6leo cru e de CLC.

Hllleo  YCapsul Ptns Fins Pins Pins Fins

(wery (B (egil)  (mgfl) (mgil) (mzl)  (mgfl)
Qah 16Eh 21dh 264k 338k
Expl 07 544 71,16 2493 25,78 2745 0,25
Expl 078 258 B9.37 91,27 104,25 20,40 820%
Exp3 022 542 2154 9133 2716 2.0 6l1,1%
Exp4d 022 252 22,04 9549 29 5 2,71 61,56
Exp5 0,1 4 Q059 11256 112 69 2797 18,07
Expd 09 4 1234 10250 27,54 20,45 15,14
Expd 0,5 2 55,72 635,02 14,64 BE, A 58,51
Expa 0,5 £ 14,70 5435 719,04 13,53 18,93
Exp¥® 0,5 4 12,11 91,95 104,17 2095 1465
Expl0 0,5 4 29,59 2443 105,17 102,37 THES
Expll 0.5 4 8413 QyTE 106,59 105,04 8345

Legenda: PTNS — Concentracdo de proteina

Os dados apresentados da tabela 6 ndo podem ser interpretados de forma direta porque
se faz necessaria uma avaliacdo da significancia dos parametros estudados, considerando
também os efeitos das interacdes dos fatores por bases estatisticas.

Na analise de variancia pela ANOVA existe um parametro estatistico denominado p-
level, que permite avaliar quais fatores e se suas interagdes séo estatisticamente relevantes.
Quando os valores do p-level para cada um dos fatores e interacGes sao menores ou iguais a
0,05, estes apresentam significancia ou relevancia estatistica, quando sdo maiores que 0,05, 0s
fatores e interacbes ndo apresentam relevancia estatistica (NETO et al ., 1995;
MONTGOMERY, 1999).

Os experimentos realizados no planejamento apresentaram o0s resultados mais
significativos em 168h de experimento. Podemos observar na tabela 7 que o valor quadréatico
das variaveis 6leo e capsul destacados em vermelho apresentaram valores de p-level menores

que 0,05, significando que os efeitos do 6leo e capsul sdo relevantes.
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Tabela: 7 Andlise de Variancia (ANOVA) gerada pelo Software Statistica 7.0, para avaliagdo de biomassa
protéica em 168h de experimento.

*

Factor 55 [df] Ms | F | p
(1jélec (L) |0,000029 1 0000029 098876 0365702

dleo (L) 0000276 10000276 9 37524 0025041
(ZiCapsul (L) | 00000300 1 000003900 306317 0140455
Capsul (L) 0000505 1) 0,000509 17 26344 | 0 005565
1L by 2L 0000015 1 0000015 057854 0503711
Errar 0000147 & 0 000025

Total 55 0001555 10

* ANOVA; Var.:168h; R-sqr=,89344; Adj:, 78689 (2**(2) central composite, nc=4 ns=4 n0=2 Runs=10
(Spreadsheet?2) in tom04092009) 2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,0000295 DV: 168h

O diagrama de Pareto, grafico 1, é uma outra forma de apresentar a relevancia

estatistica, mostrando de forma répida e clara, os efeitos que sdo estatisticamente importantes.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: 168h
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,0000295
DV: 168h

Capsul(Q) -4,154
) // %
6leo(Q) / /// 3,061902
o

(2)Capsul(L) 1,750192
(1)6leo(L) -,994362
1Lby2L 7200978

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Gréfico 1: Gréfico de Pareto, gerada pelo Software Statistica 7.0, para avaliacdo de biomassa
protéica em 168h de experimento.
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Segundo Calado e Montgomery (2003), os efeitos cujos valores (barras) estiverem a
direita da linha diviséria ( p=0,05) apresentam relevancia estatistica. Este grafico confirma,
entdo, o que foi observado anteriormente pela ANOVA, que os fatores estudados (6leo e
capsul) influenciam estatisticamente nos resultados obtidos em 168h de experimento.

Além disso, o diagrama dessas influéncias nos mostra uma relacdo antagbnica entre 0s
fatores estudados ja que o valor da concentracdo de capsul foi -4,154 e o valor da
concentracdo de O6leo foi 3,061, mostrando que nesse sistema a medida que se aumenta a
concentracdo de uma varidvel, temos que diminuir a concentracdo da outra variavel para se
obter as melhores respostas de crescimento celular.

Com o objetivo de melhor observar a tendéncia de como os fatores estudados
influenciam na producdo de biomassa, foi obtido o grafico superficie de resposta (grafico 2)

para o resultado apresentado anteriormente.

Fitted Surface; Variable: 168h
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,0000295
DV: 168h

Il o0.12
B o1
[ o,08
[ 0,06

Gréfico 2: Superficie de resposta, para avaliacdo de biomassa protéica em 168h de experimento.

A superficie de resposta (grafico 2) representa um grafico em sela que nos fornece
informacdes importantes a respeito das melhores condicGes para se obter o maior crescimento

celular.
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Podemos observar que as areas nas cores vermelhas escura estdo associadas a maiores
valores de crescimento celular, e que as melhores condi¢Ges para variavel capsul estdo na

zona de valores intermediarios, no entanto existem duas zonas para a variavel 6leo.

Com a finalidade de elucidar as melhores condi¢cdes das variaveis Oleo e capsul, e
assim de obter as melhores respostas de aumento de biomassa protéica, utilizou-se o software
Design Expert 7.1.6 trial, que possui uma ferramenta estatistica para otimizacdo do processo

experimental, conforme podemos observar na figura 10.

% C:\Documents and Settings\milaine\Desktoplexp tom.dx7 - Design-Expert 7.1.6

Gle Edit Wiew Display Options  Design Tools  Help

D|=|d| - [=s & 2]

:I Motes for exp tom.ox?
A Criteria Solutions Graphs
- 177 Design (Actual) A 2
- 1 Summary Solutions 2 EN KRR
L‘l Graph Columns | | |
- 2 Evalustion
- ] Analysis Constraints
_L—l a5 | Lower Upper Lower Upper
_L'| 168 [Analyzed) __|Hame Goal Limit Limit Weight Weight Importance
_L‘| 2ME (Analyzed) | dleo s in rande 022 0.7 1 1 3
- ] 264 canalyzed) _|capsu iz in range 2.58 542 1 1 3
- 41 338 _ |1es maimize 0.06502 011286 1 1 3
-4 optimization =G maimize 007464 011869 1 1 3
El Humerical
& Graphical T R
= Sohmtions
.. ¥:| Poirt Prediction
| Humiber dleo capsul 168 216 Desirability
| 1 022 4.10 0103585 0112077 082771 Selected
| 2 nz2 411 0103585 0112077 0827701
| 3 nz2 413 01035582 011207 0.8276189
Solutions Tool @ | 4 0.7a 4.00 0.0937074 0104147 0696913
E Repart | 5 0.7a 3899 0099675 0104171 0.696305
Rarmps | g 0.7a 4.01 0.09397546 0104105 0.696593
|:| Bar Graph |
6 Solutions found

Figura 10: Resposta da otimizacéo do planejamento experimental feita no Software Design-Expert

7.1.6
A analise feita nos deu um resultado otimizado do experimento no intervalo de tempo

entre 168h a 216h para alcancar um rendimento maximo na producao de biomassa proteica.
Os valores sugeridos com 82% de confiabilidade foram a utilizagdo de 4,10% de
capsul (p/V) na formulacgéo das capsulas de liberacdo lenta, para serem usadas em um sistema
de contaminag&o liquido contendo 0,22% (V/V) de 6leo cru como contaminante.
Diante das simulagdes estatisticas feitas acima, foram conduzidos os experimentos
com as capsulas de liberacdo lenta contendo 3% alginato, 4,1% de capsul e acrescido de NPK

em um sistema de 0,22% de 6leo como contaminante (experimento otimizado).
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O grafico 3 compara os resultados de concentracdo de proteina analisados no
planejamento discutido na tabela 6, com o resultado otimizado indicado pelo planejamento,
mostrando a eficiéncia da ferramenta estatistica neste trabalho. Podemos observar que no
experimento otimizado foi detectado em 96h um crescimento celular maior (126,4 mg/L)
quando comparado aos experimentos do planejamento preliminar. Nestes experimentos foi
detectado o valor méximo de 112,86 mg/L de proteina no experimento 5, com 168 horas de
cultivo.

Analise de Proteinas
——Exp1l

140

—l—Exp2

—i—Exp3

Expd
=e=EXp5

=0—Expb

e X7

—Exp8

Exp9

Concentragdo de Proteinas {mg/L)

=—=—Expl0

0 50 100 150 200 250 300 350 400 —W—Expll

tempo (h) Exp otimizado

Grafico 3: Anadlises de proteinas totais dos experimentos do planejamento experimental e do
experimento otimizado.

Pode-se detectar no grafico 3, no experimento otimizado, uma estabilidade no
crescimento microbiano ao longo do tempo (com valores em torno de 117,1 e 120,8 mg/L),
fato ndo observado na maioria dos experimentos anteriores, que inclusive mostram queda na
concentragdo protéica.

Em seu trabalho, Martins (2008), mostrou que o crescimento microbiano no meio
contendo apenas gasolina como Unica fonte de carbono teve um crescimento oscilando entre
80 a 120mg/L de massa protéica no intervalo de tempo de 60 horas de experimento com

indculos obtidos a partir de pré-indculos contendo gasolina.
6.3 Experimento final

Foi observado no experimento realizado com as condi¢Ges 6timas definidas pelo

planejamento a estabilidade do crescimento microbiano frente ao produto no decorrer de
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240h, pois 0s experimentos anteriores apresentavam um pico de crescimento nas primeiras
168 h mas alguns desses crescimentos declinavam com 216h.

O tempo de 240h para observacdo do crescimento microbiano também foi ratificada
por Cunha (2004) ao avaliar o impacto da contaminacdo por diferentes concentracdes de
gasolina com etanol em solo de Vargem Grande (Rio de Janeiro Brasil) e dos tratamentos
implementados (bioestimulo ou bioaumento) sobre a comunidade microbiana.

Foi feito entdo para o experimento nas condi¢Ges 6timas uma avaliacdo mais completa
de alguns pardmetros, juntamente com outros experimentos para comparar se havia algum
interferente no sistema de cultivo além da presenca das cadpsulas contendo os nutrientes
necessarios ao processo de degradacdo do 6leo.

O Gréafico 4 compara 5 experimentos com diferentes composicdes com nosso
experimento padrdo ( M-Il com indculo e com 0leo), onde pode-se observar a eficiéncia da
presenca das capsulas de liberagdo controlada na degradacdo do 6leo pelo consércio
microbiano, mostrando um crescimento celular cerca de 2 vezes maior quando comparado

aos outros sistemas.

Analises de proteinas totais e Mlisem
indculo
140 —8— M-Il com
*E'-B 120 ,I/-\ T - indculo
:" 100 M-11 se!'n CLC
g / com indculo e
80 com dleo
° —=—BH com
& 60 - ;‘hci\ — indeculo e com
7} o = Sleo
Y — é
o 40 — v —#— M-Il com
tg‘ 20 / = indculo e com
= = dleo
E 0 rb‘_,=.¥.—| M-I sem CLC
2 ) com NPK livre
8 0 100 200 300 e com inéculo
Tempo (h)

Grafico 4 Andlises de proteinas totais dos experimentos finais

No experimento contendo meio mineral M-Il sem inoculo, ndo foi detectado
crescimento, como esperado, € 0 mesmo sera discutido mais a frente pois foi conduzido para
fins de avaliagdo da concentragdo de nutrientes liberado no meio liquido.

No experimento contendo meio M-Il com inéculo, foi detectado um pequeno

crescimento nas primeiras 96h, possivelmente por acdo da pequena quantidade de nutriente
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que veio com o indculo, o que ndo foi suficiente para manter o crescimento, acarretando o
declinio.

No meio mineral M-Il sem a céapsula contendo os nutrientes inorganicos, mas com
indculo e com o Gleo, novamente se observa um crescimento inicial pequeno, porém de forma
oscilatoria provavelmente pela presenca do 6leo. Observa-se que esse crescimento permanece
em baixa concentracdo pela auséncia dos nutrientes inorganicos, uma vez que nao foram
colocadas as capsulas nesse cultivo.

No meio BH com inb6culo e com 6leo é possivel ser detectado um crescimento
microbiano pequeno, que se mantém mais ou menos estavel ao longo do processo, que pode
ser explicado pela presenca de nutrientes livres no meio Bushnell-Hass empregado. Mesmo
assim esses nutrientes ndo parecem estar em concentracdes ideais para atingir maior
concentracdo de biomassa, o que sera visualizado mais adiante.

No Meio M-Il sem CLC com in6culo e com NPK é possivel ser detectado um
crescimento inicial linear pequeno durantes as primeiras 168 horas, que pode ter ocorrido
devido a presenca de algum residuo de carbono que estava no meio de cultivo na introducéo
do ind6culo inicial. Porém esse crescimento tende a estabilizar em funcdo da pouca fonte de
carbono.

Meio M-I1 com cépsula e dleo apresenta valor méximo de crescimento durante 96h e
se mantém com um crescimento estavel bom ao longo do experimento, provavelmente em

funcdo da liberacdo lenta de nutrientes necessarios para a atividade metabdlica.

6.3.1 Avaliacdo da quantidade de nutrientes retidos no
encapsulado

A partir das concentracfes dos nutrientes do meio BH e do produto comercial foram
feitos os calculos para que os meios empregados nos experimentos contendo as capsulas
tivessem 0 mesmo teor de N e P que nos meios com 0s nutrientes livres, teoricamente em

torno de 350mg/L de cada um deles.

Durante a producdo dessas cépsulas foram feitas analises de N e P em diferentes
solugdes para se avaliar a concentragdo de nutrientes presentes no material encapsulado. As
analises foram feitas: na solucdo empregada para compor o encapsulado e na solugdo de
cloreto de célcio onde a matriz era gotejada para obtencdo das capsulas, considerada entéo a
fracdo residual ndo retida. Pela diferenga foi possivel entdo o célculo da fracdo retida no

material encapsulado, que é mostrado na tabela 8.
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Tabela 8: Quantificacdo do material nutriente (N e P) retido nas capsulas

Nutrientes Concentracéo Concentragédo Concentragédo Percentual
total tedrica de total real total na solugdo | de retencéo
nutrientes quantificada na | de cloreto de dos
conforme solucéo calcio apos nutrientes
especificacdo do | preparada para obtenc&o das na matriz
fabricante utilizacdo na capsulas encapsulada
matriz (residual)
(9) (%)
(9) (9)
N 0,78 0,49 0,34 31
P 0,78 0,65 0,36 45
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Detecta-se nos dados apresentados na tabela 8 que a fracdo final retida de Nitrogénio

no material encapsulado foi de 31% e de fosforo foi de 45%. Fazendo uma comparacao,

Bastos (2007) durante a formacdo da matriz filmogénica de alginato de célcio e Capsul®

obteve uma retencdo de vitamina C de 25,64%.

Na tabela 9 abaixo estdo entdo indicadas as concentracdes reais maximas de N e P nos

meios empregados nesta ultima série de experimentos. No meio BH e no meio NPK em que

0s nutrientes estavam livres foi feita a quantificacdo direta, no material encapsulado essas

concentracdes foram calculadas pelos percentuais de retencdo, conforme relatado acima:
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Tabela 9: Concentragéo real dos nutrientes detectados nos trés meios experimentais utilizados na

conducdo dos experimentos finais:

Meio Bushnell- NPK livre Material
Nutrientes
Hass (BH) encapsulado
(mg/L)
(mg/L) (mg/L)
N 103,66 +17,15 219,00 +£5,94 68,00
P 497, 87 + 64,25 309,40 + 42,19 139,00
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Pode- se verificar entdo, pelos dados apresentados na tabela 9 que os teores de N e P

no material encapsulado foram bem menores que nos meio BH e NPK, o que poderia ter

levado a algum efeito de falta de nutrientes, que serdo discutidos a seguir.

6.3.1.1 Analise de Nitrogénio

No grafico 5 pode-se observar que existe liberacdo lenta de Nitrogénio, mostrando-nos

que durante as 240 horas de experimento nédo é liberado todo o N encapsulado de uma vez.
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Analise de Nitrogénio total
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Legenda: M-11 sem inoculo; M-11 com indculo; M-Il sem CLC com inéculo e com 6leo; e M-Il com

Grafico 5: Analise de nitrogénio total nos experimentos:

in6culo e com 6leo.

O experimento com meio M-Il sem in6culo mostra uma liberagdo lenta dos

nutrientes, a liberacdo inicial em baixa concentracdo se mantém ao longo do experimento,

atingindo praticamente o equilibrio. De acordo com a tabela 9 foi encapsulado inicialmente
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68mg/L de nitrogénio total e a liberagdo no experimento esta em torno de 32,35% ao final de
240h, demonstrando que esta ocorrendo liberacdo lenta de Nitrogénio total.

No meio M-Il com in6culo ocorre uma liberacdo inicial de 22mg/L de nitrogénio
porém observa-se uma queda brusca na concentracdo de nitrogénio nas primeiras 96h
reportando-nos ao gréfico 4 que mostrou que durante esse periodo houve um ligeiro
crescimento da biomassa celular que ndo conseguiu se manter provavelmente pela falta de
Oleo. Contudo, a liberacdo apOs esse periodo parece se estabilizar, mas em baixa
concentracao.

No meio M-Il sem o material encapsulado com indculo e com éleo é observado uma
pequena quantidade nitrogénio, proveniente provavelmente do inoculo, por isso observa-se
um ligeiro crescimento relatado no grafico 4 que ndo conseguiu se manter devido ao baixo
teor de nitrogénio.

No meio M-Il com in6culo e com 6leo também houve uma liberagdo lenta confirmada,
ndo atingindo a concentracdo inicialmente aprisionada de 68 mg/L em momento nenhum.
Pode-se observar que possivelmente com as concentracdes de nutrientes ideais e com fonte de
carbono disponivel esse experimento obteve o melhor crescimento e uma estabilidade em
torno de 120mg/L de massa protéica detectada no grafico 4. Devido entdo ao consumo dos
nutrientes a concentragdo residual de nutrientes no meio fica a baixo do valor de 10 mg/L de
N em 240 h de experimento visualizado no grafico 5, evitando assim futura eutrofizagdo no
sistema.

Pela legislacdo federal em vigor, a resolucdo N° 357 do CONAMA, o nitrogénio
amoniacal é um dos parametros inorganicos usado como padrdo de emissdo de efluentes nos
corpos de agua, para isso faz-se necessario atender um padrdo de emissdo nao superior a 20
mg-N/L. Esse limite praticamente s6 ndo foi atingido quando a auséncia de inéculo pela falta
de consumo do N liberado no experimento com meio M-Il sem inéculo.

Nos experimentos contendo os nutrientes ndo encapsulados a variacdo da concentracéo

de N total esta apresentada no grafico 6.
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Gréfico 6: Andlise de nitrogénio total nos experimentos: BH com in6culo e com 6leo; e M-I
sem CLC com NPK livre e com inéculo.

No experimento com meio BH com indculo e com 06leo observa-se inicialmente uma
concentracdo de nitrogénio na faixa de 125mg/L, porém em 96h ocorre uma queda para 61,18
mg/L. Pode-se observar no grafico 4 deste mesmo experimento que essa queda € resultado do
maximo crescimento celular, apds esse pico ocorre uma estabilidade no crescimento celular e
concomitantemente uma estabilidade na concentracao de nitrogénio.

No experimento M-Il sem o encapsulado com NPK livre e com in6culo foi observado
um valor inicial maior ja relatado na Tabela 9 , no entanto também ocorre uma pequena queda
na concentracao de nitrogénio, justificada no grafico 4 deste experimento e pela pequena taxa
de crescimento celular, restando ainda uma concentracdo bastante alta no meio.

De acordo com descrito na resolucdo N° 357 do CONAMA os dois experimentos
discutidos acima estdo bastante acima do limite de nitrogénio permitido, favorecendo dessa

forma um eventual processo de eutrofizacao .
6.3.1.2 Analise de Fdésforo total

E observado no gréfico 7, que existe liberagio lenta de Fosforo total, mostrando que

durante as 240 horas de experimento néo foi liberado inicialmente todo o P encapsulado.
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Grafico 7: Anédlise de concentracdo de fésforo durante 240 h de experimento

O experimento contendo meio mineral M-Il sem encapsulado com inéculo e com
6leo apresenta um teor baixo de P inicial em torno de 49,93mg /L, provavelmente devido a
residuo do in6culo (proveniente do meio BH). O consumo de fosforo durante todo
experimento foi pequeno o que justificaria seu crescimento de forma oscilatéria apresentado
no gréafico 4.

O experimento contendo meio mineral BH com indculo e com dleo apresentou um alto
teor de P ao longo do processo experimental e um baixo consumo. Conforme observado no
grafico 4 o crescimento celular foi pequeno e se manteve estavel apesar de ter os nutrientes
livres no meio. Num trabalho recente CHAINEAU e colaboradores 2005 observaram em seus
estudos, resultados contrarios ao nosso, pois no estudo do efeito da concentracdo de nutrientes
sobre a comunidade microbiana degradadora no solo na biodegradacdo de éleo durante 150
dias, os autores observaram a estimulacdo maxima da comunidade bacteriana na maior
concentracdo de nutrientes adicionados.

O experimento M-Il com inoculo e com 06leo, foi observado que existem baixos teores
de fosforo liberados ao longo do processo demonstrando que ha liberacdo lenta e que essa
liberacdo ndo atinge o valor de 139mg/L inicialmente encapsulado. Isso comprova juntamente
com os resultados de nitrogénio, que essa faixa pequena na concentracdo de nutrientes
liberados foi primordial para o crescimento expressivo observado no gréafico 4 (analise de
proteinas).

Na literatura é reportado por varios autores (COULON et al. 2007; YU et al. 2005) em

seus estudos, a necessidade continua de correcdo de nitrogénio e fosforo para estimular os
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microorganismos degradadores de hidrocarbonetos. No entanto parece que essa condicéo
pode ser melhor resolvida pelo uso do material encapsulado.

Como os valores maximos de P-total ndo constam na Resolucdo 357 do CONAMA
para lancamentos de efluentes em corpos de agua, comparamos com 0s limites para a
concentracdo de fdésforo total em &guas naturais, em funcdo da forma em que ocorre o
escoamento. Os ambientes I6ticos sdo relativos as &guas continentais moventes e os Iénticos, a
agua parada, com movimento lento ou estagnada. Assim, para aguas doce classe 1 o limite é
de 0,02 mg P/L para ambientes lénticos, 0,025 mg P/L para ambientes intermediarios, com
tempo de residéncia entre 2 e 40 dias e tributarios diretos de ambiente Iéntico e 0,1 mg P/L
para ambiente l6tico e tributarios de ambientes intermediarios.

Neste contexto entdo nenhuma das condic@es atende aos limites estabelecidos.

6.3.1.3 Analise de HTP

Avaliando-se os resultados de TPH dos experimentos, verificou-se que ao longo do
tempo ocorreu uma queda no teor de contaminacdo nos experimentos, atingindo-se ao final
deles a média de 39, 4% de degradacdo. Como os valores finais de remocdo entre eles ndo
foram muito diferentes, discutiremos os graficos 8, 9 e 10 conforme seus perfis de
degradacéo.

O experimento contendo meio mineral M-Il sem encapsulado com in6culo e com 6leo
(gréfico 8) apresentou uma degradacdo de 43,1 %. A degradacdo inicial apresentou-se de

forma lenta e parece tender a estabilizac&o ao final de 240h.

Analise de HTP
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Gréfico 8: Andlise de hidrocarbonetos totais de petréleo(HTP) no ensaio com meio mineral
M-Il sem CLL com in6culo e com 6leo durante 240h de experimento
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O experimento BH com indculo e com 6leo apresentou uma degradacéo de 36,5 % ao
final de 240h de experimento (grafico 9). Houve uma degradacéo inicial rapida, seguido de
uma estabilidade no decorrer do tempo. Isso deve ter ocorrido provavelmente devido ao
excesso de nutrientes no meio ndo balanceado, conforme observado nos gréficos 6 e 7, nessas

condigdes experimentais.
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Gréfico 9: Analise de hidrocarbonetos totais de petrdleo no ensaio BH com in6culo e com
6leo durante 240h de experimento

O experimento com meio mineral M-Il com indéculo e com oOleo (grafico 10)
apresentou uma degradacdo de 38,6%, porém nesse experimento a degradacao se apresenta na
forma linear e continua. Isso pode levar a supor que caso 0 tempo de experimento fosse
estendido a concentracdo de 6leo continuaria a diminuir. Rizzo, 2008 em seu estudo com o
uso de biorreator ndo convencional para o tratamento de solos contaminados por petréleo,
avaliou o percentual de degradacdo do 6leo em meio liquido utilizando um consércio

degradador e obteve 23% de degradagdo em trinta dias de experimento.
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Analise de HTP
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Gréfico 10: Anélise de hidrocarbonetos totais de petréleo no ensaio M-Il com inéculo e com
6leo durante 240h de experimento.

De acordo com o Art. 24 da resolugdo CONAMA n°357, 2005 “O lancamento de
efluentes em corpos de agua, devera obedecer a concentracdo de dleos e graxas de até 20
mg/L, ao referirmos a 6leos minerais.

A quantidade de 6leo usada neste experimento foi extremamente alta para sistema
liquido, porém é observado que o uso do produto encapsulado como fonte de bioestimulo foi

positivo ao levarmos em consideragéo o tempo do experimento.
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7. CONCLUSAO

v Os polimeros alginato e capsul possuem uma boa interacdo para formacédo de capsulas

de liberacdo lenta
v Obteve-se uma capsula de liberacdo lenta regular com diametro de 4mm

v" Com a formulacdo otimizada da capsula foram aprisionados 31% de Nitrogénio total
e 45% de fosforo do fertilizante NPK 10-10-10

v" O experimento conduzido com o material encapsulado apresentou liberacdo lenta de

Nitrogénio total e Fosforo no decorrer do experimento.

v' O Experimento contendo meio mineral M-Il (meio nutritivo contendo N e P
encapsulado) com indculo e com dleo nas condi¢Bes otimizadas pelo planejamento
experimental quando comparado com os experimentos finais obteve o dobro do

crescimento de massa celular.

v A capsula formada com 3% de alginato 4,1 % da capsul e NPK quando submetida a
um sistema liquido de 0,22% de contaminacao de petr6leo demonstrou ser uma 6tima
ferramenta na bioremediacdo pois permitiu a degradacao de 39% de 6leo em 240h de

experimento.

Reis, E. A



50

8.PERSPECTIVAS

v Auvaliar a influéncia do tempo de cura na retencdo dos nutrientes durante o processo de

producéo das capsulas.

v' Utilizar as capsulas a base de alginato e capsul na liberacdo lenta de nutrientes (NP)

para a biorremediacao de outros sistemas liquidos, solos e sedimentos.

v" Verificar a estabilidade ou a necessidade de alterar a matriz encapsulante para a
liberacdo lenta dos nutrientes de interesse.

v" Verificar a aplicabilidade do encapsulado produzido com alginato e capsul frente ao
comportamento do produto comercial, fertilizantes de liberacdo lenta, OSMOCOTE,
como estratégia de remediacdo de sedimento de manguezal contaminado na

degradacéo dos hidrocarbonetos.
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