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Resumo

O petréleo é a principal fonte de energia da atualidade. A sua distribuicdo é
baseada numa complexa rede de transportes, sobretudo no mar, a qual estdo
associados inumeros problemas ambientais resultantes da ocorréncia de derrames. Uma
das técnicas de contenc¢do de derrames é a absorgao com cortica. Para tal, sdo utilizados
granulos de cortica natural ou termicamente tratada, que poderdo estar confinados em
barreiras ou outro formato. Apds a sua utilizacgdo, um dos possiveis métodos para
alienacdo do material impregnado com hidrocarbonetos é incineragao.

O trabalho que se apresenta pretende sugerir uma alternativa a esta incineragao,
transformando o residuo em compostos de valor. Para tal foi avaliada a capacidade da
Rhodococcus opacus B4 degradar hidrocarbonetos absorvidos no pé de cortica (usada
como absorvente) e a sua consequente conversao a triacilglicerdis (TAGs). A cortica foi
contaminada com um hidrocarboneto-teste, o hexadecano, e seguidamente posta em
contato com R. opacus B4 durante 48h. Foram realizados diversos controlos e
monitorizados o consumo de hexadecano e a producdo de triacilglicerdis.

Os resultados obtidos demonstraram que a cortica ndo interfere na a¢dao da
bactéria na captacdo de hexadecano e sua conversdo em triacilglicerdis. Quando
colocado na presenca das corticas contaminadas com hexadecano, R. opacus B4
produziu 0,69 g + 0,06 g de TAG por grama de hexadecano consumido usando cortica
termicamente tratada (CTT) e 0,59 g + 0,06 g usando cortica natural (CN). A biomassa
resultante apresentou uma razdo TAGs/biomassa (p/p) de 0,60 + 0,06 na amostra com
cortica natural e 0,97 + 0,04 na amostra com cortica termicamente tratada. No controlo
feito sem a presenca das corticas, s6 com hexadecano no meio, atingiu 0,47 g TAGs por g
de biomassa. Quanto a composicdo dos acidos gordos, em todos os ensaios, o

predominante foi o 4cido palmitico (60%-70%, p/p).
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Abstract

Qil is the main source of energy today. The distribution is based on a complex
transport network, especially at sea, associated with numerous environmental problems
resulting from the occurrence of oil spills. One of the solutions for spill containment is
absorption with cork. In order to achieve this, natural or heat-treated cork is used in
booms or other confined material. A possible solution for the disposal of the absorbent
impregnated with hydrocarbons is incineration.

This work intends to propose an alternative to incineration, transforming the
residue into compounds of value. For this purpose, it was evaluated the ability of
Rhodococcus opacus B4 to degrade hydrocarbons absorbed in cork powder (used as the
absorbent), and its subsequent conversion to triacylglycerols (TAGs). The cork was
contaminated with a hydrocarbon-test, hexadecane, and then brought into contact with
R. opacus B4 for 48h. Various controls were performed in order to check the
consumption of hexadecane and the production of triacylglycerols. These controls were
regularly monitored.

The results showed that the cork does not interfere with the action of bacteria to
capture the hexadecane and further convert it into triacylglycerols. When placed in
contact with the hexadecane contaminated cork, R. opacus B4 yielded 0.69 g + 0.06 g
TAGs per gram of hexadecane consumed when using heat-treated cork and 0.59 g + 0.06
g when using natural cork. The resulting biomass showed a TAG/biomass (w/w) ratio of
0.60 * 0.06 in the sample with natural cork and 0.97 + 0.04 in the sample with heat-
treated cork. In the control assay, done without corks, with hexadecane in the medium,
it was reached 0.47 g TAGs per gram of biomass. In all conditions tested, palmitic acid

was the predominant fatty acid present in the produced TAGs (60% -70% w/w)
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Introducdo

Capitulo I: Introdugdo

1.1. Contextualizagdo

O petrdleo é a matéria-prima mais utilizada como fonte de energia na atualidade.
Sucintamente, pode ser descrito como uma mistura complexa de hidrocarbonetos,
tendo como composicao base 30% de parafinas ciclicas, 30% de compostos aromaticos,
16% de parafinas ramificadas, 14% de parafinas simples e 10% de resinas e asfaltenos
(GalpEnergia, 2011). Esta matéria-prima resulta da decomposicdo de matéria organica,
num processo que demora milhdes de anos. A matéria organica depositada vai sendo
pressionada por camadas superiores de matéria que se vao sobrepondo. (GalpEnergia,
2011).

Apesar de as energias alternativas, sobretudo as renovaveis, ganharem cada vez
mais espaco, a maquinaria industrial ainda é fundamentalmente adaptada ao uso de
combustiveis provenientes da refinacdo do petréleo. Como a extracdo do petrdleo sé é
economicamente vidvel em determinadas regides do planeta, ha necessidade de efetuar
a sua distribuicdo; esta é feita com base numa rede complexa de transporte, que
acarreta riscos, sobretudo ambientais. Estima-se que, por ano, cerca de 5 milhdes de
toneladas circulem pelos mares em todo mundo (Al-Majed et al., 2012).

No decurso destas rotas, ou até mesmo nas plataformas de extracao petroliferas
em alto mar, é recorrente ocorrerem derrames de hidrocarbonetos. Estes derrames tém
um profundo impacte ambiental, sobretudo nos ecossistemas. A resposta é tao eficiente
guanto mais rapida for. Logo apds um derrame a mancha propaga-se rapidamente e
processos como a evaporagao, emulsificacao, foto-oxidagao e dispersdao ocorrem quase

de imediato (Al-Majed et al., 2012).

1.1.1. Remediagdo de areas contaminadas por hidrocarbonetos de petréleo e seus
derivados

Dada a proporcdo que estes acidentes tém, tanto em dimensdo como em
impacte ambiental, varias tecnologias foram desenvolvidas para a minimizagdo, tanto

guanto possivel, dos seus efeitos. A aplicacdo de uma ou de um conjunto destas técnicas
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é condicionada por factores naturais como as condi¢cdes maritimas, correntes e marés, a
velocidade e diregao do vento, o clima da zona afetada. Estas condi¢des podem diminuir
a eficiéncia ou até mesmo inviabilizar a utilizacdo de determinadas tecnologias (Al-
Majed et al., 2012).

Os métodos de contengdo/atuagdo mecanicos sdo essencialmente dois: barreiras
flutuantes que limitam a propagacao da mancha e skimmers que coam o 6leo da agua.
Por norma estes sdo sucedidos de outras técnicas (Al-Majed et al., 2012).

Outros métodos podem ser distribuidos nas categorias de dispersantes,
surfatantes e absorventes.

Os absorventes sdo os mais viaveis em linhas de costa e solo, tanto
economicamente como em termos de eficiéncia. Estes podem ser naturais, sintéticos ou
minerais podendo ser considerados como Universais (absorvem todos os liquidos) ou
Apenas 6leos (absorvem apenas hidrocarbonetos e seus derivados, sem absorver dgua).
(Carmody et al., 2007).

Os dispersantes tém a sua eficiéncia muito diminuida em presenga de climas
guentes e pouco humidos (Al-Majed et al., 2012).

Por fim, os surfatantes sdo os mais indicados em areas de maiores dimensdes (Al-
Majed et al., 2012).

O método de biorremedicdo é baseado na utilizacdo de bactérias com
capacidades de degradar hidrocarbonetos — bactérias hidrocarbonocldsticas. As
principais limitacdes deste método estdo associadas a baixas concentracdes de
nutrientes como o fosfato, formas de azoto fixado e oxigénio, quando em presenca de
baixas temperaturas ou quando o éleo se encontra “afundado” na agua (Al-Majed et al.,

2012).

1.2.  Utilizagdo de cortica para controlo de derrames de hidrocarbonetos

Portugal é o maior produtor de cortica (Gil, 1997; Pintor et al., 2012). A cortica é
extraida do tronco e ramos do sobreiro sem danificar a arvore, normalmente no Verao e
com uma periocidade legal de 9 anos. Comeca quando a arvore tem um perimetro de

0,7 metros e uma altura minima de 1,3 metros (Gil, 2012). Esta cortica, utilizada
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essencialmente para a producdo de rolhas, é cada vez mais aplicada em diferentes
areas, desde o vestuario até materiais de isolamento (Gil, 1997; Pintor et al., 2012).

A sua estrutura quimica tem sido estudada desde o século XVIII, apesar de ainda
ndo ser completamente compreendida (Pintor et al., 2012). Sabe-se, no entanto, que a
sua estrutura quimica esta diretamente relacionada com a sua zona de origem e o clima
correspondente, a genética da arvore, a sua idade e as condi¢des de crescimento. A
influéncia destas condi¢Ges é fundamentalmente notada no conteudo de suberina (Silva
et al., 2005). De forma geral, a cortica pode ser descrita como uma mistura complexa de
acidos gordos e alcoois organicos pesados, polissacaridos, taninas, lignina e alcanos
(Domingues et al., 2005).

Uma das aplicacdes mais promissoras da cortica é a biossorcdo. Nesta area, sdo
utilizados granulos de cortica a solto ou entdo confinados em barreiras ou outro tipo de
formato. Estes granulos, normalmente com didametro inferior a 0,5 milimetros, tém
diferentes caracteristicas fisicas, consoante a sua proveniéncia: pé de moagem quando
resultantes da pré-moagem ou da granulacdo, puros quando provém do polimento e
corte da matéria-prima original para outros fins, po resultante da finalizacdo de rolhas e
discos, e o resultante da producdo de cortica como material isolante. Até entdo, a
mistura destes pds tem sido utilizada como combustivel para caldeiras, devido ao seu
elevado poder calorifico. As aplicacdes destes pds variam entre a mistura com colas,
substrato agricola, a utilizacdo dos seus extrativos para a producdo de quimicos, entre
muitas outras (Gil, 1997; Pintor et al., 2012; Silva et al., 2005).

A cortica pode ser utilizada como biossorvente dos mais diversos compostos,
desde metais pesados a compostos organicos. No caso destes ultimos, a adsor¢do segue
uma cinética de 22 ordem: uma curva, inicialmente convexa, o que traduz o decréscimo
da adsorcdo ao longo do tempo. A interacdo da cortica com poluentes orgéanicos,
normalmente hidrofébicos, é diferente da descrita com metais pesados, e pode ser
explicada pelo dominio aromatico da estrutura quimica da cortica, sobretudo ao nivel de
conteddo de lignina e suberina. As regides hidrofébicas destes dois componentes
aumenta a capacidade dos poluentes hidrofébicos difundirem na matriz da cortica. O
mecanismo de adsorcdo pode ser descrito em trés passos:

- difusdo do soluto no filme liquido envolvente as particulas de adsorvente,

- difusdo do soluto nos poros da matriz, e,
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- adsorcdo e dessorcao das particulas do soluto na superficie adsorvente (Pintor
et al., 2012).

Para poder aferir as suas qualidades como biossorvente, a cortica devera ser
compreendida em todas as suas estruturas, macroscépicas e microscopicas. As células
de cortica sdo constituidas por uma parede celular primaria, fina, constituida
maioritariamente por lignina, uma parede secunddria com suberina e ceras alternadas e
uma tercidria, constituida por uma fina camada de polissacaridos. As composicoes
traduzidas em percentagens sao cerca de: 40% de suberina, 22% de lignina, 18% de
polissacaridos e 15% de extrativos. A estrutura da suberina na cortica ainda nao é
totalmente compreendida, estando no entanto estimada como um poliéster, composta
por acidos gordos, acidos fendlicos ligados por grupos éster. Quanto ao teor de lignina,
este tem sido dificil de diferenciar dos compostos aromaticos provenientes da suberina
(Silva et al., 2005).

Todas estas caracteristicas descritas para a cortica como biosorvente
estimularam o estudo do seu comportamento no controlo de derrames de dleos,
hidrocarbonetos e solventes. Para isso, a par do p6 de cortica natural, foi utilizado um
pd de cortica termicamente tratado, cujo tratamento visa aumentar a capacidade de
absorc¢do. O tratamento térmico, acima referido, é feito a temperaturas entre os 200 e
400 °C durante alguns minutos (Amorim Cork Composites, 2008). Testes efetuados
aquando o lancamento do produto no mercado defendem ser possivel a reutilizacdo da
cortica através de centrifugacdo ou acdo mecanica. Estes mesmos testes permitiram
desenvolver fdrmulas de calculo que determinam a quantidade de granulado natural ou
tratado para uma dada quantidade de dleo. Assim, estima-se que a cortica natural seja
capaz de absorver cinco vezes o seu peso em 0Oleo, enquanto a cortica termicamente
tratada vé esta razdo crescer para dez vezes, com um processo de sorcdo muito rapido
cerca de 15 segundos para ambas. A mesma fonte assegura que a capacidade de
absorcdo/adsor¢cdo é inversamente proporcional a granulometria do pé de cortica
utilizado. Um dos tratamentos atuais para este residuo é a incineracdo (Amorim Cork

Composites, 2008).
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1.3. Bactérias hidrocarbonoclasticas

Os compostos presentes na industria quimica, nomeadamente na industria
petrolifera, sdo altamente toxicos para os microorganismos devido a sua capacidade de
se ligarem a membrana celular, alterando a sua permeabilidade e consequentemente o
metabolismo celular (Na et al., 2005; Torres et al., 2011). Somente bactérias altamentes
tolerantes a este tipo de ambientes conseguem sobreviver.

O primeiro microrganismo relatado com capacidade de sobrevivéncia nestes
ambientes indspitos foi o Pseudomona putida IH 2000, em 1869. Desde logo, a
potencialidade biotecnoldgica deste tipo de microrganismos foi amplamente estudada,
sendo sobretudo dirigida a organismos Gram-negativos, por serem aqueles que
apresentam melhores mecanismos de adaptacdo a este tipo de ambientes, devido a
membrana externa adicional que possuem. S3o descritos dois tipos de mecanismo
nestas bactérias: o primeiro, diretamente relacionado com a diminuicdo da
permeabilidade da membrana ao solvente, o segundo corresponde ao transporte de
moléculas de solvente do interior da célula para o exterior através da bicamada
fosfolipidica. No entanto, apesar do favoritismo das bactérias Gram-negativas, cada vez
mais estudos tém permitido descobrir estirpes Gram-positivas igualmente capazes de
sobreviver neste tipo de ambientes: microrganismos pertencentes aos géneros Bacillus,
Rhodococcus, Staphylococcus entre outros tém sido propostos alguns modelos de
adaptacao a ambientes tdéxicos, como a inducdo da tensdo geral, a producdo de
emulsionante do solvente organico ou a sua degradacdo ou a desativacdo enzimatica.
Por outro lado, foram também documentadas alteracdes morfoldgicas como resposta ao
stress ambiental. No caso do género Rhodococcus, na presenca de alcanos, foi verificado
um aumento da saturacdo em dcidos gordos da membrana, tal como tinha ja sido

verificado em bactérias Gram-negativas (Torres et al., 2011).

1.3.1. Rhodococcus sp.

O género Rhodococcus, como anteriormente foi mencionado, pertence ao grupo
de bactérias Gram-positivas. S3ao bactérias aerdbias, imdveis e ndo esporulantes.
Diferentes espécies pertencentes a este género podem ser encontradas em ambientes

tdo dispares como o solo artico e solos tropicais, no deserto e no fundo marinho (Alvarez
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et al.,, 2013). E um vasto grupo, capaz de degradar uma também vasta gama de
compostos com recalcitrancia e toxicidade considerdvel. Esta capacidade esta associada
ao facto de terem uma fisiologia celular robusta e por terem diversos genes catabdlicos
no seu genoma. E por isso um forte candidato a biorremediacdo de locais contaminados.
Conseguem catabolizar tanto pequenas como longas cadeias de alcanos, aromaticos e
aromaticos heterociclicos e policiclicos. A sua capacidade de degradacdo pode ser
explicada pela aderéncia as goticulas de Oleo através da sua superficie celular
hidrofébica com acidos micdlicos, cujos compostos alifaticos longos facilitam a captagao
dos compostos hidrofébicos (Larkin et al., 2005; Martinkova et al., 2009). Por outro lado,
acredita-se que os alcanos sdo incorporados nas inclusdes lipidicas sem a completa
degradacdo do Acetil-coA (Alvarez et al., 1997). Aliada & sua ampla capacidade de
degradacdo, este género tem ainda a capacidade de, através destes substratos produzir
compostos de interesse, para diversas aplicacoes:

- Polihidroxialcanoatos (PHAs), para a producdo de plasticos convencionais,

- Triacilglicerdis (TAGs), utilizados na producdo de biodiesel, cosmética, aditivos
alimentares,

- Ceras (ECs) aplicadas na industria farmacéutica, alimentar e cosmética (Martinkova
et al., 2009; Alvarez et al., 2013).

A acumulacdao de lipidos permite uma maior autonomia energética e uma
autonomia temporaria quando ndo estdao disponiveis fontes de carbono. O género
Rhodococcus é capaz de mobilizar os triacilglicerdis quando em abstinéncia de fonte de
carbono, e a degradacdo destes composto fornece um rendimento energético maior,
devido ao seu alto poder calorifico, quando comparados com hidratos de carbono,
proteinas ou mesmo PHAs (Alvarez et al., 2013; Alvarez & Steinblichel, 2002).

A acumulacdo destes compostos de reserva é incitada pelo excesso da fonte de
carbono com a limitagao de um dos compostos essenciais ao crescimento como o azoto,
oxigénio ou fosforo. A limitacdo mais estudada é ao nivel do défice de azoto, o que
implica uma razdo carbono/azoto superior a necessdria para producdo de biomassa
(Alvarez & Steinblichel, 2002).

Entre a diversa gama de compostos sintetizados e utilizados como reserva
energética por membros deste género, a maior parte consiste em triacilglicerdis, seja

qual for a fonte de carbono utilizada: acetato, gluconato, frutose, n-alcanos -
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nomeadamente o hexadecano —, etc., devido ao facto de grande parte da codificacdo do
genoma ser direcionada a enzimas envolvidas nas vias catabdlicas de varios compostos
(Alvarez et al., 2013; Silva et al., 2010; Waltermann et al., 2000).

A composicdo em acidos gordos e a estrutura destes triacilglicerdis varia
consoante a fonte de carbono utilizada. Por norma, a constituicdo é principalmente em
acidos gordos lineares de cadeia longa, saturados e insaturados, com catorze a dezoito
carbonos (Alvarez, 2010).

Os substratos que intervém no ciclo de Krebs como o succinato, acetato ou o
citrato, e acidos organicos de cadeia impar, como o propionato ou o valerato, resultam
numa maior fra¢cdo de acidos gordos de cadeia impar quando comparados com a fragao
de 4cidos gordos de cadeia impar acumulados através de substratos como a frutose e o
gluconato. Quando os substratos sdo alcanos, como o hexadecano, o numero de
carbonos da cadeia de acidos gordos estd diretamente relacionado com o numero de
carbonos da cadeia do substrato. Substratos com carbonos pares ndao dao origem a
acidos gordos impares e vice-versa (Alvarez et al., 1997). A tabela 1.1. sumariza a
composicdao em &cidos gordos nos triacilglicerdis reportada para varias espécies de
Rhodococcus cultivados em diferentes fontes de carbono.

Das vdrias espécies estudadas, Rhodococcus opacus, em particular a estirpe
PD630, revelou a maior capacidade para acumular tracilglicerdis a partir de varios
substratos (Alvarez, 1996). Baseados nestes factos, estudos ndo publicados
comprovaram a capacidade de outra estirpe desta espécie, Rhodococcus opacus B4,
produzir também estes lipidos de reserva e como tal a escolha deste estudo recai sobre
esta estirpe.

Rhodococcus opacus B4 foi isolada como tolerante a solventes organicos em
solos contaminados com gasolina. E altamente hidrofébica e com uma grande afinidade
com hidrocarbonetos, tendo sido documentada a sua capacidade de sobrevivéncia em

solventes organicos em cerca de 5 dias (Yamashita et al., 2007).
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Tabela 1.1: Composi¢dao dos acidos gordos por peso seco das células de diferentes culturas de Rhodococcus em
diferentes fontes de carbono

Fonte de % Proporco relativa de acidos gordos (%, p/p)
Carbono Acidos —
Gordos  ¢ip0 c140 C150 C160 Cl61 CI170 Ci7: Clgo clg1 ereréncia
(p/p) Bibliogréfica
Acetato (0,6%) 24,0
Citrato (0,3%) 28,0
Glucose (1%) 19,0 v 2,8 - 352 138 - 82 51 349
Rhodococcus Hexad (Alvarez et
ruber exadecano 260 45 120 63 657 115 - - - - el 1o9)
(0,1%)
Pentadecano
0.1%) 18,0
Valerato (0,2%) 12,2 - 29 75 248 64 241 204 - 13,9
Gluconato (1%) 21,0 v 56 28 204 176 157 74 111 194
Rhodococcus Hexadecano (Alvarez et
erythropolis (0,1%) 176 v 12725 494 345 ) ) ) ) al., 1997)
Valerato (0,2%) 15,1 - 63 219 102 99 11,8 240 - 15,9
Acetato (0,6%) 31,0 v 19 114 348 40 168 125 57 129
Frutose (0,5%) 40,0 v 2,1 8,4 32,3 4.6 12,5 13,7 4,5 214
Glucose 38.4 1,9 5,6 27,7 10,8 8,7 15,9 4,8 24,7
Gluconato (Alvarez et
(1,5%) 76,0 0,8 4,3 6,3 25,7 9,5 12,3 15,4 3,5 22 al., 1997;
Hexadecano Alvarez &
Rhodococcus (0.1%) 38,0 1,6 91 - 689 204 - - - - Steinbiichel,
opacus PD Heptadecano 2002;
630 0150 28,0 - - BT - - 381 253 - - Kurosawa st
Octadecano al., 2010;
0.1%) 39,0 v 47 - 417 14 - - 143 379 Avareset
Azeite (0,3%) 87,0 v 0,7 _ 16,8 59 _ _ 2.8 738 al., 1996)
Pentadecano
0.1%) 39,0 - - 801 - - - - - -
Propionato
(0,2%) 18,0 - - 33,3 3,2 - 23,2 39,1 - -
Gl
Rhodococcus ) ucose 12 4 161 2,36 B 49,6 2,5 (Song et al.,
Sp P14 Oleo mineral 6,7 _ 9,3 13,9 _ 35,6 _ 6,7 2011)
Glucose (1%) 3,8 v 9,0 - 34,0 v - - 154 416
Rhodococcus Hexadecano (Alvarez et
fascians (0,1%) 18,1 v 13,0 ) 463 407 ) ) ) ) al., 1997)
Valerato (0,2%) 23,9 - 34 74 17,7 17,7 199 2372 - 235
Gluconato (1%) 48,0 v 20 45 263 85 81 178 65 328
Rhodococcus Hexadecano (Alvarez et
opacus MR22 (0,1%) 43.0 v 82 L3 49,1 4l4 v ) i v al., 1997)
Valerato (0,2%) 42,5 - 1,0 313 58 44 186 289 19 23
Gluconato 71,2 17 31 302 78 109 89 175 199
Rhodococcus Benzoato (Silva et al.,
sp 602 64,9 3,4 6,2 30,7 11,3 10,3 11,3 11,9 14,9 2010)
Hexadecano 22,3 163 - 514 323 - - - -
Rhodococcus Gluconato (Alvarez &
73,0 0,8 7,1 1,6 47,1 17,8 v v 18,8 6,4 Steinbtichel,
opacus UFA4
2002)
Acetat
Rhodococcus cetato 24,0 5,0 530 100 20 110 90  (Horietal,
aetherivorans I 2009
IARL Tolueno 24,0 5,0 450 v 8,0 120 27,0 )
v: vestigial, - ndo detetado, em branco: sem informagédo
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1.3. Objetivo

O residuo resultante da absor¢do de hidrocarbonetos de petréleo em cortica é
atualmente incinerado. O trabalho que se apresenta pretende sugerir uma alternativa a
esta incineragao, transformando o residuo em compostos de valor. Para tal recorre a
biorremedia¢dao do dito residuo com Rhodococcus opacus B4, uma estirpe bacteriana
capaz de produzir lipidos de reserva, em particular triacilgliceréis, a partir de
hidrocarbonetos. Os triacilglicerdis produzidos podem ser extraidos e usados para
producdo de Dbiodiesel, ou, em alternativa, o residuo rico em lipidos
(biomassa+triacilglicerdis+cortica) pode ser adicionado a digestores anaerdbios para

aumento da producdo de biogas.
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Capitulo 1I: Materiais e Métodos

2.1. Inoculo e Meios de Cultura

Nos ensaios efectuados foi utilizada uma cultura de Rhodococcus opacus B4
proveniente do National Institute of Technology and Evaluation, identificada com o
numero 108011 (National Institute of Technology and Evaluation, 2004).

Para garantir uma boa qualidade das células, a cultura foi mantida por repicagem
de coldnias de 3 em 3 semanas, em meio 802 agar e TSB agar (Anexo |). Esta repicagem
consistiu na recolha de 2 a 3 colénias, com uma hansa esterilizada, e a sua deposi¢ao
numa nova placa pelo método “riscado”. Este processo foi realizado a chama, ou com
garantia de condi¢Ges de total esterilidade, sendo de evitar a existéncia de vapor de
agua nas placas. Depois das coldnias repicadas e espalhadas na nova placa, estas foram
colocadas inicialmente numa estufa a 30 °C e depois de significativamente crescidas,

guardadas no frigorifico a cerca de 4 °C.

2.1.1. Pré-Inéculo

O pré-inoculo de Rhodococcus opacus B4 foi preparado por recolha de 2 a 3 UFCs
bem individualizadas com uma hansa estéril e a sua deposi¢cdo num matraz com 50 mL
de meio 802 estéril (Anexo I). O crescimento da cultura, numa incubadora com agitacao
orbital de 150 min, a 30 °C, foi de seguida acompanhado através da leitura frequente
da densidade éptica (DO), a um comprimento de onda de 600 nm, até atingir um valor
de aproximadamente 4 (apds cerca de 48 horas), indicativo de que a cultura se encontra

a meio da fase exponencial.

2.1.2. Indculo

A cultura de pré-inéculo obtida foi transferida (em condi¢des de assepsia) para
um matraz com 50 mL de meio MS estéril (DO final de 0,1) contendo hexadecano (0,1%)
e NH4CI (250 g/L) numa razdo C/N na ordem dos 3,7. A cultura foi de seguida colocada a
crescer a 30 °C, 150 min™?, durante cerca de 150 horas, tempo ao fim do qual se

encontra aproximadamente a meio da fase exponencial de crescimento. Findo este
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periodo de crescimento, a cultura foi transferida para Falcons estéreis, centrifugada a 10
000 g e 4 °C durante 15 minutos e ressuspendida em solu¢do de NaCl (0,9%). Este
procedimento foi efectuado trés vezes, sendo por fim a cultura ressuspensa em 5 mL de

meio MS.

2.2. Teste de Acumulagao de Triacilglicerdis

Neste trabalho, foram testados dois produtos absorventes: cortica natural, CN, e
cortica termicamente tratada, CTT (Amorim Cork Composites, 2008) (Figura 2.1). Como
contaminante modelo foi utilizado o hexadecano (CygH34), usualmente utilizado como
representativo da classe de hidrocarbonetos alifaticos constituintes do petréleo e seus
derivados.

Os ensaios foram realizados em matrazes de 250 mL, com um volume de
trabalho de 50 mL, em duplicado. Inicialmente, tendo em conta a capacidade
absorvente de cada material (Amorim Cork Composites, 2008) pesaram-se para 0s
respetivos matrazes as quantidades de cortica branca e cortica preta a ser colocadas em
contato com o hexadecano, nomeadamente 0,01 g de cortica branca e 0,005 g de cortica
preta para 50 mg de hexadecano (C16), de forma a obter uma concentragdo de 1 g/L de
hexadecano no meio de cultura. Cerca de 24 horas ap6s a adicdo do hexadecano, foi
adicionado o meio MS contendo NH4CI (250 g/L) na quantidade necessaria para manter
uma razdo C/N de 300 (condi¢Bes de limitacdo de azoto), e por fim o indculo de
Rhodococcus opacus B4 (DO final de 0,6). Todo o procedimento foi efectuado em

condicOes de assepsia.

Figura 2.1: Cortigas utilizadas, cortica branca e cortiga preta .
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Paralelamente, foram efetuados ensaios de controlo: i) sem corticas, designado
por B4.C16, ii) sem inéculo, designado por CB.C16 e CP.C16, e iii) sem hexadecano,
designados por B4.CP e B4.CB.

Os matrazes foram colocados numa incubadora com agitacdo orbital de 150 min
1, a 30 °C, durante 48h. Findo este periodo, as amostras para analise do consumo do
hexadecano foram acidificados a pH 2 com HCl 8M e as amostras para andlise do
conteddo do triacilglicerdis nas células foram centrifugadas (10 000 g a 4 °C, 15 minutos)

lavadas com agua destilada e depois liofilizadas.

2.3. Meétodos Analiticos

2.3.1. Caréncia quimica de oxigénio (CQO)
A caréncia quimica de oxigénio (CQO) foi determinada usando os kits de teste em
cuvete Lck414 (Hach-Lange, Alemanha). Estas medicOes foram efetuadas em triplicado,

utilizando os procedimentos descritos pelo fabricante.

2.3.2. Extragdo e anadlise de hidrocarbonetos

2.3.2.1. Extracdo Liquido-liquido com funis de separacéo

O hexadecano presente no meio de cultura foi extraido com hexano, recorrendo
a funis de separacao. A escolha do solvente depende da substancia a ser extraida. Sendo
o hexadecano um hidrocarboneto alifatico de cadeia simples, o solvente mais indicado é
o hexano, por ser o solvente mais apolar conhecido. Como a concentragdo de
hexadecano no meio ndo é homdgenea, o conteldo dos matrazes teve de ser sacrificado
em cada analise. Apds transferéncia do meio de cultura para o funil, os matrazes foram
lavados com 7,5 mL de hexano que foi de seguida adicionado aos funis de separac¢do. Os
funis foram agitados vigorosamente durante 2 minutos e depois deixaram-se a repousar
durante 5 minutos para que a fase organica se separasse da fase aquosa. Nas amostras
em que se verificou a formacdo de emulsdes, estas foram quebradas com a adicdo de
4,5 mg MgS0,4.7H,0 (Sandra & David, 2004). Como o hexano é menos denso que a dgua,
a fase organica contendo o hexadecano fica na parte superior do funil. Esta foi

cuidadosamente retirada com auxilio de uma pipeta de Pasteur, repetindo-se a processo
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de extragdo mais duas vezes com igual volume de hexano (3 x 7,5 mL no total). As fases
organicas recolhidas foram limpas em colunas Sep-Pak Florisil 6¢cc (Waters, EUA) num
Manifold com vacuo. As colunas foram previamente equilibradas com 5 mL de hexano e
no final da filtragdao voltaram a adicionar-se 5 mL de hexano. O solvente foi de seguida
evaporado e as amostras ressuspensas em 1 mL de hexano e guardadas no congelador

até andlise por Cromatografia Gasosa (Toffoli & Frasco, 2010).

2.3.2.2. Andlise por Cromatografia Gasosa (GC)

A andlise foi efetuada injetando 1 uL de amostra no equipamento Varian 3400
(Varian Inc. USA), com detetor FID, com uma coluna Varian VF1 15m x 0,25 mm x 0,25
um (Varian, Holanda).

A temperatura da coluna foi fixada a 60 °C, a do injetor a 285 °C e a do detetor a
300 °C. Utilizou-se um caudal de ar de 250 mL/min, um caudal de hidrogénio de 30
mL/min, um caudal de gas de arraste (hélio) de 1 mL/min e um caudal de azoto de 30
mL/min. O tempo de corrida foi de 16 minutos com 2 minutos de estabilizacdo entre
corridas. A temperatura manteve-se constante no primeiro minuto, crescendo nos
seguintes a 8 °C por minuto até aos 170 °C.

Na analise por cromatografia gasosa é importante a utilizagdo de um padrao
interno, neste caso o undecano, para controlar a variabilidade inerente ao préprio
equipamento. Assim, para a construcao do padrao interno, adicionou-se 100 pL de
undecano a um baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume deverd ser perfeito com
hexano. A 50 uL da amostra a analisar sdo adicionados 850 pL de hexano e 100 uL do
padrdo interno.

Os resultados sao analisados pela razao das areas dos picos do padrao interno e
hexadecano, e conjuntamente com a curva de calibracdo (Anexo ll), obtendo-se a

concentracdo da amostra em hexadecano.
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2.3.3. Extragdo e analise dos Triacilglicerdis

2.3.3.1. Extracdio dos lipidos neutros

Depois de liofilizada, a biomassa foi ressuspensa em Cloroférmio-Metanol (2:1) —
por cada 5 mg de biomassa utilizada é necessario 1 mL da mistura solvente. Este passo
foi realizado em frasco de vidro, previamente passado por acetona; selado com
parafilme e colocado a temperatura ambiente, a 140 rpm, durante 1 a 2 horas. O extrato
foi depois passado por |13 de vidro em pipetas de Pasteur previamente lavadas com
Cloroférmio-Metanol (2:1, v/v). A amostra filtrada foi recolhida em frascos de vidro,
previamente lavados e pesados, e deixada a evaporar (Folch et al., 1957).

Apds evaporacdo, os frascos foram pesados. A diferenca de valores entre a
pesagem inicial e final resulta do conteudo lipidico da amostra, cuja percentagem sera

calculada tendo em consideracdo a massa de biomassa utilizada.

2.3.3.2. Separacdo em cromatografia de camada fina (TLC)

Os lipidos neutros produzidos pela biomassa foram separados em cromatografia
de camada fina. O conteudo lipidico foi dissolvido em 250 uL de Cloroférmio-Metanol
(2:1, v/v) e aplicado na placa de TLC, constituida por silica, em pontos marcados a 1 cm
da margem inferior e distanciados em cerca de 1 cm. Nos pontos extremos foram
colocados os seguintes compostos referéncia:

- Azeite— padrdo para triacilglicerais;

- Acido Oleico— padr3o para acidos gordos livres, e

- Oleato de Oleilo — padrdo para as ceras.

A placa foi de seguida colocada na camara de TLC contendo 5 mL de hexano--
dietil-éter-acido acético (80:20:1, v/v). Deixou-se decorrer até que a frente do solvente
atinge o sulco da placa (marcado a cerca de 8 cm da zona de aplicacdo), retirou-se o
resto de solvente da cadmara, e colocou-se iodo sélido. Apds cerca de 10 a 15 minutos, a
placa de TLC estd completa com a coloracdo das manchas dos compostos da mistura

(Wéltermann et al., 2000).
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2.3.3.3. Determinacdo do contetido de Triacilglicerdis

A quantificacdo dos triacilgliceréis foi efetuada através da raspagem da zona de
manchas correspondentes aos TAGs na placa de silica. O residuo resultante foi
transferido para uma pipeta de Pasteur contendo I3 de vidro e os TAG eluidos com
cloroférmio para um frasco previamente pesado. A amostra foi entdo deixada a
evaporar e a quantidade de TAGs extraidos determinada por pesagem do frasco. Apds
esta determinacdo, as amostras sdo processadas para andlise da sua composi¢cdo de

acidos gordos (Santala et al., 2011).

2.3.3.4. Andlise dos Acidos Gordos de Cadeia Longa

A analise da composicdo de acidos gordos dos triacilglicerdis é efetuada por
cromatografia gasosa apos digestdo das amostras. As amostras resultantes da raspagem
de TLCs e filtradas em 13 de vidro, descrito no ponto anterior, foram ressuspensas em
1,5 mL de cloroférmio e colocadas em tubos proprios para a plataforma de digestdo. A
estes foram adicionados 3 mL de uma solugdo de acido sulfurico-metanol (15:85, v/v) e
1,5 mL de uma solucdo de padrdo interno contendo acido pentadecandico (C15:0) e
acido heptandico (C7:0) em cloroférmio, ambos numa concentracdo de 1 g/L. Os tubos
foram colocados na plataforma de digestdo a 100 °C durante 3,5h. Concluindo-se esta
fase, adicionaram-se 1,5 mL de agua ultrapura (apds arrefecimento) e transferiu-se para
vials rolhados e encapsulados que sdao colocados ao contrario durante cerca de 30
minutos. Apds ser visivel a clara separacdo de fases, extraiu-se a fase organica (inferior)
com auxilio de uma seringa — esta fase deverd corresponder a um volume de cerca de 2
mL. A fase organica recolhida foi colocada em vials de cromatografia aos quais se
adicionou uma pequena porgao de tiossulfato de sédio, foram vortexados, e transferiu-
se para novos vials de cromatografia, evitando transferir o tiossulfato de sdédio (Brandl et
al., 1988).

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa, injetando-se 1 pL de
amostra, no equipamento Varian 3800 (Varian Inc. USA) com injetor automatico, com
uma coluna Trb-Wax 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (Teknokroma, Espanha).O hélio, gés de
arraste, foi mantido a um caudal ininterrupto de 1 mL/min, com um caudal de azoto de

30 mL/min, com um caudal de ar sintético a 250 mL/mim, e o de hidrogénio a 30
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mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C nos dois primeiros minutos da
corrida, até aos 225 °C numa razdo de 10 °C por minuto, durante 10 minutos. As
temperaturas do injetor e detetor foram colocadas a 220 e 250 °C respetivamente.

Os resultados foram analisados tendo em conta as curvas de calibracdo para cada

acido gordo que se pretende analisar (Anexo ll1).
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Capitulo 1I: Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagao das Corticas

As corticas utilizadas ao longo deste trabalho, CN e CTT, foram caracterizadas
qualitativamente, em termos de composi¢cdo em lipidos neutros, nomeadamente acidos
gordos livres, ceras e triacilglicerdis. Ambas apresentaram uma maior incidéncia de
mancha na placa de TLC ao nivel dos 4cidos gordos livres, mais densa na corti¢ca branca
gue na preta, sendo a mancha ao nivel dos triacilgliceréis relativamente ténue e a das
ceras praticamente ilegivel. A cortica natural apresentou uma razdo de massa de
TAGs/massa de cortica de 0,072 e a cortica termicamente tratada de 0,091. Foi também
analisada a sua composicdo em dacidos gordos (tabela 3.1.). Verificou-se que as duas
corticas tém composi¢Ges similares tanto em acidos gordos como na propor¢dao dos
mesmos, exceto em 4acido oleico, apenas presente na cortica natural. Todos os acidos
gordos sdo de cadeia par e média, excepto o acido miristico (cadeia longa). De realcar
gue nenhuma das corticas tem acido palmitico.

Foi também avaliada a sua fracdo organica através de testes de Caréncia Quimica
em Oxigénio (CQO) (secgdo 2.3.1). Para este parametro, a cortica natural apresentou
uma CQO de 0,55 mg /mg de cortica, e para a cortica termicamente tratada esta razdo é

de 0,45 mg /mg de cortica.

Tabela 3.1: Composigdao em acidos gordos das cortigas

Proporcéo relativa de Acidos Gordos (%,p/p)

Amostra
C8:0 C10:0 C12:0 C14:.0 C16:0 Cil6:1 C18:0 Ci18:1
Cortica
Natural 16,6 29,6 17,9 13,1 - - - 22,8
Cortica
Termicamente 20,5 37,5 24,4 17,6 - - - -
Tratada

-: ndo detetado
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3.2. Degradagao do hexadecano

A deteg¢dao do hexadecano presente no meio de cultura permite analisar o seu
consumo por parte da R. opacus B4. Para avaliar possiveis interferéncias das corticas na
extracdo do hexano para analise, o conteddo dos matrazes contendo apenas cada uma
das corticas e hexadecano (1g/L, previamente impregnado na cortica), designados por
CN.C16 e CTT.C16, foi analisado no inicio do ensaio (tempo zero). Para a cortica natural
(CN) verificou-se que cerca de 15,75 % + 3,38 % do hexadecano adicionado ndo era
recuperado no processo de extragcdo ao passo que para a cortiga termicamente tratado
(CTT) a retencao era insignificante (2,50 % + 3,24 %). A diferenga entre as taxas de
retencdo das corticas poderd ser explicada, em parte, pela maior porosidade
apresentada pela cortica termicamente tratada, devido ao processo de aquecimento
(Pintor et al., 2012), que como tal apresentar menores limita¢cdes difusionais. Analises
efetuadas no fim do ensaio, apds 48 horas de incubacdo, demostraram ndo haver
alteracdo na quantidade de C16 detetada nestes matrazes.

Através da analise do conteldo dos ensaios B4.CN e B4.CTT (sem hexadecano) no
tempo inicial verificou-se a presengca de pequenas quantidades de hexadecano,
provenientes do indculo. Estudos sugerem que as inclusGes lipidas das bactérias
hidrocarbonoclasticas sdao uma mistura complexa de lipidos neutros e substrato ndo
modificado (Alvarez et al., 1996). No entanto, a maior parte deste hexadecano devera
estar concentrado no meio de cultura, entre as células. A alta hidrofobicidade da parede
celular é responsavel pela floculacdo das células em meios com hidrocarbonetos
(Alvarez et al., 1996). No ensaio com cortica natural foram detetados 0,20 g/L de
hexadecano e no com cortica termicamente tratada 0,26 g/L de hexano. Tendo em
conta que a cortica natural apresenta uma retencdo de hexadecano de cerca de 16%,
verifica-se que cerca de 0,24 g/L + 0,02 g/L de hexadecano é transferido com o indculo
para cada matraz. Andlises efetuadas no fim do ensaio, apds 48 horas de incubacdo,
demostraram haver consumo do hexadecano residual presente em B4.CTT e B4.CN, mais
acentuado neste ultimo.

Na tabela 3.2. sao apresentados os dados referentes ao consumo de hexadecano

nas condicOes testadas.
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Tabela 3.2: Consumo de hexadecano pelo R.opacus B4 nos ensaios efetuados com cortiga
impregnada com hexadecano (B4.CTT.C16 e B4.CN.C16),sem cortica (B4.C16) e sem
adigdo de hexadecano (B4.CTT e B4.CN). Os dados apresentados sdo o resultado da
média entre réplicas

Amostra C16inicial (g/L) C16final (/L) Consumo (%)
B4.C16 1,072 £ 0,003 0,081 + 0,040 92,45 + 7,39
B4.CTT.C16 0,924 + 0,006 0,015 + 0,002 96,04 + 0,90
B4.CN.C16 0,812 + 0,187 0,037 + 0,007 93,94 £ 0,44
B4.CTT 0,256* 0,147 + 0,003 42,55 + 2,00
B4.CN 0,199* 0,004 + 0,001 97,62 + 0,37

*substrato presente no indculo

Analisando os dados da tabela 3.2. verifica-se uma degradacdo de hexadecano na
ordem dos 93% em B4.C16, ensaio efetuado com hexadecano “livre” (no meio de
cultura), 94% em B4.CN.C16 e 96% em B4.CTT.C16, ensaios efetuados com hexano
impregnado em cortica natural e termicamente tratada, respetivamente. Conclui-se
assim que a impregnacao do hexadecano nas corticas ndo dificultou a sua acessibilidade
para a R. opacus B4. A capacidade da R. opacus B4 produzir biosurfatantes (Lin et al.,
2009; Whyte et al., 1999) poderd contribuir para o aumento da solubilidade do
hexadecano, libertando-o da cortiga.

O aumento, apesar de ligeiro, do consumo de hexadecano nos ensaios com
cortica, relativamente ao ensaio sem cortica, pode estar relacionado com interferéncias
na extracdo do hexadecano do meio de cultura.

A diferenca entre corticas pode ser, em parte explicada pela granulometria da
cortica, ja que a sua capacidade de absor¢do/adsorcdo é inversamente proporcional a
granulometria apresentada pela cortica (Amorim Cork Composites, 2008). Sendo a
cortica natural composta por granulos significativamente maiores que a cortica
termicamente tratada, advém dai parte das suas limitacGes, associado ao facto acima ja
referido de a cortica termicamente tratada ter poros maiores que a cortica natural

(Pintor et al., 2012).
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3.2. Acumulagdo de Triacilglicerois

Na figura 3.1 encontra-se ilustrada a placa de TLC com 10 plL do extracto lipidico
obtido nos ensaios efetuados. A amostra de B4.C16 no tempo inicial (t0) pretendeu
aferir a quantidade de TAGs acumulados no indculo utilizado. Esta amostra tem uma
razdo TAG/biomassa (p/p) média de 0,34 + 0,15, tendo sido transferidos para cada
matraz de teste 0,94 mg de TAGs. Quanto a amostra de B4. C16 no tempo final,

apresentou uma razdo TAG/biomassa (p/p) média de 0,47 £ 0,04.

I
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Figura 3.1: Placa de TLC com o perfil de lipidos obtidos nos ensaios efetuados. Pontos 1 e 8: padrdes
nas concentragdes descritas na sec¢do 2.3.3.2 (AG-4cidos gordos, TAG-triacilglicerdis); 2: B4.CN.C16,
3: B4.C16.t0, 4: B4.C16, 5: B4.CTT.C16, 6: B4.CN e 7: B4.CTT.

Para B4.CN obteve-se 0,25 + 0,03 g TAGs/g biomassa e para B4.CTT; 0,08+ 0,11 g
TAGs/g biomassa. Analisando estes resultados verifica-se que nestas situacdes a R.
opacus B4 n3o sé ndao consegue acumular TAGs, como consome os acumulados na fase
de preparacdo do Inéculo. Constata-se entdo que Rhodococcus opacus B4, a par do
género Rhodococcus em geral, é capaz de mobilizar TAGs quando incubadas em privacao
de fonte de carbono (Alvarez et al., 2013).

Para as amostras B4.CN.C16 e B4.CTT.C16 obteve-se uma razio TAGs/biomassa
(p/p) de 0,60 + 0,06 e 0,97 + 0,04, respetivamente.

Tendo em conta os resultados obtidos nos ensaios efetuados com e sem cortica,
pode-se concluir que a cortica ndo interfere na acdo da bactéria na captacdo de

hexadecano e sua conversdo em triacilglicerdis.
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Comparando a performance das duas corticas, deduz-se os melhores resultados
para a cortica termicamente tratada, também aqui podem ser explicados pela maior
largura dos poros deste tipo de cortica, o que facilita o acesso ao hexadecano por parte
da R. opacus B4 (Pintor et al., 2012).

A par desta analise, o produto liofilizado resultante das amostras B4.CN.C16 e
B4.CTT.C16 foi analisado em termos de CQO tendo-se obtido 1,51 + 0,41 g/g liofilizado e
1,65 + 0,1 g/g liofilizado respetivamente. Considerando a conversdo tedrica de CQO em
metano, 1 g de CQO corresponde a 0,35 L de CH; em condigdes normais de temperatura
e pressdo (Neves, 2009), pode-se aferir o metano produzido através da digestdo do
produto liofilizado como substrato. Assim, para o liofilizado B4.CTT.C16 obteve-se 0,58 L
CHa/g liofilizado e para B4.CN.C16 0,53 L CH,4/g liofilizado.

A tabela 3.3. apresenta os resultados obtidos em termos de rendimentos,
triacilglicerdis produzidos por massa de hexadecano consumido. Analisando os dados da
tabela verifica-se um maior rendimento de TAGs nas amostras com cortica, B4.CTT.C16 e
B4.CN.C16 em comparag¢do com o valor obtido quando sé presente hexadecano, B4.C16.
Por forma a garantir que todos os TAGs detetados eram provenientes do metabolismo
do hexadecano, paralelamente ao ensaio, foi desenvolvido um controlo no qual o
Rhodococcus opacus B4 foi colocado a crescer (sem limitacdo de azoto) em cortica como
Unica fonte carbono. Este controlo comprovou a incapacidade da R. opacus B4 de utilizar
compostos da cortica para crescer, ja que a DO que permitia acompanhar o crescimento

nao ultrapassou os 0,113 e 0,028 respetivamente.

Tabela 3.3: Dados de TAGs produzidos por hexadecano consumido

Massa de m TAGs/m C16
Amostra Massa %e Cl6 TAGSformada .

consumida (mg) (mg) Média DP
B4.C16 47,50 22,16 0,47
40,99 26,46 0,65

B4.CTT.C16 0,69 0,06
51,31 37,46 0,73
46,02 25,59 0,56

B4.CN.C16 0,59 0,04
39,52 24,32 0,62
0,00 0,00

B4.CTT 5,45 0,00 0,00
0,00 0,00
4,43 0,40

B4.CN 9,70 0,38 0,03
4,01 0,36

DP-desvio padrao
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3.4. Composicdo em Acidos Gordos dos Triacilglicerdis

A composicdao em acidos gordos dos triacilglicerdis das amostras analisadas
encontra-se descrita na tabela 3.4. Todas as amostras sdo do tempo final, apds 48 horas
de incubacgdo, com excepg¢ao da primeira linha da tabela, B4.C16.t0.

A maior fragdo detetada corresponde ao acido palmitico, como era expectavel,
dado que quando a fonte de carbono utilizada é um alcano, os acidos gordos formados
estdo diretamente relacionados com o esqueleto de carbono da fonte, assim como foi o
acido gordo em maior proporcao para todas as estirpes quando a fonte de carbono se
tratava de hexadecano — tabela 1.1 — (Alvarez et al., 1997). A fragdo deste 4cido gordo é
similar a fracdo detetada em culturas de Rhodococcus opacus PD630 e Rhodococcus
ruber na mesma fonte de carbono (Alvarez & Steinbiichel, 2002; Alvarez et al., 1997) —
tabela 1.1. O acido palmitoleico foi também detetado na maioria das amostras, com a
excepcao da B4.C16.t0 e BA4.CTT nas quais sé foi detetado numa das réplicas,
correspondendo a 16,2% e 8,2% respetivamente. O mesmo acontece com o acido oleico
e linoleico. O primeiro foi detetado numa das réplicas das amostras B4.C16.t0,
B4.CTT.C16 e B4.CN, correspondendo a 35,2%, 20,7% e 21,5% respetivamente. Quanto
ao acido linoleico, tem uma fracdo de 7,8% em B4.C16.t0 e 2,7% em B4.CTT.C16.

Os acidos gordos de cadeia média sdo detetados em quantidades vestigiais,
correspondendo a menos de 10% dos Acidos Gordos Totais. Assim, observa-se uma
maioria de 4cidos gordos de cadeia longa (C14:0 - C18:1), tal como o documentado na
bibliografia, que sugere a especificidade do sistema Acil-coA transferase para acidos de

cadeia longa (Alvarez et al., 1996).

Tabela 3.4: Proporgdao relativa de acidos gordos nos dacidos gordos totais constituintes dos
triacilglicerdisdas diferentes amostras

Proporcao relativa de Acidos Gordos (%, p/p)

Amostra
C6:0 C80 C10:.0 C12:0 C14:0 C16:0 Ci6:1 C18:0 C18:1

B4.C16.t0 \% - - \% 2,6 67,0 * * *
B4.C16 \Y - * \% 3,7 61,8 21,6 8,5 2,8
B4.CN.C16 \% - \% \% 4,5 69,3 15,5 7,8 1,8
B4.CTT.C16 \Y 1,5 2,6 - 6,1 67,7 20,9 * *
B4.CN 1,6 3,7 1,7 1,4 55 67,1 10,4 * 2,6
B4.CT - * * 1,4 - 58,8 * 40,4 3,5

-: ndo detetado, v: vestigial, *:ndo detetado em todas as réplicas da mesma amostra
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Capitulo IV: Conclusdo e Perspetivas Futuras

Analisando todos os dados obtidos, verifica-se a viabilidade do que se propde:
valorizagao de aglomerados de cortica contaminados com hidrocarbonetos. A razao de
triacilglicerdis por biomassa obtidos vai de encontro aos dados ja publicados para outras
estirpes de Rhodococcus, sendo relativamente melhor. Estes triacilglicerdis podem ser
encaminhados para diferentes industrias, resultando numa clara valorizacdo do produto
até entdo incinerado. Quando comparadas as corticas verifica-se melhores resultados na
utilizacdo da cortica termicamente tratada que na corticanatural.

Assim, a perspetiva futura mais imediata é aplicar o trabalho desenvolvido a um
residuo real, contendo uma mistura complexa de hidrocarbonetos. Outra vertente
interessante de estudo, é entdo, verificar a viabilidade da valorizacdo energética, por

Producdo Bioldgica de Metano.
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ANEXOS

ANEXO I: Descrigdo de meios de cultura e solugdes utilizadas

Os meios de cultura utilizados encontram-se descritos na tabela A1. No Caso do

meio MS, o volume da Soluc¢do 4 depende da razdo carbono-azoto necessaria.

Tabela Al.: Componentes dos meios de cultura utilizados e respectivas
quantidades. Volume total de meio igual a 1 litro

Meio Componente Quantidade
Polipeptona 10 g
Extracto de levedura 2 g
802
MgS0,.7H,0 1 g
Agar 15 g
TSB 30 g
TSB Agar
Agar 15 g
Stock A 2,5 mL
Solucédo 1 KH,PO, 15 g
V =400 mL MgSO, 02 g
Hongl Solution 2 mL
Ms Solucdo 2
NaHCO, 05 g
V =200 mL
Solucdo 3
Na,HPO, 3,56 g
V =400 mL

Solucdo 4 NH,4CI (250 g/L)
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ANEXO II: Curva de Calibragao para Anadlise do hexadecano por Cromatografia
Gasosa

A curva de calibracdo para a concentracao de hexadecano foi construida para
possibilitar a analise do consumo do hidrocarboneto ao longo do tempo. Foram feitos
doze padrdes com concentragdes entre os 25 mg/L e os 1600 mg/L. Como se verificou
gue uma sO curva nao seria linear, dividiram-se as concentra¢gdes em duas curvas de
calibracdo, a primeira de 25 a 250 mg/L, a segunda dos 300 aos 1600 mg/L, cada uma
com seis padrdes de concentragdes diferentes. Sendo o hexadecano um composto
muito volatil, as amostras foram pesadas por forma a certificar as quantidades exatas
em cada amostra. A massa a pesar foi estimada através da massa volumica do
composto, 0,773 g/mL. As massas pesadas, foram adicionados 10 mL de hexano.
Também o padrdo interno foi pesado por ser muito volatil. Pretendia-se uma
concentracdo que rondasse os 1,5 g/L. Para isso, com base na massa volumica do
undecano, 0,74 g/mL, estipulou-se uma massa por volta dos 80 mg de undecanopara 50
mL de hexano. Os padrdes foram analisados por cromatografia gasosa, e a 0,9 mL de
padrdo foram adicionados 0,1 mL de padrao interno.

As retas podem ser descritas da forma:

Area do pico hexadecano Concentracao hexadecano

- =a —
Area do pico undecano Concentracdo undecano

Para a curva correspondente as concentracdes mais baixas, foi feita a solucdo
mais concentrada e partir dela diluicdes. Para as concentra¢des mais elevadas, as
solucdes foram feitas individualmente. As curvas e respectivas equacdes estdo descritas

na tabela A2.

Tabela A2: Equagdes das Retas de Calibragdo para a detegdo de hexadecano

Gama de x 2

Concentracfes Equagdo da Reta R
25 a 250 mg/L y =1,0403x - 0,0246 0,9947
300 a 1600 mg/L y =0,7922x + 0,5024 0,9857
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ANEXO IlI: Curvas de Calibragdo para Acidos Gordos de Cadeia Longa

Estas curvas baseiam-se em 6 padrdes. O padrdo inicial tem uma concentragao
de 1 g/L de cada um dos acidos gordos, 7 de cadeia longa e 3 de cadeia média — acido
ladrico (C12:0), acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido palmiticoleico
(C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e acido
capraico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido caprico (C10:0). Os cinco padrdes restantes
sdo feitos através de diluigdes do inicial, cujas concentrag¢des sdo de 0,5 g/L, 0,25 g/L, 0,1
g/L, 0,05 g/L, 0,025 g/L. Os padrdes sdo digeridos nas mesmas condi¢des das amostras,
ponto 2.3.3.4. Para cada dacido gordo foi construida uma curva independente. As
equacoOes das retas obtidas encontram-se na tabela A3. As equacdOes das retas que se

apresentam pretendem-se representar na forma:

Area do pico do 4cido gordo Concentracio do acido gordo

7 =a- ~ P p
Area do pico do acido gordo padrio Concentracao do acido gordo padrao

Importa referir, que na solugao do padrdo interno, o 4cido hexandico é o padrao
para os acidos gordos de cadeia média, e o acido pentadecandico é o padrdo para os

acidos gordos de cadeia longa.

Tabela A3: Equacgdes das Retas de Calibragdo para cada um dos
Acidos Gordos

Acido Gordo Equacédo da Reta R?
Acido Capréico y =1,9538x + 0,0012 0,9963
Acido Caprilico y =1,1026x + 0,0015 0,9985
Acido Céprico y =1,2287x + 0,0019 0,9987

Acido Laurico y = 1,9464x + 0,0006 0,9982
Acido Miristico y =1,9878x + 0,0102 0,9970
Acido Palmitico y =1,0234x + 0,0589 0,9954

Acido Palmitoleico y =0,9401x - 0,0134 0,9987
Acido Esteérico y = 0,9648x + 0,0453 0,9948

Acido Oleico y = 2,0562 - 0,0188 0,9988

Acido Linoleico y = 1.4567x — 0,0205 0,9937
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