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Ousodecombustíveisderivadosdefontesrenováveisdeenergia, comoobiodiesel,
tem sido amplamente estimulado em muitos países. Além de diversificar a matriz
energética, o uso de biodiesel apresenta algumas vantagens sobre os combustíveis
derivados do petróleo, pois apresenta alto potencial de biodegradabilidade e baixa
toxicidade, devido à presença de cadeias de ácidos graxos e à ausência de
hidrocarbonetos aromáticos e de enxofre na composição [2, 4, 5]. No Brasil, o uso da
misturade5%debiodieselaoóleodieseléobrigatóriodesde2009ecomaperspectiva
deaumentar.Noentanto,segundoumhistóricodeacidentesrelacionadosaotransporte
terrestre de cargas perigosas no estado do Rio Grande do Sul, 25%dos acidentes
registradospelaFEPAMnoperíodode1994amaio/2010estavamrelacionadoscomo
derramedecombustíveis(Figura1).Abiorremediaçãoéumaformadedescontaminaros
ambientesimpactados,utilizandoacompetênciafisiológicademicro-organismos(nativos
ouintroduzidos),nadegradaçãodecontaminantes,sendoumaalternativadebaixocusto
e ambientalmente aceitável. Nesse sentido, estudos que avaliem a possibilidade de
recuperaçãodesoloscontaminadospor misturasdediesel/biodiesel são fundamentais
paraatomadademedidasmitigatórias.

Selecionar um consórcio bacteriano com potencial degradador de misturas de
diesel/biodiesel B20 (20%debiodiesel e80%dediesel), apartir dadeterminaçãoda
atividade enzimática e da produção de biossurfactantes, a fim de utilizá-lo como
estratégianabiorremediação,simulandoumderramedessescombustíveisemdoissolos
(arenosoeargiloso).

Foi possível selecionar micro-organismos potencialmente degradadores de B20
através da atividade enzimática e da produção de biossurfactantes. Os isolados
bacterianos A, D e Q constituirão um consórcio bacteriano que será utilizado na
biorremediaçãodemisturas dediesel/biodiesel emdois tipos desolos, simulandoum
derramamentosuperficialdessescombustíveis.

A partir  de  locais com  histórico  de  contaminação  por 
hidrocarbonetos/ésteres  foram  isoladas 24  bactérias.

Destas, 10  apresentaram  potencial  em  degradar  o  combustível  após  serem 
submetidas  a  ensaios  com  indicadores-redox: 2,3,5-cloreto  de  trifeniltetrazolium

(TTC) e  2,6 diclorofenol indofenol(DCPIP).

Estas  foram  inoculadas  (108UFC/mL)  em  meio  líquido  (MM1) [6] com  1% de 
combustível – 20% de  biodiesel  no  diesel (B20)  – sob agitação (180rpm) 

a  28°C durante  14  dias. 
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Figura 1  Relação de acidentes ao transportar combustíveis 
derivados do petróleo/biodiesel. Fonte: FEPAM, 2010.

Ocrescimentocelular foiavaliadopelaquantificaçãodeproteínastotaispelométodo
Bradford (1976). A avaliação da fase aquosa incluiu medidas de tensão superficial
(mN/m),índicedeemulsificação(%)esomatóriodaatividadeenzimáticarelativa(U.mg-1

de proteína nos tempos 1, 7 e 14 dias) de dioxigenases (catecol 1,2, catecol 2,3 e
protocatecol3,4),alcanohidroxilase, lipaseeesteraseparaB20.Tratam-sedeenzimas
responsáveis pela degradação de compostos alifáticos, aromáticos e de ésteres. Os
dados foram analisados pelo teste de Tukey (p<0,05) e pela análise da variância
(ANOVA).

Figura 2 Avaliação da produção de proteínas totais de 10 isolados por 14 dias. 

Figura 3  Medidas de tensão superficial de 10 isolados bacterianos + 
controle negativo (CN) durante 14 dias. 
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Ocrescimentodasbactériasdurante14diasémostradoemproteínastotais(Figura
2).Observou-separaosisolados A,DeQosmenoresvaloresdetensãosuperficialdo
meio aquoso (Figura 3), sugerindo a produção de biossurfactantes. Por outro lado,
embora tenham sido encontrados resultados promissores na produção de
biossurfactantesdealtopesomolecularpormeiodoíndicedeemulsificação(IE24)para
4bactérias(A,S,3e11),apenasoisoladoAfoiescolhidoparaoconsórcio.

Na degradaçãodeésteres deácidos graxos da fraçãobiodiesel damistura, estão
envolvidas as enzimas esterases e lipases. No monitoramento da hidrólise deρNP-
acetato,oisoladoD(Figura8)foiomaiorprodutordeesterases. Quantoàexpressãode
lipase,foramobtidosníveismaisrepresentativosparaosisoladosA,De 5(Figura9).
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Aocompararosresultadosparaaatividadeenzimática,observou-semaiorprodução
daalcanohidroxilaseemrelaçãoàsoutras3dioxigenases. Osalcanos, comparadosa
compostos aromáticos, não só estão em maior abundância na fração diesel, mas
tambémsãoreconhecidamentemaisfáceisdeseremdegradadospormicro-organismos
[1](Figuras4-7).

Figura 4 Somatório da atividade específica de alcano
hidroxilasepara 10 isolados.

Figura 5 Somatório da atividade específica de catecol
1,2 dioxigenasepara 10 isolados.

Isolados

A
tiv

id
ad

e 
A

lc
an

o 
H

id
ro

xi
la

se
 (

U
.m

g-1
)

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

A          D         J    M       Q            R      S           3        5         11

Isolados

A
tiv

id
ad

e 
C

at
ec

ol
 1

,2
 D

io
xi

ge
na

se
 (

U
. m

g-1
)

0

50

100

150

200

250

A         D           J          M         Q           R           S      3          5       11

Figura 6 Somatório da atividade específica de catecol
2,3 dioxigenasepara 10 isolados.

Figura 7 Somatório da atividade específica de 
protocatecol3,4 dioxigenasepara 10 isolados.
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Figura 8 Somatório da atividade específica de 
esterasespela hidrólise do ρNPApara 10 isolados.
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Figura 9 Somatório da atividade específica de lipase
para 10 isolados.


