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RESUMO

BIOTRATAMENTO DE RI_E_SfDUO OLEOSO DA }NDUSTRIA DO PETROLEO
POR BATELADA SEQUENCIAL, E AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE

A tratabilidade de residuo de dleo Diesel proveniente de tanques de
armazenamento do terminal da Petrobrds em SUAPE-PE foi investigada,
utilizando-se biorreatores operados por batelada seqiencial. O residuo foi
caracterizado quimica e composicionalmente e em seguida foram
elaborados e executados dois planejamentos fatoriais fracionados e um
experimento univariado a fim de se determinar os 6timos de: fonte de
nitrogénio, relacao C:N, pH, condicdes de aeracdo e carga orgéanica inicial.
As condicdoes em biorreator foram delineadas a partir da conducao de
bateladas simples com a finalidade de se determinar: perdas abidticas,
condicdes gerais de tratabilidade, crescimento microbiano e a
reprodutibilidade dos experimentos em frascos. Duas bateladas
seqilenciais foram conduzidas: uma com trés ciclos de 110h e outra com
guatro ciclos de 72h. A efetividade do processo foi avaliada através das
taxas de biodegradacao ao final de cada ciclo. As condicdes preconizadas
na batelada de ciclos de 72h demonstraram ser mais efetivas na
degradacao dos hidrocarbonetos. As taxas de biodegradacgao ao final dos
ciclos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, foram 0,74%.h!, 1,33%.h",
1,06%.h* e 1,04%.h'. Mudancas nos membros da comunidade
microbiana (observadas através do emprego da técnica de DGGE
utilizando-se fragmentos da subunidade 16S do rDNA), ao final do ciclo 1
e inicio do ciclo 2, parecem estar conectadas as mudancas nas taxas de
biodegradacdo. Os perfis de taxas de assimilacdo de oxigénio da
comunidade aclimatada proveniente do final de cada ciclo corroboraram
com as taxas de biodegradacdo (124,9mgO..L't.h!, 252,9mg0..Lt.h7E,
120,4mg0,.L1.ht, e 108,8mg0,.Lt.h'1). Avaliacdes nas respostas de
ecotoxicidade realizadas com organismos-teste autéctones (ourigo-do-
mar: Echinmometra lucunter, ostra: Crassostrea rhizophorae e microalga:
Pseudokirchneriella subcaptata) revelaram a capacidade do processo de
reduzir a toxicidade do residuo. Altos valores de percentagem de reducao
de toxicidade foram observados para o final do ciclo 2 (70,1% quando E.
lucunter foi o organismo-teste, e 78,5% quando C. rhizophorae foi o
organismo-teste). O residuo proveniente do ciclo 4 ndo promoveu
resposta téxica para E. lucunter (reducdao de 100% da toxicidade) e
promoveu baixa resposta para C. rhizophorae (reducdao de 86.6% na
toxicidade original).



ABSTRACT

BIO-TREATMENT OF PETROLEUM INDUSTRY OIL WASTE BY SEQUENCING
BATCH-REACTOR (SBR) AND ECOTOXICITY ASSESSMENT

Treatability of Diesel oil waste from the storage tanks of Petrobras Oil
Company in Pernambuco state - Brazil, was investigated by sequencing
batch bioreactor operation mode. Preliminarily, waste was compositionally
and chemically characterized, and afterwards, factorial fractional designs
were elaborated and executed as well as univriated experiments with the
purpose of to establish optimal nitrogen source, C:N ratio; aeration
condition; pH and initial waste concentration. Conditions of experiments in
the bioreactor were firstly delineated conducting four single batches in
order determine abiotic losses, general conditions of waste treatability,
microbial growth and to verify the reproduction of the flasks experiments
results. Two sequencing batches were carried out at three cycles of 110h
and four cycles of 72h, respectively. The effectiveness of the process was
assessed by the biodegradation rates at the end of each cycle of
sequencing batches. Conditions in the 72h/cycle sequencing batch,
demonstrate to be more effective in the reduction of hydrocarbons of
waste. Biodegradation rates at the end of the cycles 1, 2, 3 and 4 were,
respectively 0.74%.h™!, 1.33%.h™, 1.06%.h™ and 1.04%.h"!. Changes in
the microbial community members (verified by means of DGGE of the 16s
sub-unities of total rDNA), at the end of the cycle 1 and at the beginning
of the cycle 2, appear to be connected to changes in the biodegradation
rates. Oxygen uptake rate profile of the acclimated community sampled at
the end of each cycle corroborated with the biodegradation rates
(124.9mg0,.L"1.h1, 252.9mg0,.Lt.h, 120.4mg0,.L1.h7}, and
108.8mg0,.L1.h'!). Evaluations in ecotoxicological responses of
autochthonous test-organisms (sea urchin Echinmometra Ilucunter,
estuarine oyster Crassostrea rhizophorae and freshwater algae
Pseudokirchneriella subcaptata) revealed the capacity of the process to
reduce the toxicity of waste. Highest percentages of relative toxicity
reduction were observed at the end of cycle 2 (70.1% when E. lucunter
was tested, and 78.5% when C. rhizophorae was the test organism). The
waste from cycle 4 did not promote toxic response to E. lucunter
(reduction 100% of toxicity) and promoted lower toxic response to C.
rhizophorae (reduction of 86.6% in the toxicity).
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CAPITULO 1 — APRESENTACAO DA TESE 20

CApPiTULO 1

APRESENTACAO DA TESE

Os avancos tecnoldgicos do final do século XIX e inicio do século
XX trouxeram o progresso e a mudanca na qualidade de vida da
humanidade. Porém, concomitante com tais avancgos, vieram também
desafios. Com a industrializacdo, novos padrdoes de consumo foram
estabelecidos, e a dependéncia de fontes energéticas, como os
combustiveis fésseis e particularmente o petrdleo, tornou-se inevitavel. Os
efeitos globais do acumulo de gas carbbnico resultante principalmente da
gueima de petroderivados, os derramamentos acidentais de dleo e a
contaminacdo de aquiferos, tornaram-se pauta de discussao, ndo mais
apenas no ambito académico, mas nos diversos segmentos sociais. O
destino a ser dado aos residuos produzidos pelas atividades ligadas ao
setor petrolifero €, particularmente, uma preocupacao ao mesmo tempo
original e recorrente. Compostos hidrocarbbnicos provenientes do petroleo
e derivados, quando presentes no solo, em lencgdis freadticos, em
ambientes marinhos e estuarinos, podem representar danos incalculaveis

ao meio ambiente e as populacdes humanas.

EDELVIO DE BARROS GOMES
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A preocupacao com o destino ambientalmente adequado para o
residuo gerado quando do armazenamento de 6leo Diesel em tanques,
tornou-se a mola propulsora do presente trabalho. Desta forma, a
presente Tese de Doutorado propde o desenvolvimento de um processo
biotecnoldgico aplicdvel a uma unidade de armazenamento de

combustiveis liquidos derivados de petrodleo.

O objeto de estudo surgiu a partir de contatos com a unidade da
Petrobras Transportes SA (TRANSPETRO) em SUAPE, Pernambuco, que
nos apresentou a problematica e nos cedeu o material, bem como o
acesso as informacodes acerca do volume de material movimentado, e as
andlises fisico-quimicas. Para o desenvolvimento da Tese, foram
estabelecidas parcerias com gestores ligados ao Centro de
Desenvolvimento de Pesquisas da Petrobras Leopoldo A. Miguez de Mello
(CENPES) e com o Laboratério de Biologia Marinha e Biomonitoramento
(LABIOMAR) da Universidade Federal da Bahia (UFBA). O CENPES, em
parceria com os Laboratérios de Desenvolvimento de Bioprocessos
(LADEBIO) da Escola de Quimica (EQ) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), acumula experiéncia em biotratamento ex situ de material
recalcitrante proveniente da producdo e exploracdo de petrdleo. O
LABIOMAR desenvolve trabalhos no campo da ecotoxicologia marinha,
dulciaqlicola e estuarina, tendo realizado recentemente trabalhos no
ambito da investigacdo da ecotoxicidade de diversas formulacbes de

gasolina automotiva, e de combustiveis alternativos, como o biodiesel.

Segundo dado da Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) estima-se
que no ano de 2005 foram movimentadas cerca de 1.144.308 toneladas
de Oleo Diesel em todo o terminal de SUAPE (ANP, 2005).
Particularmente, a TRANSPETRO movimentou cerca de 118.680 m?> de
o0leo diesel no periodo de janeiro a abril de 2008, em operacbes de
descarga e de bombeio para terceiros. Neste mesmo periodo, foram
movimentados cerca de 236.400 m® de gasolina nas mesmas operacdes
(Tabela 1.1) (SANTOS, 2008).
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De acordo ainda com a geréncia operacional da TRANSPETRO, as
atividades de drenagem de tanques de derivados liquidos claros no ano de
2008 produziram cerca de 8.610,5 litros de residuo drenado no periodo de
2 de janeiro de 2008 a 13 de maio do mesmo ano, sendo que deste total,

4.143,0 litros sao provenientes de tanques de 6leo diesel (Tabela 1.2).

Tabela 1.1: Movimentacdao de gasolina e 6leo Diesel pelo terminal da
TRANSPETRO (01/2008 a 04/2008)

: Meses
Diesel D Jan Fev Mar Abr
Descarga de 4,500,000 | 5.000,000 | 5.900,000 | 2.400,000
Navios
Bombeio para 4.500,000 | 1.700,000 | 5.900,000 | 2.800,000
Terceiros
ToTals (m°) 9.000,000 | 6.700,000 |11.800,000| 5.200,000
Diesel B e =
Jan Fev Mar Abr
ﬁg\slicjsrga de 11.400,000/13.980,000|13.500,000| 7.200,000
Bombeio para 11.100,000| 9.400,000 |10.100,000| 9.300,000
Terceiros
Totais (m®) | 22.500,00023.380,000]23.600,000|16.500,000
Gasolina S
Jan Fev Mar Abr
ﬁ:ifjsrga de 31.800,000 | 33.000,000|25.000,000 | 30.500,000
Bombeio para 25.300,000|30.300,000|30.100,000 |30.400,000
Terceiros
Torais (m°)  |57.100,000]63.300,000|55.100,00060.900,000

Tabela 1.2: Volume de drenagem de claros: periodo de 02/01/2001
a 13/05/2008

Produto Volume drenado (litros)
Diesel D 3.916,0
Diesel B 227,0
Gasolina 4.467,5
Total Diesel 4.143,0
Total geral 8.610,5

Existemm dois tanques de armazenamento de o6leo Diesel de
12.600m? e dois outros tanques de 5.800m> de capacidade. A capacidade

dos tanques de armazenamento e descarte (TAD) é de 9,6 m>. Partindo
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da perspectiva de duplicacdo dos tanques de 6leo Diesel (SANTOS, 2008)
e por conseqiéncia, da duplicacdao do volume médio de residuo gerado de
4.143 litros em 4 meses para 8.286 litros, estima-se que o TAD sera
esvaziado a cada 3,4 meses. Projeta-se ainda, uma producdo anual de
residuo de éleo Diesel de aproximadamente 24.858 litros, e de residuo de

derivados claros de aproximadamente 38.259 litros anuais.

Uma vez conhecida a problematica, foram delimitadas as
estratégias para desenvolvimento do processo. Era necessario em
primeira instancia conhecer o residuo nos seus aspectos quimicos, fisico-
guimicos e ecotoxicoldgicos. Neste ponto, cabe salientar que a efetividade
do processo devera ser evidenciada principalmente nas caracteristicas
ecotoxicoldgicas do residuo tratado. Ao estudarmos previamente o residuo
a ser descartado, levando em conta os aspectos descritos acima, e
analisando o histérico de descarte, vislumbramos a possibilidade do
tratamento ex situ a exemplo de estudos realizados pelo CENPES e pelo
LADEBIO-EQ/UFR]. Como resultado deste estudo prévio, observamos
algumas peculiaridades no residuo: tratava-se de um material de
recalcitrancia moderada, evidenciada sobretudo pela presenga majoritaria
de alcanos, porém de elevada ecotoxicidade e de caracteristicas fisico-
guimicas bastante préximas aquelas especificadas pela Agéncia Nacional
do Petrdleo (ANP, 2000) para 6leo Diesel.

Por conseguinte, nos arrimamos a literatura a fim de
embasarmos nosso processo hos diversos aspectos que permeiam a
biodegradabilidade de compostos organicos presentes no petroleo.
Detivemos nosso olhar sobre os processos peridédicos ex situ em
biorreatores, considerando os diversos modos de operacdao. Ponderamos
acerca dos modos de operacao em que as condicdes operacionais, tanto
em escala de bancada quanto em escala piloto, se aproximam mais de
condicdes realisticas. Desta forma, elegemos o modo de operagao por

batelada seqliencial.
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As referéncias bibliograficas sdao encontradas nos Capitulos 2 e 3
da presente Tese. Embora o tema “Biodegradacao de Hidrocarbonetos de
Petrdleo” seja recorrente, uma atualizacdo da literatura se fez necessaria.
JA no que diz respeito aos residuos provenientes de terminais de
armazenamento, percebemos a escassez de referéncias, tendo-se que
estabelecer paralelos com temas e aplicacdes correlatas. Observamos a
diversidade de tratamentos alternativos apontados pela literatura.
Trabalhos de revisao, como o de Khan & Hussein (2004), detalharam tais
tratamentos alternativos expondo as vantagens e desvantagens
relacionadas. As referéncias de Cassidy (2000) contribuiram como base de
discussao acerca da relacao entre os modos de operacao do biorreator no
tratamento de residuos. Chamamos a atencdao no Capitulo 3, para os
estudos de ecotoxicidade das fragoes hidrossolluveis de hidrocarbonetos de
petréleo, sobretudo para os estudos com organismos-testes
representativos da biota local. Até entdo, estudos envolvendo tratamentos
alternativos de residuos oleosos realizados no Brasil tém tido como
parametro testes ecotoxicoldégicos consagrados em que sado utilizados
organismos aléctones. Embora tais testes atendam aos diversos critérios
estabelecidos para sua legitimacdao e confiabilidade, ndao sao
representativos dos ambientes em que ocorre o estudo. Dada a
singularidade das interagdes ocorridas entre o poluente e o ambiente, e
dada a susceptibilidade dos organismos autdctones ao poluente, os testes
ecotoxicoldgicos que preconizam a utilizacdo de tais organismos assumem
um carater realistico. Desta forma, nos respaldamos principalmente nos
trabalhos de Nascimento et al. (2000), que sao norteadores neste ambito

da ecotoxicologia, para avaliarmos a efetividade do nosso processo.

No Capitulo 4 expomos a justificativa da Tese e em seguida
delineamos os objetivos gerais e especificos. No Capitulo 5, estao
apresentados os materiais e os métodos que foram utilizados no

desenvolvimento experimental.
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Estrategicamente, a etapa experimental foi dividida em quatro
partes, as quais se prestam a esclarecimentos especificos, que, ao seu
turno, contribuem em conjunto para a elucidacao de questdes originais

levantadas durante a formulagdo do trabalho.

A primeira parte da etapa experimental trata da caracterizagao
prévia do residuo, através de anadlises fisico-quimicas, quimicas e
ecotoxicoldgicas. Tais analises foram de suma importancia, sobretudo
para a configuracao do biorreator a ser utilizado, e para a otimizacao das

condicoes de biodegradacao.

A segunda parte refere-se aos ensaios de biodegradabilidade em
frascos agitados, cuja finalidade foi a de estudar os parametros
influenciadores da biodegradacdo do residuo. Nesta parte estao descritos
detalhadamente os procedimentos experimentais, desde a preparagao dos
frascos e o planejamento estatistico até a extracdo e avaliacdo da
eficiéncia de biodegradacdo dos microrganismos frente aos

hidrocarbonetos do residuo.

Na terceira parte do trabalho experimental foram realizados os
experimentos em biorreator aerado e agitado. Foram conduzidas
bateladas de ajuste para investigar parametros importantes como a perda
por volatilizacdo e a reposicao de fase aquosa. Foram também realizadas
bateladas simples e sequenciais, sendo conduzido um estudo comparativo
entre os modos de operacao. Ainda nesta etapa, foram realizados estudos
de ecologia microbiana para entender a dindmica da microbiota presente e

atuante ao longo do processo.

Por fim, a quarta parte teve como finalidade a avaliagcdo da
efetividade do processo mediante a realizacao de ensaios ecotoxicoldgicos.
Estes ensaios foram realizados com organismos representativos da biota

local, provenientes de ambientes estuarinos, dulciaglicolas e marinhos.
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No Capitulo 6 apresentam-se os resultados e as discussoes,
chamando-se a atencdo para os resultados que estdo relacionados a
reducao da carga organica e a diminuicao da ecotoxicidade, bem como a
definicdo das melhores condicOes para biodegradacdao efetiva, e as
interconexdes com as mudancas na comunidade microbiana ao longo do

processo.

No Capitulo 7, sao apontadas as conclusdes e as proposicoes
para trabalhos futuros, bem como as sugestdes para otimizagao do

processo de forma que seja exequivel e viavel economicamente.

Os resultados mais expressivos obtidos ao longo da execucao da
etapa experimental, os resultados da etapa preliminar, bem como aqueles
provenientes do fechamento da Tese, propiciaram a producdo de algumas

publicacdes:

Avaliacdo de Biodegradabilidade de Residuo Oleoso, em Biorreator, por
Batelada Simples e Batelada Seqtiencial (Didlogos & Ciéncia, n. 12,
v.1l, dez. 2007, ISSN1678-0493). Autores: Edelvio de Barros Gomes,

Nei Pereira Jr.;

Avaliacdo da Eficiéncia do Modo de Operacao de um Biorreator no
Tratamento de Residuo Oleoso (Anais do XVII Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica - XVII COBEQ 2008). Autores: Edelvio de Barros

Gomes, Adriana Ururahy Soriano, Nei Pereira Jr.;

Physical-Chemical Parameters Affecting Biodegradation of Diesel Oil
Residue (Anais do “II Brazilian Symposium of Petroleum
Biotechnology” - II BSPB, 2006) Edelvio de Barros Gomes, Nei Pereira

Jr.;
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Biodegradation of Stored Jet Fuel by a Nocardia sp. Isolated From
Contaminated Soil (Brazilian Archives of Biology and Technology -
trabalho aceito para publicacdao em abril de 2008) Autores: Edelvio de

Barros Gomes, Adriana Ururahy Soriano, Nei Pereira Jr.;

Ecotoxicological Evaluation of Treated Oil Waste by Sequential Batch in
Bioreactor. (Anais do II Workshop Internacional de Meio Ambiente -
II WIMA 2008). Autores: Edelvio de Barros Gomes, Adriana Ururahy

Soriano, Iracema Andrade Nascimento, Nei Pereira Jr.;

Avaliacdo da Ecotoxicidade de Residuo Oleoso Tratado. (Anais do XI
Encontro Nacional de Microbiologia Ambiental — XI ENAMA 2008).
Autores Edelvio de Barros Gomes; Rita C. M. de Miranda; Iracema

Andrade Nascimento; Nei Pereira Jr.

EDELVIO DE BARROS GOMES



CAPITULO 2 — INTRODUCAO 28

CAPiTULO 2

INTRODUCAO

Problemas ambientais decorrentes da presenca de compostos
hidrocarbbnicos do petroleo tém despertado a atencdao de drgaos
governamentais e da sociedade civil nas ultimas décadas. Como se sabe
descargas acidentais ou intencionais, derramamentos, vazamentos e
inUmeros outros incidentes sao responsaveis pela liberacdo e acumulo
desse material (GUPTA et al., 1996; TSUTSUMI, 1999). Como
conseqiéncia, um maior numero de estudos de caso surge a cada
incidente, haja vista que, paralelamente a preocupagao com a segurancga
operacional, existe também o interesse no desenvolvimento de
tecnologias mitigadoras dos danos ambientais causados pela presenca

destes compostos.
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Dentre as diversas técnicas empregadas com o intuito de mitigar
os danos ao ambiente causados por compostos de petrdleo, as de
natureza biotecnoldgica surgem como alternativas que representam maior
compatibilidade ambiental, podendo levar a recuperacao do ambiente com
a minimizacao da toxicidade. As técnicas de natureza biotecnoldgica se
baseiam na capacidade de microrganismos ou produtos biotecnoldgicos
degradarem esses compostos organicos, sob determinadas condigoes.
Assim sendo, lancam mao de conhecimentos nos ramos da engenharia

guimica, da quimica e da microbiologia, para sua efetivacao.

Em termos praticos, na ocorréncia de um incidente como
derramamento ou vazamento de éleo, as primeiras providéncias a serem
tomadas sdo de natureza fisica (geralmente, remogdao mecdanica). Em
seguida, podem ser utilizados produtos quimicos (surfactantes quimicos)
para dispersao do 6leo (GLAZER & NIKAIDO, 1995). Em tese, as técnicas
biotecnoldégicas sdo utilizadas num terceiro momento, para a
biotransformacdo do material restante, podendo chegar a mineralizacao,
fenOmeno caracterizado pela conversao dos hidrocarbonetos em gas
carbonico (CO,) e agua. Tais técnicas podem ser in situ, ocorrendo no
local, a exemplo da atenuacao natural e do bioaumento; e ex situ, onde o
material é tratado fora do local. Nestes casos, sao utilizadas biopilhas e

biorreatores.

O emprego de biorreatores ocorre principalmente quando da
necessidade do tratamento de material liquido armazenado em tanques
intermedidrios, ou quando da necessidade do tratamento de lodos e
borras de producao. Para estas finalidades, diferentes modos de operagao
de biorreatores tém sido estudados, tanto em escala de bancada como em
escala piloto. Sistemas operados por batelada simples, bateladas
seqilenciais, bateladas alimentadas, processos continuos e biorreatores
em série, sao exemplos dos mais amplamente estudados. Os modos
operacionais influenciam sobremaneira na eficiéncia do processo de

degradacdao do poluente. Consideragcdes importantes devem ser feitas
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guando da escolha do modo de operagao. A natureza do residuo poluente
também deve ser levada em consideracao. Por exemplo, um sistema
utilizado para tratar um poluente que seja téxico a baixas concentracdes
pode atingir baixas taxas de degradacao se o processo for conduzido por
batelada simples. J4 o modo de operacdo por batelada seqiencial,
preconiza alimentacao do biorreator com quantidade fixa de material, e
logo apds um dado periodo de tempo (periodo de reacdo) ocorre a
descarga do material tratado e a adicao de uma nova carga na mesma
guantidade inicial, propiciando uma maior exposicdo da microbiota a
toxicidade do residuo e possibilitando a ocorréncia de aclimatagao. Esse
modo parece ser mais interessante, sobretudo quando se deseja avaliar a

biodegradacao do residuo a cada periodo de reacdo ou ciclo.

Os trabalhos de Cassidy et al. (2000) e Cassidy & Hudak (2001)
sao reveladores no que concerne a investigacdao da eficiéncia de
biorreatores operando em modo continuo e por batelada seqlencial, no
tratamento de sedimento contaminado com Oleo Diesel. Estes autores
mostram as vantagens associadas aos dois modos de operagao,
chamando a atencdo para a capacidade de remocdo da carga organica

associada aos requerimentos operacionais de cada modo de operagao.

Periodicamente os tanques dos terminais de armazenamento e
distribuicao necessitam ser esvaziados e limpos a fim de manter a
integridade do produto comercial. O residuo de fundo de tanque é um
material bastante recalcitrante, cuja suscetibilidade a biodegradacao tem
relacdo direta com a natureza do petrdleo ou do derivado armazenado.
Aliado a este fato, estdo os fatores fisicos, quimicos e bioldgicos que
produzem mudancas nas propriedades intrinsecas do produto comercial.
Genericamente, ha nesse material residual grande quantidade de
substancias formadas por processos de complexacdo, oxidacao,
polimerizacao de grupos terminais de cadeias hidrocarbdnicas e interacdes
guimicas entre esses hidrocarbonetos. Sao encontrados neste residuo,

compostos de reconhecida toxicidade, situados entre os mais perigosos
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que apresentam genotoxicidade, fetotoxicidade e ecotoxicidade (IRWIN et
al. 2001; EPA, 1997).

Desta forma, as atencdes sao voltadas para um destino mais
adequado para os residuos de fundo de tanque. Processos biotecnoldgicos
ex situ podem apresentar uma alternativa ambientalmente correta.
Embora carecam de estudos econdmicos mais aprofundados, trabalhos
nesse campo tém suscitado a elaboracdo de sistemas fechados de

tratamento de residuos.
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CAPiTULO 3

REVISAO DA LITERATURA

A pesquisa no campo do biotratamento de sitios contaminados
por petrdéleo, derivados, e residuos oriundos das atividades ligadas ao
setor petrolifero tem ocupado espaco consideravel na academia nas
Ultimas trés décadas. N3ao obstante o grande numero de publicacdes
recentes (décadas de 1990 e de 2000), as primeiras revisdes podem ser
encontradas ja no final da década de 1940, suscitando a potencialidade
microbiana na degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo, a exemplo da
revisdao de Zobel, datada de 1947 (ZOBEL apud URURAHY, 1998).

No decurso da década de 1970, mais trabalhos relacionados ao
tema surgem explorando o fendmeno da biodegradabilidade e
vislumbrando o uso de técnicas de remediacdo que se utilizam de
principios biotecnoldgicos (ATLAS & BARTHA, 1970; DAVIS et al., 1970;
FLOODGATE et al., 1971; CUNDELL & TRAXLER, 1973; CUNDELL &
YOUNG, 1975; DAVIS & GIBBS, 1975; GIBBS, 1976; MILNER et al.,
1977).
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Na década de 1980, despontam trabalhos que arrecadam
informacdes preciosas do ponto de vista bioquimico, geoldgico e analitico.
Atlas (1984), em sua obra Petroleum Microbiology, reine as principais
publicacdes escritas até entdao, enfocando os aspectos fisico-quimicos e
microbioldgicos relacionados a degradacdo do petrdleo, bem como o
comportamento dos hidrocarbonetos de petréleo nos diversos ambientes,
sua dinamica e distribuicdo. Trabalhos como os de Sassen, 1980; Keck et
al.,1989; Scherrer & Mille, 1990; Oudot et al., 1989; Oudot & Dutrieux,
1989; Mackay & McAullife, 1987; Mille et al., 1989; Okpokwasili &
Amanchukwu, 1988, mostram o0s avancos nos conhecimentos das
tecnologias de biorremediacdao a partir das simulacdes em laboratério e
projecoes. Bonnamy et al., (1987) estudam mudancgas microtextuais e
estruturais em asfaltenos provenientes de dleos betuminosos, as quais
sao associadas a biodegradacdao. Spaulding (1988) em sua revisao enfoca
a trajetoria de tipos diferentes de éleos nos ambientes, enquadrando este
deslocamento num modelo matematico que inclui os fatores abidticos e

bidticos, atentando, sobretudo para a biodegradacao.

Por fim, verifica-se que a maior parte dos trabalhos surgidos nas
décadas de 1990 e de 2000, abaliza a utilizacdo de biotratamentos e
ratifica sua efetividade na mitigacdo da contaminacdo por residuos.
Destacam-se aqueles trabalhos que se baseiam em estudos de caso,
simulacdes em campo e em laboratdrio (GUPTA et al., 1995; CHO et al.,
1997a; CHO et al., 1997b; IJAH, 1998; TSUTSUMI, 2000; TAM et al.,
2002; GARY et al., 2003). Atencao especial deve ser dada a revisao de
Khan et al., (2004). Neste trabalho, os autores avaliam uma variedade de
tecnologias de remediacdao (de natureza fisica e biotecnoldgica)
disponiveis e discutem as limitagdes e vantagens de cada uma, bem como
apontam para a possibilidade de sua utilizacao em conjunto no intuito de

otimizar o processo de descontaminacdao do ambiente poluido.

E partindo dessa perspectiva, e com esse arcabouco tedrico, que

os trabalhos contemporaneos no ambito da biorremediacdao e dos
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biotratamentos de materiais recalcitrantes e xenobidticos, ganham forca e
base de sustentacao para atingirem seus objetivos e reafirmarem suas

particularidades.

Desta forma, a presente Tese utilizou-se desse legado para
fundamentar seu referencial tedrico, levando em conta os aspectos
supracitados en passant, e trazendo outros aspectos originais a serem
abordados, mediante a observancia de correlagdes existentes com
trabalhos contemporaneos, para que as discussdes levantadas aqui sejam

conduzidas a contento e para motivar a proposicao de trabalhos futuros.

A presente revisdao da literatura esta dividida de forma
esquematica, trazendo ao conhecimento as consideragdes mais
importantes sobre o tema, em concordancia com os objetivos desta Tese
(ver capitulo 4). Primeiramente, esta revisdo se detém aos estudos dos
aspectos relevantes relacionados aos residuos oleosos: suas
caracteristicas, composicdo e classificacdo; em seguida, apresenta os
fatores influenciadores da movimentacdo dos hidrocarbonetos de petréleo
nos ambientes. Na seccao seguinte, explana sobre as tecnologias de
remediacdo existentes, quer sejam de origem bidtica ou abidtica. Por fim,
estdo expostas nas duas Ultimas secgdes, as bases conceituais
concernentes aos estudos da microbiologia associada a degradacao de

hidrocarbonetos, e aos estudos de ecotoxicologia e ecotoxicidade.

3.1 Origem e Classificacdo dos Residuos Oleosos

144

Muito embora os termos “borra oleosa” e “residuo oleoso
tenham sido utilizados amitde como sin6bnimos, as definicdes para ambos
carecem de maior detalhamento, necessitando-se de um limite conceitual
claro entre eles. Sao designados usualmente como borras de petroleo,
borras oleosas ou simplesmente borras, os residuos oleosos altamente
recalcitrantes gerados nas atividades de refino, transporte, exploracao e
producao (E&P), que apresentam larga variabilidade composicional e,
freqiuentemente, alta toxicidade (URURAHY & PEREIRA Jr., 2006). O termo
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borra oleosa também tem sido empregado em alguns casos para
mencionar o0s residuos encontrados nos fundos de tanques de
armazenamento de derivados de petrdleo. Entretanto, o termo residuo
oleoso parece ser mais abrangente, por designar, além dos residuos
descritos anteriormente, a agua oleosa encontrada em separadores de

agua-oéleo (SAO) dos terminais de armazenamento (ABNT, 1984).

Segundo especificacdes do érgao Europeu para a Conservagao da
Agua e do Ar (CONCAWE) e da Agéncia Ambiental Inglesa (Environmental
Agency - EA), os residuos oleosos podem ser classificados em grupos
distintos dependendo do produto e do tipo de processamento que oS
gerou. Esta divisdo em grupos é importante, sobretudo quando ndo se
tem em mao ou nao se conhecem os dados de toxicidade referentes aos
componentes do residuo, mas se conhece pelo menos a fracao do
destilado que o gerou. Deste modo, os residuos oleosos podem ser
classificados como residuos de naftas, de gasolinas, querosenes ou de
oleo diesel, dentre outros, desde que tenham sido gerados na producao
ou armazenamento destes produtos. Por conseguinte, serao categorizados
guanto a sua periculosidade, carcinogenicidade e ecotoxicidade,
recebendo a mesma nomenclatura e codificacdo que é dada aos
respectivos produtos que os gerou. A Figura 3.1 mostra os passos
seguidos para a determinacdao da periculosidade do residuo oleoso, com
base nas listas de classificagao de risco e periculosidade dos produtos de
petréleo da CONCAWE (CONCAWE apud Environmental Agency, 2007).
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Figura 3.1: Fluxograma para classificacdo dos residuos oleosos
(CONCAWE)
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O Instituto Americano do Petréleo (American Petroleum Institute
API) catalogou alguns residuos oleosos numa extensa lista, publicada em
1997 (API, 1997; API, 2001) a qual se baseia em fases operacionais
especificas, como: (1) exploracdo, (2) perfuracdao, (3) finalizacdo, (4)
producdo de campo, e (5) planta de gas. A tabela 3.1 mostra algumas

destas operagoes e os respectivos tipos de residuos primarios gerados.

No Brasil, os residuos oleosos sao enquadrados na categoria de
residuos sdlidos segundo consta na norma brasileira de referéncia NBR
10.004 de setembro de 1984, publicada pela Associacao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 1984). De acordo com esta norma, os residuos
sélidos sdo definidos como “... residuos nos estados sélidos, semi-sélido,
que resultam de atividades da comunidade de origem: industrial,
doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servicos e varricdo. Ficam
incluidos nesta definicdo os lodos provenientes de sistemas de tratamento
de agua, aqueles gerados em equipamentos e instalacbes de controle de
poluicdo, bem como determinados liquidos cujas particularidades tornem
inviavel o seu lancamento na rede publica de esgotos ou corpos de agua,
ou exijam para isso solucoes técnica e economicamente inviaveis em face
a melhor tecnologia disponivel...”. Mais especificamente, esta norma inclui
os residuos oleosos na classe I, na qual estdao relacionados os residuos

n
"

descritos como "... aqueles que em funcdo de suas caracteristicas de
inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade,
podem apresentar risco a saude publica, provocando ou contribuindo para
o0 aumento de mortalidade ou incidéncia de doencas e/ou apresentar
efeitos adversos ao meio ambiente, quando manuseados ou dispostos de

4

forma inadequada...”. Esta classificacdo, embora seja bastante usual no
Brasil, apresenta controvérsias quando se trata de borras de refino de
petréleo podendo ser classificados por alguns autores como classe II

(URURAHY & PEREIRA Jr., 2006).
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Tabela 3.1: Alguns residuos primarios gerados

38

nas operagoes de E&P (API,

1997)
Exploracao Perfuragao Finalizagao Producao Operacdo de planta
de gas
= Fluido Fluidos de Fluidos de Catalisadores = Catalisadores
hidraulico tratamento de tratamento de Residuos de » Residuos de
= Lodo pOGos pOGos limpeza de limpeza de
= Solos Fluidos de Lodos de equipamentos equipamentos
contaminados perfuragao “pitting” Fluidos de = de pogos
= Solventes Fluidos hidraulicos Areia de tratamento de = Torre de
(Nafta de Areia de produgao produgao pOGos resfriamento
petrdleo) Agua de producgao Agua produzida Torre de » Residuos de dleo
. Agua de Solos Residuo de dleo resfriamento cru /condensados
lavagem contaminados cru/ Residuos de 6leo | = Filtros
Solventes condensado cru /condensados | = Fluidos
Residuo de Cortes de Fluidos hidraulicos
hidrocarbonetos perfuracdo hidraulicos = Mercurio liquido
Fluidos de Mercurio liquido metalico
perfuracdo metalico » Solidos de
Fluidos Solidos de mercurio
hidraulicos mercurio » Material
Materiais Material radioativo
radioativos radioativo = Solos
naturais Solos contaminados
Fluidos de contaminados = Lodos de “pitting”
empacotamento Lodos de “pitting” | = Areia produzida
Parafinas Areia produzida « Agua produzida
Solos Agua produzida = Solos
contaminados H,S contaminados
Solventes Solos = Solventes
Residuo de contaminados » Residuos de
hidrocarbonetos Solventes “pigging”
Fundos de » Didxido de
tanques enxofre
Parafinas » Residuos de
Residuos de tubulacédo /
“pigging” equipamentos
Dioxido de » Residuo de
enxofre hidrocarbonetos
Residuos de
tubulacao
Residuo de

hidrocarbonetos
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3.2 Movimentacao dos Hidrocarbonetos de Petrdoleo nos Ambientes

O petréleo é constituido por uma mistura complexa de compostos
organicos como olefinas, n-alcanos, parafinas ramificadas, parafinas
ciclicas, compostos aromaticos e alguns compostos oxigenados e
sulfurados. Contudo, os hidrocarbonetos sdao majoritarios. A fracao liquida
total do petrdleo é denominada de 6leo cru, a qual é constituida de quatro
classes principais de hidrocarbonetos: saturados, aromaticos, resinas e
asfaltenos (FLOODGATE, 1984; WALTER, 1997; GLAZER & NIKAIDO,
1995; ATLAS, 1995a). Em linhas gerais, o Instituto Americano do Petréleo
(API), classifica os hidrocarbonetos do petréleo em dois grandes grupos:
saturados e insaturados. Os saturados sdo referidos também como
alcanos ou parafinas. Entre eles encontram-se os alcanos de cadeia aberta
ou n-alcanos, os de cadeia ramificada ou isoalcanos e os ciclicos ou
cicloalcanos. Entre os insaturados ha duas subclasses, os aromaticos e os
olefinicos (API, 2001).

N3o obstante sua origem biogénica, que remonta do periodo
permiano, a partir de organismos presentes em mares rasos, as
caracteristicas originais do petroleo foram modificadas ao longo dos
séculos por processos geoldgicos, e nos ultimos dois séculos por agoes
antropicas. Estas acgodes, particularmente, embora ocorridas num curto
periodo na escala geoldgica de tempo, tém sido responsaveis pela
aceleracao da formacao de novos compostos que sao langados no
ambiente e que, por sua vez, sao mais recalcitrantes e tdxicos que os
compostos de origem (ATLAS & BARTHA, 1972; ATLAS, 1995a; ATLAS,
1995¢).

A natureza quimica da fonte hidrocarbonica poluente e as
peculiaridades do ambiente em que ela se encontra, sao responsaveis pela
extensao e velocidade da contaminagao, pela dispersao do poluente, e
pelos danos causados aos ecossistemas. Assim, ambientes diferentes,

respondem de forma diferente a um mesmo contaminante, bem como um
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mesmo ambiente responde de formas diferentes a diferentes

contaminantes.

E sabido que a movimentacdo da mistura hidrocarbdnica no
ambiente constitui num aspecto importante na avaliagdo dos riscos
ambientais. E essa movimentacdo que ird resultar na exposicdo dos seres
humanos ou do ambiente as substancias quimicas danosas presentes.
Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos hidrocarbonetos tém efeito

direto sobre sua movimentacao no meio ambiente. As mais influentes sao:

i) Solubilidade em agua - Esta propriedade é talvez o mais importante
fator determinante do transporte de hidrocarbonetos nas aguas

residuarias e nas aguas superficiais;

i) Volatilidade - a volatilidade dos hidrocarbonetos é determinante da
movimentacao dessas substancias através do ar atmosférico e gases em

geral;

iiil) Densidade - a densidade de um hidrocarboneto ou de uma mistura de
hidrocarbonetos representa a quantidade dessas substancias presente na
mistura, e pode ser expressa em API, unidade que representa a medida
da massa especifica do hidrocarboneto. A densidade em API é
inversamente proporcional a massa especifica a 60°F (15°C) e é expressa
por um numero constando de um a dois digitos, tendo como unidade o
grau API (°API). No Brasil, a unidade utilizada para representar a
densidade ou massa especifica dos hidrocarbonetos de petréleo é o
quilograma por metro cubico (kg/m3) ou o grama por centimetro cubico
(g/cm?) (ANP, 2000). Como ponto de referéncia, a dgua possui densidade
10° API;

iv) Viscosidade - Este parametro representa a medida da resisténcia
interna de um fluido ao seu escoamento. Materiais altamente viscosos,

com viscosidade maior que a da agua, ndao escoam facilmente sob forca
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da gravidade, ao contrario da agua. A viscosidade de um fluido tende a

decrescer com o aumento da temperatura;

v) Ponto de orvalho: representa a temperatura abaixo da qual um
determinado 6leo ndo escoa de modo bem definido. O ponto de orvalho
ocorre a partir da precipitacao de parafinas, onde uma espessa massa
interligante é formada. Oleos isentos de parafinas, por exemplo, possuem
ponto de orvalho dependente apenas da viscosidade, tendendo a se
solidificar, formando um material vitreo, na medida em que a temperatura
diminui e a viscosidade aumenta. Ao contrdrio, muitos d6leos crus com
altas concentracdoes de parafinas, podem apresentar-se como sélidos ja a
temperaturas em torno dos 32°C (API, 2001; PLICE, M. J., 1948; WSPA,
1993).

A movimentacdao de uma mistura hidrocarbonica liquida no
ambiente, logo dependera da interacao entre estes cinco principais
parametros supracitados. A liberacdo de hidrocarbonetos liquidos na
superficie de um solo insaturado, por exemplo, pode resultar na migracao
vertical (percolagdo) atingindo prontamente o lengol fredtico. Este
movimento vertical é influenciado pela densidade, viscosidade e pelo
ponto de orvalho da mistura hidrocarbbnica. Em outros exemplos, éleos
com elevados pontos de orvalho podem apresentar-se muito viscosos e
com pouca mobilidade no solo em um ambiente de clima frio, mesmo que
sua baixa densidade sugira que esta movimentacdo seja rapida. Quando
na mistura hidrocarbonica existem compostos volateis, estes podem ser
liberados no espaco de vapor existente entre os poros do solo. Se essa
liberacdo ocorre numa magnitude suficientemente grande, os
hidrocarbonetos liguidos podem atingir rapidamente a lamina capilar sobre
o lencol freatico, e se espalhar horizontalmente. A extensdao desse
espalhamento é inicialmente controlada pela saturacao e permeabilidade
relativa na sub-superficie do solo. Entre outras interacdes, ha de se
considerar a solubilidade das substdncias que chegam ao lencol freético.

Também fica claro que essas relacdes nao estao totalmente estabelecidas
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e que muitas propriedades apresentam comportamentos diferentes do
esperado, sendo necessario estudo detalhado de cada caso (API, 2001;
API 2000a; API, 2000b).

Como conseqliéncia da composicdo quimica, os diferentes grupos
de hidrocarbonetos de petréleo apresentam peculiaridades quanto a
disposicdo nos ambientes. De tal modo, fracdes distintas do petrédleo,
como os oleos crus, os produtos refinados, os condensados e os residuos
oleosos, por apresentarem proporcoes diferentes de grupos de
hidrocarbonetos em sua composicao, movimentam-se de maneiras

singulares nos ambientes.

Desta forma, antes de descrevermos as singularidades das
maneiras como os hidrocarbonetos se deslocam em diferentes ambientes,
vamos classificar e descrever sucintamente as fracdes de petrdleo, de

acordo com a API:

i) Oleos Crus - Em 1993, a Western States Petroleum Association dos
Estados Unidos (WSPA) em estudo comparativo, relacionou as
caracteristicas fisico-quimicas de diferentes 6leos crus, gasolinas e
oleos Dieseis, as suas caracteristicas ambientais
(WSPA, 1993). Alguns dleos crus, por exemplo, s3o menos densos
que a agua (densidade em torno de 0,85g.cm™ a 0,98g.cm™).
Devido a grande diversidade entre os dleos crus, a densidade pode
ter variacOes significativas. Valores tipicos de densidade variam
entre 10 e 459 API. Os oOleos apresentam-se em geral como
liguidos viscosos a temperaturas e pressdoes de superficie com
ponto de orvalho tipicamente alto a temperaturas mais baixas. A
temperatura e o ponto de orvalho sdao extremamente importantes
devido a sua implicacdo direta na fluidez, influenciando na

percolacao através do solo.
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ii) Produtos Refinados - Os produtos refinados derivados dos dleos crus
possuem densidade menor que 1,0g.cm™ (ou entre 15 e 62°API).
As solubilidades desses produtos em agua tendem a aumentar com
o aumento do seu grau API, como exemplificado na escala de
solubilidade: Gasolina > querosene > diesel n°2 > Odleo
combustivel n%2 > dleo combustivel n%6. A viscosidade dos
produtos refinados aumenta em funcao da massa molecular e do
ponto de ebulicdao, aumentando da gasolina (menor viscosidade e
ponto de ebulicdo) para o 6leo lubrificante (maior viscosidade e
ponto de ebulicao). O ponto de orvalho dos refinados depende da
fracdo parafinica do 6leo cru, embora, geralmente, o ponto de

orvalho aumente junto com a viscosidade.

iii) Condensados - Embora ndo exista muita informacao disponivel
sobre as propriedades fisico-quimicas dos condensados, estas
misturas hidrocarbdnicas em geral apresentam densidade API
maior que 459, Esta informacao sugere que estes produtos nao sao
muito viscosos a temperatura ambiente, e que sao relativamente
volateis e soluveis em &gua. Ao mesmo tempo, dados
composicionais em um levantamento realizado com quatro tipos
diferentes de condensados, revelaram a presenca de alcanos de
alta massa molecular (HAWTHORNE & MILLER, 1998). A presenca
desses alcanos tende a aumentar a densidade e a viscosidade, e

diminuir a solubilidade e a volatilidade da mistura hidrocarbonica.

iv) Residuos de Exploracdo e Producao (E&P) e Residuos de Refinados -
Devido a natureza composicional diversificada dos residuos de E&P,
torna-se praticamente impossivel uma avaliagdo de suas
propriedades fisico-quimicas puras, como €& observado para os
Oleos crus e para os produtos refinados. A maioria desses residuos

consiste de uma matriz sdlida ou liquida contendo hidrocarbonetos
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originados de 6leo cru ou de gas natural. Nestes casos, o objeto de
investigacdo passa a ser a tendéncia que esses hidrocarbonetos
tém, de serem liberados a partir dessa matriz complexa para o
ambiente. As propriedades fisicas de importancia, relacionadas as
substancias quimicas presentes no residuo s3ao: a)
sorgcao/dessorcao; b) solubilidade; c) volatilidade e; d) saturacao
do solo. Além destas propriedades, deve-se observar também,
aquelas inerentes a matriz na qual o residuo esta agregado, a
exemplo de alguns tipos de solos que podem estabelecer maior
forca de ligagcao com determinados compostos do que com outros
(AMELLAL, 2001; WSPA, 1993). Os Residuos de Produtos Refinados
apresentam propriedades fisicas diretamente relacionadas as do
produto original. Portanto, residuos de déleo diesel ou gasolina,
terdo propriedades semelhantes as da gasolina ou do 6leo diesel
que os originou. Como conseqliéncia, uma vez que ndo haja
alteracOes significativas na composicao, o deslocamento dos
hidrocarbonetos presentes nesses residuos estara susceptivel aos
mesmos principios fisico-quimicos que determinam o deslocamento

dos produtos refinados ou mesmo dos dleos crus originais.

3.2.1 Hidrocarbonetos do Petréleo nos Ambientes Aquaticos

Devido ao espalhamento lateral do 6leo, a dificuldade de sua
contencdo na superficie da agua e aos danos causados a biota marinha,
maior atencao tem sido dada a remediacdo de ambientes aquaticos.
Nestes ambientes, o petrdleo provoca a morte de peixes, aves marinhas e
outras formas de vida. O 6leo derramado pode permanecer por mais ou
menos tempo numa determinada area, dependendo da corrente marinha,

da sua composicdo e de uma série de fatores, tais como:
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Fatores fisicos - sendo um dos mais importantes a turbuléncia da
agua; Fatores quimicos — especial atencdo é dada ao fenbmeno da

fotodecomposicdo, e fatores bioldgicos, sobretudo a biodegradacao.

Esse conjunto de fatores e condicbes determinara o percurso do
petréleo e seus derivados no mar, bem como seu grau de ecotoxicidade e

seu tempo de persisténcia no ambiente marinho (ATLAS, 1984).

As aguas dos mares e oceanos sdao constituidas de uma mistura
complexa de sais cuja concentragao varia de acordo com a estacao do ano
e a regiao geografica. Esta variacdo associada a degradacdo quimica e
fisica do petrdleo contribui para a formacao de centenas de compostos
complexos, com graus especificos de toxicidade e recalcitrancia
(FLOODGATE, 1984).

Descargas de 6leo no mar, apesar de serem quase sempre em
maior quantidade do que em terra, s3ao mais susceptiveis a
biodegradacdo. Devido ao menor tempo de residéncia das aguas dos
mares, o 6leo nessas areas tem mais facilidade de ser biodegradado do
gue em areas proximas a estuarios, onde o tempo de residéncia das
aguas é bem maior, causando maiores danos a biota local. O aporte de
minerais e de oxigénio, que sao fatores de elevada importancia na
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrdoleo, estdo diretamente
relacionados ao tempo de residéncia da agua (ATLAS, 1981a; ATLAS,
1981b; ATLAS, 1984; ATLAS, 1995a).

Grande parte das descargas de petrdéleo e de seus derivados se
da por lavagens de tanques de navios em alto mar. Apds a descarga do
produto, os tanques sdo cheios com a agua do mar, para que seja
mantida a estabilidade do navio. Antes de fazer uma nova carga com
produto, essa agua de lavagem é descartada no mar, e com ela sao
descartadas algumas dezenas de milhares de litros de petroderivados.
Outra forma, bem mais drastica, se da pelo vazamento de produto por

naufragios, decorrentes de rupturas na estrutura do navio. Em regides
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proximas a terminais portuarios, a possibilidade de ocorrer derrames
devido as falhas operacionais é bastante freqiente (LEVY et al, 1981;
WHYTMAN et al, 1975).

O petroleo é encontrado no ambiente marinho em quatro
estados: filme, solugdo, emulsdao e em grumos. Muitos tipos de dleos sao
espalhados rapidamente e reduzidos a uma camada muito fina. A
espessura dessa camada numa area de aguas paradas dependera da taxa
de evaporacao, da tensao superficial do déleo e da agua do mar neste
local. O acimulo de hidrocarbonetos nesta camada, afeta diretamente a
vida marinha que se encontra imediatamente abaixo dela (ATLAS, 1984).
Os grumos sao encontrados em tamanhos variados, sendo depositados no
fundo do mar devido ao seu peso, e essas particulas se acumulam e se
complexam, formando uma camada de material altamente recalcitrante
(MARTY & SALIOT, 1976).

Nos rios e lagos, o petrdleo e seus derivados podem persistir por
mais tempo, dependendo da natureza do 6leo e da sua composicao, além
do tempo de residéncia da agua, que nesses casos € bem maior que nos
mares e oceanos. Por exemplo, os 6leos leves, que sdo ricos em material
toxico constituido por aromaticos volateis, permanecem menos tempo que
os 6leos pesados e os combustiveis maritimos. O dleo cru, por sua vez, é
menos susceptivel a degradacdao do que os seus derivados (ATLAS &
BARTHA, 1972).

3.2.2 Hidrocarbonetos do Petrdleo no Solo

Sabe-se que no solo, o 6leo além de sofrer processo de
fotodecomposicdo, percola e pode atingir o lencol freatico. Em ambientes
terrestres a distribuicdo dos derivados liquidos de petrdleo é pontual, com
espalhamento lateral pouco extenso e de facil controle. A area atingida no
solo é bem pequena quando comparada a area de mesma quantidade de

poluente derramado no mar ou mesmo em lagoas.
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Os principais problemas da contaminagcao em solo estao
relacionados ao espalhamento vertical (percolagao), devido ao constante
risco de atingir o lencol freatico (CORSEUIL et al 1997). A natureza fisico-
guimica do solo e o tamanho de suas particulas influenciam diretamente
na percolacdo e na degradacdao do poluente. Fracdes de argila e silte-
argila, por exemplo, sdo mais susceptiveis a formacao de complexos com
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos que as fracdes de areia. Tal
fendmeno se deve ndo somente a granulometria, mas também a presenca
de argilo-minerais (filossilicatos) que sao capazes de formar complexos
com substancias ciclicas de baixa massa molecular e alquil-substituidas
(AMELLAL et al., 2001; NOCENTINI et al., 2000; IJAH, 1998; IJAH &
ANTAIL, 2003).

3.2.3 Hidrocarbonetos do Petrdleo no Ar

No ar, os hidrocarbonetos de petréleo podem ser encontrados
como pequenas particulas dispersas, ou como componentes de material
particulado complexo. Sua concentracdo é variavel, porém em areas

proximas a fontes fixas de contaminacdo, tende a ser maior.

Em especial, os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA)
tém sido bastante estudados quanto a sua dispersdo e ocorréncia. Um dos
mais importantes fatores de risco que deve ser levado em conta quando
se pensa em contaminacdo do ar é a exposicao aos carcinogénicos levados
pelo ar, como os HPA, que geralmente ocorrem préximo aos pontos de
emissao como automoveis, industria de refino, transporte de petrdleo e
derivados, sobretudo de querosene de aviacao (KANIKKANAN, 2004). O
nivel de exposicdao aos HPA emitidos por estas fontes é baixo quando
comparado com outras fontes, como tabaco por exemplo. A meia vida dos
HPA espalhados pelo ar € da ordem de dias, mas pode ser maior quando
os HPA sao associados ao material particulado do ambiente. O material

particulado poluente do ar é formado por uma mistura complexa e
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heterogénea de compostos (metais, sais, material carb6nico, compostos
organicos volateis, HPA) e componentes bioldgicos (bactérias,
endotoxinas, fungos) que podem ser acoplados ao centro hidrocarbdnico,

gue serve como um nucleo de condensacao (BILLET et al., 2008).

Zhu et al. (2008) verificam que os HPA formando particulados
complexos sao mais danosos para os seres humanos do que as fragoes
isoladas desses hidrocarbonetos. Isto se deve ao fato de que os HPA de

alta massa molecular sao predominantes na fase particulada.

Outra fonte importante de contaminacdao do ar atmosférico nas
metropoles é o gas liquefeito de petréleo — GLP, que consiste em uma
mistura em proporcdes varidveis de propano e butano. Gasca et al.
(2004), estudando as concentracdes de GLP na regiao metropolitana da
cidade do México, correlacionam o aumento na concentracdo de GLP com

o0 aumento da producao de oz6nio na mesma regiao.

3.3 Tecnologias de Remediacao

Uma grande variedade de tecnologias utilizadas na remediacao
de ambientes impactados por petréleo e seus derivados, é conhecida.
Diante de um acidente envolvendo a liberacdao de grandes quantidades de
petréleo ou produtos derivados, as medidas tomadas inicialmente sdo de
natureza fisica, através de remocdo mecanica do oleo. Em seguida,
utilizam-se substancias quimicas capazes de dispersar o contaminante, os
surfactantes quimicos. Em ultima instancia, lanca-se mdo das medidas de

natureza bioldgica, mediante o emprego de técnicas biotecnoldgicas.

A biorremediacdo é um conjunto de técnicas biotecnoldgicas em
que se utilizam microrganismos ou produtos e processos microbianos para
a reducdo de impactos causados ao meio ambiente por contaminantes
(ATLAS, 1995a).
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Em muitos casos é comum utilizar tecnologias de biorremediagao
concomitantemente com outras tecnologias de remediacdo. E preciso
conhecer a natureza quimica bem como as caracteristicas fisico-quimicas
do contaminante e as caracteristicas do ambiente contaminado. Assim
cada ambiente contaminado requer uma combinacao de procedimentos
gue permitam a otimizacdo do processo de remediagao. Todas essas
tecnologias que utilizam os principios bioldgicos, fisicos ou quimicos
podem ser utilizadas conjuntamente para reduzir a contaminacdo a niveis

seguros e aceitaveis.

3.3.1 Processos Abidticos de Remediacao

Os processos abidticos de descontaminacao de areas poluidas
sao definidos como aqueles que envolvem métodos quimicos ou fisicos de
remocao de poluentes. Os métodos quimicos mais comuns sdo: a
neutralizacao, a precipitagao, oxidagao, aplicacao de surfactantes e a
extracdo por solventes (KOVALICK, 1991; PINA et al., 2002; YERUSHALMI
et al., 2003). Ha de se ressaltar ainda a remocgao por separadores de agua
e 6leo, que € um método mecanico simples baseado na diferenca de

densidade entre a agua e a fase oleosa apolar (MAIER 1999).

Alguns processos abidticos ocorrem naturalmente, nao
dependendo de aplicacdo de métodos fisicos ou quimicos, como é o caso
da evaporacao. A fotoxidacdo ou fotodecomposicao é outra forma natural
de atenuacdo do poluente, que é observavel em locais contaminados,
sendo esse processo o responsavel pela transformacdo do petrdéleo em
ambientes aquaticos (PATEL et al., 1979; FERNANDES, 1994).
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3.3.2 Processos Bidticos de Remediacao

Entende-se por processo bidtico de remediacao de poluentes, a
biorremediacdao. Quanto ao local onde ocorre, o processo de

biorremediacao pode ser classificado como:

Biorremediacdo in situ — é o tipo de biorremediacdo que ocorre
no local onde houve o derrame e os microrganismos presentes no sitio
poluido conduzem o processo de biodegradacdo. Pode ocorrer com a
adicao de nutrientes para aumentar a velocidade de biodegradacao, sendo
esse procedimento chamado de bioestimulagcdao, ou com a adicao de
microrganismos exdgenos a microbiota nativa, o bioaumento. Exemplo:
bioventing (WALTER, 1997; KOWALICK, 1991).

Biorremediacao ex situ - modalidade de biorremediacao que
envolve a remocao do material contaminado para outra drea na qual este
€ tratado. Exemplos: biorreatores (GLAZER & NIKAIDO, 1995;
ALEXANDER, 1994; IJAH & ANTAI, 2003).

Em uma revisao recente, Khan et al. (2004) mostram algumas
tecnologias de remediacdao que utilizam processos biodticos, abidticos ou
ambos, e discutem as vantagens e desvantagens associadas. Destacamos

aqui algumas dessas tecnologias:
= Lavagem de solo

Baseia-se na utilizacdo de liquidos (em geral agua,
ocasionalmente combinada com solventes) e processos mecanicos para a
lavagem de solos. Os solventes sao selecionados de acordo com sua
habilidade de solubilizar contaminantes especificos e de acordo com seus
efeitos a salde e ao meio ambiente. Este processo separa a fracdao mais
fina do solo (silte-argila) da porcdao de maior granulometria. Uma vez que
os contaminantes organicos tendem a ligar-se as fracdes mais finas, a

separacao destas fracdes reduz significativamente a contaminacao do
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solo. A menor fracdo de solo que contém a maioria de particulas silte e
argila pode ser tratada separadamente por diferentes métodos como
incineragao ou biorremediacao, ou ainda descartada de acordo com a
legislacdao vigente. Cabe ressaltar que, a afirmacao de que a menor fragao
do solo é constituida em sua maioria de particulas silte-argila, nao sera
verdadeira para solos tropicais, aplicando-se a solos de paises de clima
temperado. Esta tecnologia pode ser combinada com outras. Os grupos de
contaminantes-alvos, inclui compostos organicos semi-volateis, petroleo e
residuos de combustiveis, metais pesados, bifenilas policloradas, HPA e

pesticidas.
= Extracdo de vapores do solo

Também conhecida como extracao a vacuo, tem sido bastante
aceita e reconhecida por apresentar boa relacdo custo-beneficio na
remediacdo de solos insaturados contaminados com compostos organicos
semi-volateis e volateis. Envolve a instalacdao de pocos horizontais e/ou
verticais na area da contaminacdao do solo. Sopradores de ar sao
freqientemente utilizados para auxiliar no processo. O vacuo é aplicado
através dos pocos no local préximo a fonte de contaminacdo a fim de
evaporar o constituinte volatil o qual é subseqglientemente retirado por um
poco de extracdo adjacente. Os vapores extraidos sao tratados (em geral
por adsorcao com carbono) antes de serem liberados na atmosfera
(USEPA, 1995a). O aumento do fluxo de ar através da superficie
promovido por esse sistema também estimula a biodegradacao dos
contaminantes, em especial aqueles que sao menos volateis (USEPA,
1996; 1998). Outra utilizacdo deste processo é no tratamento de aguas
residuarias, através de bombeamento de dgua e espargimento simultaneo

de ar.
» Landfarming

E uma tecnologia de remediacdo aplicada sobre o solo que reduz

a concentracdo de constituintes de petréleo presentes neste, através de
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processo associado a biorremediacdo. Esta tecnologia envolve o
espalhamento da camada superficial do solo contaminado escavado (nao
mais que 1,5 metros) promovendo a atividade microbiana aerdbia,
podendo ser auxiliada pela adicdo de nutrientes, minerais e agua (USEPA,
1998; HEJAZI, 2002). Espécies bacterianas comprovadamente
degradadoras de hidrocarbonetos de petréleo, podem ser adicionadas ao
processo para aumentar a taxa de degradacao. A magnificacao da
atividade microbiana aumenta a degradacao dos compostos adsorvidos
(RISER-ROBERTS, 1998). O solo deve ser bem misturado para aumentar o
contato entre os compostos organicos e os microrganismos e fornecer o
oxigénio necessario a degradacdo bioldgica aerdbica. Segundo Harmsem,
(1991) e segundo os protocolos definidos pelo Grupo de Avaliacdo de
Remediacao Alternativa (Remediation Alternative Assessment Group -
RAAG, 2000), dependendo da taxa de degradacdo, os solos com historico
de contaminacao com compostos hidrocarbbnicos, e que estdo sendo
biotratados podem ser reaplicados ao sitio contaminado a intervalos
regulares ajudando a amplificar a atividade bioldgica. A tecnologia
landfarming é praticada ha cerca de 100 anos, e na indUstria do petréleo,
ha cerca de 30 anos. Os hidrocarbonetos mais volateis e fracdoes de dleos
de menor massa molecular tendem a evaporar durante o processo de
revolvimento do solo, enquanto que a redugao dos compostos mais

pesados se da essencialmente por atividade microbiana aerobia.
» Dessorcao Térmica

E uma tecnologia de tratamento de residuos inovadora na qual o
solo contaminado é escavado, peneirado, e aquecido para liberar o
petréleo de seus intersticios (USEPA, 1995b). As temperaturas de
aquecimento do solo variam numa faixa de 100 a 600°C, para que
aqueles contaminantes que possuem ponto de ebulicdao nesta faixa
vaporizem e se separem. Os contaminantes vaporizados sao entao
coletados e tratados por outros métodos. Ha uma ligeira confusao

conceitual que se faz em relagcdo a dessorcdo térmica e a incineracao:
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dessorcao térmica nao objetiva destruir os compostos organicos, mas sim
transforma-los numa forma mais tratavel, enquanto que a incineracao
objetiva destruir o contaminante. O real processo de dessorcao térmica
envolve o aquecimento do solo em uma camara onde os contaminantes
organicos e alguns metais sdo vaporizados. A partir dai, um gas ou um
sistema de vacuo transporta o material vaporizado para tratamento fora
do sitio contaminado. Se ocorrer a oxidacdo no lugar da vaporizagdao, o
processo se transforma em incineracao. Com base na temperatura da
camara de vaporizagdao, o processo pode ser classificado como: dessorgao

térmica de baixa temperatura ou dessorcdo térmica de alta temperatura.
» Biopilhas

Também chamadas de biocélulas ou células de compostagem,
pilha de biorremediacdo e pilha estdtica. Este tratamento consiste no
envolvimento do solo contaminado com petréleo em montes ou pilhas, € a
estimulacdo da atividade aerdbia microbiana com a adicdo de minerais e
agua. Temperatura e pH podem também ser controlados para magnificar
a biodegradacao. As dreas tratadas sdo providas de cobertura
impermeavel (geralmente) para reduzir as perdas por lixiviagdo para as
areas de solo ndo contaminado. Estas pilhas que tem um sistema de
ventilagcdao por onde o ar passa, podem situar-se a seis metros e devem
ser cobertas para prevenir encharcamentos e evaporagao. Se existirem
compostos volateis, o ar deve ser tratado. As biopilhas sdao similares ao
Landfarming, sendo que, neste Ultimo, o solo é aerado através de pas e

escavadeiras.

Apesar da grande quantidade de tecnologias conhecidas
atualmente, se faz necessario o conhecimento do maior nimero de
variaveis possiveis em relacdo ao sitio contaminado e ao poluente, para
gue uma técnica seja escolhida com seguranca e precisdao. Somente desta
forma é possivel chegar ao maior nivel de eficiéncia (REDDY et al., 1999;
RAAG, 2000; KHAN et al., 2004). Portanto, mesmo dispondo-se de muitas
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tecnologias, a escolha da mais adequada dependera pelo menos de cinco
fatores fundamentais:

i) as caracteristicas do sitio contaminado;

ii) os requerimentos regulatorios legais;

iii) os custos;

iv) o tempo total do processo;

v) dos riscos ambientais envolvidos e das metas de remediacao de acordo

com tais riscos.

3.4 Microbiologia Associada a Degradacao de Hidrocarbonetos

Para melhor compreensao e utilizacdao dos processos microbianos
na degradacao de poluentes organicos, se faz necessario conhecer nao so
0s microrganismos envolvidos, mas também os mecanismos por eles
utilizados bem como os fendmenos fisicos, quimicos e bioquimicos
relacionados. Como em qualquer processo em que se empregam
microrganismos, é fundamental a otimizacao dos parametros relacionados
aos nutrientes, fornecimento de oxigénio, pH entre outros.
Particularmente, a biodegradacdao de compostos organicos envolve a
biodisponibilidade e a toxicidade destes substratos. Analisaremos aqui, 0s
principais tépicos relacionados a microbiologia associada a degradacao de

hidrocarbonetos:
i) os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos;
ii) os aspectos bioquimicos da biodegradacdo; e os

iii) fenOmenos interfaciais.

3.4.1 Microrganismos Degradadores de Hidrocarbonetos
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Uma grande diversidade microbiana esta associada a degradacao
de hidrocarbonetos do petréleo, principalmente espécies bacterianas e
fingicas, sobre as quais existe uma extensa lista de trabalhos e revisdes
bibliograficas. As contribuicbes relativas de bactérias e fungos para
mineralizacdo de hidrocarbonetos tém sido relatadas desde a década de
1940, com a classica revisdao de Zobel, em 1947 (Zobel apud URURARHY,
1998) que investigou mais de 100 espécies as quais sao representativas
de 30 géneros, que tem habilidade de degradar hidrocarbonetos. Muitos
outros trabalhos e revisdes sobre microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos do petréoleo foram produzidos ao longo das décadas
subsequentes (ZAJIC & SUPPLISSON, 1972; SONG et al., 1986; FEDORAK
et al., 1984; OKPOKWASILI & AMANCHUKWU, 1988; ROSENBERG, 1991).
Song et al. (1986), por exemplo, observaram que em solo arenoso sem
historico de contaminacdo, 82% de n-hexadecano foi mineralizado por
bactérias, enquanto que fungos mineralizaram 13% desse hidrocarboneto.
De forma similar, em outros trabalhos, bactérias foram evidenciadas como
mais eficientes degradadoras do que fungos leveduriformes.
Complementarmente, poucos trabalhos reportam que espécies de
leveduras sejam melhores degradadoras que espécies bacterianas
(WALKER et al., 1978; ROSENBERG, 1991; IJAH, 1998). Atlas (1981a),
em sua revisao faz um relato de inUmeras experiéncias que apresentam
géneros e espécies microbianas isoladas de ambientes contaminados por
o0leo. Grande parte destes trabalhos reflete preocupagdes com
derramamentos de 6leo. Como marco, o acidente ocorrido com o
petroleiro Torrey Canyon em 1967 impulsionou a producao de inumeras
pesquisas e isolamentos de microrganismos. Acidentes ocorridos com
outros petroleiros como: Exxon Valdez, Amoco Cadiz, IXTOC I e Maersk
Navigator, também serviram de base para comparacdes e estudos de caso
(ATLAS, 1981b; ATLAS, 1995a; ATLAS, 1995b; GUPTA et al, 1996). Desta
forma, uma grande variedade de géneros de microrganismos
degradadores isolados de ambientes aquaticos ou mesmo de solos e

sedimentos em regides costeiras, passa a ser conhecida. Bartha & Atlas
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(1977) isolaram de ambientes aquaticos, 22 géneros de bactérias, 14 de
fungos e 1 de alga. Entre outros, foram isolados os géneros Pseudomonas,
Achromobacter, Arthrobacter, Micrococcus, Nocardia, Vibrio,
Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium,
Candida, Rhodotorula e Sporobolomyces. Com base nos trabalhos de
Englert & Kenzie (1993) e Atlas (1984), podemos listar os principais
géneros de bactérias e fungos encontrados associados a degradacao de

hidrocarbonetos de petrdleo (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Géneros de microrganismos degradadores (ATLAS, 1984;
ENGLERT & KENZIE, 1993)

Bactérias Fungos
Achromobacter, Acinetobacter, | Acremonium, Aspergillus,
Anthrobacter, Bacillus, Aureobasidium, Beauveria,
Brevibacterium, Botrytis, Candida,
Chromobacterium, Chrysosporium, Cladosporium,

Corynebacterium, Cytiphaga, Cochliobolus, Cylindrocarpon,

Flavobacterium, Micrococcus, Debaryomyces, Fusarium,

Mycobacterium, Nocardia, Geotrichum, Glicocladium,
Proteus, Pseudomonas, Graphium, Humicola, Monilia,
Sarcina, Serratia, Spirillum, Mortierella, Paecilomyces,
Streptomyces, Vibrio, Penicillium, Phoma,
Xanthomonas. Rhodotorula, Saccharomyces,

Scolecobasidium,
Sporobolomyces, Sprotrichum,
Spicaria, Tolypocladium,
Torulopsis, Trichoderma,

Verticillium.

Nas Uultimas trés décadas, porém, a utilizacdo de técnicas
moleculares, a exemplo daquelas baseadas no emprego do DNA
ribossomal (rDNA), deu uma nova dimensdao aos estudos de ecologia

microbiana e, consequentemente, ao conhecimento da microbiota
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associada a degradacdao de hidrocarbonetos. A partir dai, os
microbiologistas verificaram que as populacdes microbianas naturais sao,
de fato, muito maiores e muito mais diversas do que se imaginava antes,
guando as informacoes baseavam-se em técnicas dependentes do cultivo.
Esta nova dimensdao é extensiva aos microrganismos envolvidos na
degradacao de poluentes organicos, uma vez que o ambiente natural da
suporte a uma grande variedade de microrganismos com potencialidades
degradadoras, que ainda nao foram identificados, e que por sua vez,
desempenham um papel fundamental na biorremediacao (WATANABE,
2001; WATANABE, 2002). De tal modo, as informagdes moleculares
passaram a ser utilizadas no desenvolvimento de estratégias que visam a
magnificacdo da biorremediacao (especialmente na bioaumentacao), a
avaliacao das conseqliéncias da presenca do poluente sobre as populagoes
naturais (avaliacdo dos riscos a microbiota nativa) e a avaliacdo da

dinamica das populagdes presentes no processo (LI et a/, 2008).

Estudos classicos de biodegradacdo de poluentes organicos
principiam pelo isolamento de um ou mais microrganismos capazes de
degradar um determinado poluente alvo. Como nem todas as espécies
microbianas sao de fato cultivdveis, estes isolados representam uma
fracao muito pequena das populagoes totais. Estima-se que apenas 1 a
10% dos microrganismos podem ser isolados por técnicas classicas
(ROSADO, 1997; WATANABE, 2001). Por outro lado, ferramentas
moleculares como a Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturantes
(DGGE) e a Eletroforese em Gel com Gradiente de Temperatura (TGGE),
tém sido cada vez mais aplicadas na determinacao direta da diversidade
genética de populacdes microbianas presentes em ambientes
contaminados. Estas metodologias se baseiam na eletroforese dos
produtos da reacao em cadeia da polimerase (PCR) de genes da
subunidade 16S do rDNA, em géis de poliacrilamida, contendo um
gradiente crescente de agentes desnaturantes (no caso do DGGE), ou de

temperaturas (no caso do TGGE). Os genes das subunidades 16S estao
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presentes em todos os organismos e a partir deles pode-se diferenciar
uma espécie bacteriana de outra. Os fragmentos que possuem o mesmo
tamanho e seqiéncias nucleotidicas diferentes podem ser separados em
bandas no eletroferograma, baseando-se na diferenca de mobilidade das
moléculas apds desnaturacdo quimica ou térmica de seus dominios. Desta
forma, o numero de bandas fornecidas por DGGE ou por TGGE pode ser
utilizado como um estimador da abundancia das espécies no ambiente
submetido a presenca do poluente organico, bem como da persisténcia de

algumas espécies durante o processo (Li et al., 2008).

Watanabe (2001), em uma revisao, apresenta alguns grupos de
microrganismos identificados por técnicas moleculares, os quais estao
associados a degradacao de hidrocarbonetos, ao tratamento de aguas
residudrias e a oxidacdao de metano. Sao levantados trabalhos nos quais
filotipos afiliados a subclasse a (alfa) do grupo Proteobacteria
(a-Proteobacteria) aparecem com freqléncia nos “fingerprints” obtidos por
DGGE a partir de amostras de sedimentos contaminados com éleo, o que
sugere associacdo desses filotipos a degradacao dos hidrocarbonetos
presentes no 6leo. Em outros trabalhos, como o de Gross et al. (2000),
gue estuda sedimento contaminado por 6leo na costa da Noruega, é
relatada a presenca majoritaria de filotipos provenientes da subunidade
16S rDNA afiliados a subclasse y (gama), y-Proteobacteria, sobretudo
representando os géneros Pseudomonas e Cycloclasticus, encontrados em
sedimento arenoso contaminado com o6leo aditivado com fertilizante. Li et
al. (2006), em um estudo da dinamica microbiana durante a
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo, mostra a ligacdo da
subclasse
a-Proteobacteria e particularmente da familia Sphingomonadaceae a

degradacao de 6leo Diesel.

3.4.2 Aspectos Bioquimicos da Biodegradacao de Hidrocarbonetos
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O fen6bmeno da biodegradacdao de hidrocarbonetos tem como
fundamentacao a capacidade que muitos microrganismos possuem de
utilizar tais substancias como uUnica fonte de carbono e energia (ATLAS,
1981, ATLAS, 1984, ALEXANDER, 1994). Embora muitos mecanismos de
biodegradacao sejam conhecidos, alguns aspectos precisam ser ainda
elucidados. Portanto, a bioquimica da degradacao de hidrocarbonetos esta
longe de ser um tema trivial. Contudo, algumas generalizacdes podem ser

feitas:

i) Hidrocarbonetos alifaticos sdo geralmente mais facilmente

biodegradados que os aromaticos;

ii) Hidrocarbonetos alifaticos de cadeia normal sdao mais faceis de serem
biodegradados que os de cadeia ramificada. A introducdao de uma
ramificagdo dentro de uma molécula do hidrocarboneto diminuira sua

degradabilidade;

iii) Hidrocarbonetos saturados sao mais susceptiveis a degradacao que os
insaturados. A presenca de dupla ou tripla ligagao carbono-carbono

dificulta a biodegradacao;

iv) Hidrocarbonetos alifaticos com tamanho de cadeia a partir de 8
atomos de carbono sdo mais facilmente degradados tanto menor seja
o tamanho de sua cadeia. O comprimento de cadeia 6timo para a
biodegradacdo parece ser de dez a vinte atomos de carbono
(BRITTON, 1984).

Os alcanos de cadeia normal sao degradados primariamente por
oxidacdao do grupo metil terminal, seguido de uma clivagem da molécula
na regidao entre o segundo e o terceiro carbono da cadeia (S3-clivagem).
Outras vias como a oxidacao subterminal pela metanooxigenase
encontrada em Pseudomonas methanica, também tém sido documentadas
(BRITTON, 1984). A reacao inicial na degradacao do grupo metil envolve a

adicdo direta do oxigénio ao carbono terminal do hidrocarboneto. Esta
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reacao € mediada por uma classe de enzimas chamadas oxigenases. A
adicdo do oxigénio ao carbono primario promove a formagao de um alcool
primario, que é oxidado a aldeido e finalmente transformado a acido
graxo. Um fragmento longo de dois carbonos terminais €& clivado
produzindo o acetil CoA, que entra na via metabdlica do ciclo de Krebs.
Uma repeticao seqiiencial destas reagdes resulta na completa oxidacao da
molécula de hidrocarboneto. Na figura 3.2, observa-se a seqliéncia de
reacdes proposta como via de degradacao de alcanos (BAKER & HERSON,
1994).

A presenca de ramificacdes na molécula de alcano dificulta a B-
clivagem e torna a molécula refrataria a biodegradacdao. O pristano
(2,6,10,14-tetrametilpentadecano) por exemplo, ¢é extremamente
resistente a biodegradacao devido as suas ramificagdes (RONTANI &
GIUSTI, 1986).

AH, A + . . .
N NAD\/NAD””* 8 e
CH3(CH2)10CH3 <> CH,OH(CH,);0CH; ———> CHO(CH,);oCHs < > COOH(CH;);CH;
DODECANO Oz/\\ o  ALcoOL ALDEDO ACIDO ORGANICO
ATP CoA AMP EAD FADH, H,0

N

COOH(CH;)10CH3 T—> CO-CoA(CH,);,CH3 HCO-COA—CH=CH(CH2)8CH3§ CO-CoA-CH,C-OH(CHy)gCH3
ACIDO ORGANICO

N AD+\/ NADH + H" o CoA
<> CO-COA-CH,-C-(CH,)¢CHs S{ CO-COACHICHs > o con

Ciclo de
- > KREBS

Figura 3.2: ReacOes de degradacdao de n-alcanos (BAKER & HERSON,
1994)

A oxidacao dos hidrocarbonetos alifaticos insaturados nao ocorre
da mesma forma que a dos alcanos. Muitos estudos de degradacao de

alcenos tém focalizado moléculas que contém dupla ligacao no carbono
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terminal. Esta posicao permite varios mecanismos de ataque, e diversas
maneiras de degradacdo de alcenos tém sido observadas (SEEGER et al,
1997).

Hidrocarbonetos aromaticos como benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xileno sdao encontrados, predominantemente, nas fracdes leves de
petréleo, como a gasolina, muito embora possam também estar presentes
em quantidades sob a forma de tracos, em diversas fracbes pesadas. A
degradacdao aerobica de aromaticos por bactérias foi demonstrada pela
primeira vez em meados de 1900 (ALEXANDER, 1994). H& um numero

elevado de vias metabdlicas envolvidas na degradacao de aromaticos.

O benzeno é degradado primeiro pela conversdao em catecol ou
em protocatecolato. O nlcleo aromatico nesses compostos é
subsequentemente aberto por uma dessas duas vias: a ortoclivagem (via
do 3-oxodipato) ou pela metaclivagem. A ortoclivagem envolve a
clivagem de catecol ou protocatecolato entre os dois grupos hidroxil. Este
processo leva a formacdo dos respectivos compostos: muconato e
mucolactona, os quais sdo também metabolizados a 4-oxadipato enol-
lactona e depois ao 3-oxiadipato (beta-cetoadipato). O metabolismo
procede a formacdo do acetil-CoA e succinato. Na metaclivagem, por
outro lado, a clivagem inicial do anel ocorre adjacente ao grupo hidroxil,
formando o semi-aldeido 2-hidroxil-mucbénico como produto inicial da
clivagem do anel. Subseqientemente, a orto e metaclivagem do anel
aromatico procede a formacdo de piruvato, formiato, e acetaldeido, que
vao alimentar o ciclo de Krebs. A figura 3.3, mostra a seqiéncia de
reacdes para a formacdao do catecol e protocatecolato, proveniente da
degradacao de benzeno e de poli-aromaticos (antraceno, fenantreno e
naftaleno), e na Figura 3.4 estao apresentados os esquemas das reacoes
de orto e metaclivagem do anel aromatico (SEEGER et al. 1997; BAKER &
HERSON, 1994).
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Os compostos benzénicos alquil substituidos (tolueno,
etilbenzeno) sao inicialmente oxidados utilizando uma das vias existentes.
Se o ataque inicial ocorrer no anel aromatico, é formado o alquil-catecol, o
qual pode ser clivado utilizando-se a meta ou a ortoclivagem. Se o grupo
alquil for oxidado inicialmente, quase sempre sao formados acidos
carboxilicos aromaticos. Por exemplo, a oxidacdo inicial da alquil-
substituicdo do p-xileno leva a formacdo do acido tollico. Esse acido
carboxilico aromatico pode ser convertido em homoagentisato ou
gentisato. A clivagem do anel aromatico ocorre, subseqlientemente, com
a formacao de intermedidrios como fumarato e acetoacetato, que
alimentam o ciclo de Krebs (ALEXANDER, 1994).
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Figura 3.3: Degradacao do benzeno: (a) catecol e (b) protocatecolato
(SEEGER et al. 1997)
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Figura 3.4: Clivagem do anel: (a) Ortoclivagem (b) Metaclivagem (BAKER
& HERSON, 1994)

3.4.3 Aspectos Fisico-quimicos e Ambientais da Biodegradacao de
Hidrocarbonetos

Como descrito anteriormente, a biodegradacao de materiais
organicos no ambiente é mediada geralmente por bactérias e fungos. As
bactérias possuem caracteristicas metabodlicas diversas que as colocam
num grupo de microrganismos de reconhecida atividade degradadora.

Variabilidade genética, crescimento rapido e facilidade para se aclimatar
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rapidamente em diversos ambientes sdo as principais caracteristicas.
Essas caracteristicas sdo fundamentais na selecdao de microrganismos para
processos de biorremediacdo. A otimizacdo de parametros como: pH,
nutrientes, oxigénio e temperatura possibilitam um melhor desempenho
dos microrganismos na biodegradacdo. Uma maxima eficiéncia nesse
processo de biodegradacdo levara a mineralizacdo do poluente com a
producao de CO, e agua (FRANKENBERGER Jr, 1992; ATLAS & BARTHA,
1972).

Citaremos aqui alguns aspectos de relevancia para a biodegradacao.
= Disponibilidade de Oxigénio

Geralmente, sob condicdes aerdbicas, a biorremediacdo ocorre
mais facilmente. Regides proximas a superficie do solo tém demonstrado
maior taxa de biodegradacao, enquanto que em regides mais profundas
verifica-se que estas taxas diminuem (NOCENTINI et a/, 2000; AMELLAL,
2001).

» Presenca de Matéria Orgéanica

A presenca de matéria organica pode indicar a presenca de elementos

alternativos que aumentam a taxa de biodegradacgao (IJAH, 1998).
= Disponibilidade de Nitrogénio e Fdsforo

Bactérias heterotréficas e fungos, além de uma fonte de
carbono, necessitam para o crescimento, de um outro grupo de nutrientes
e de um aceptor de elétrons. Este aceptor de elétrons € o O, para os
aerdbios, mas pode ser nitrato, sulfato, CO,, ferro férrico ou compostos
organicos para bactérias que tém habilidades para utilizar essas
substancias como aceptor de elétrons no processo de metabolizacdao da
fonte de energia. Muitas bactérias ou fungos requerem baixas
concentracbes de vitaminas, aminoacidos, vitaminas lipossollveis, que

sao moléculas organicas chamadas de fatores de crescimento. A auséncia
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dessas moléculas no ambiente pode prejudicar o crescimento microbiano
(ATLAS & BARTHA 1972). Descargas de 6leo por vazamentos acidentais
de tanques de navios, em ambientes marinhos e estuarinos, tém
suscitado muitos estudos a respeito das condigdes nutricionais em tais
ambientes. Estas investigacdes mostram que a degradacao do éleo em
agua do mar é mais rapida quando compostos a base de nitrogénio e
fosforo sao adicionados (FERNANDES, 1994; RAMADAN, 1990).

» Temperatura

A temperatura varia de ambiente para ambiente e de acordo
com a sazonalidade. Para um determinado aumento ou decréscimo de
temperatura a magnitude da resposta quanto a biodegradacao varia com
0 ambiente e com o tipo de poluente, o que é refletido na fisiologia dos
microrganismos envolvidos. Em geral, temperaturas ideais para a
biodegradacao estao na faixa entre 20 e 35°C (LEAHY & COLWELL, 1990).

. pH

Para a maioria dos microrganismos envolvidos no processo de
biorremediacao, a faixa de pH mais favoravel para o seu crescimento se
situa entre 6,0 e 8,0 com um valor 6timo em torno de 7,0, sendo que os
fungos sdo mais tolerantes a condicdes acidas. Em solos, os valores de pH
podem ser muito variados, estendendo-se desde de 2,5 a 11,0 em solos
acidos e em desertos alcalinos, respectivamente. Esse parametro nesses
valores extremos influencia negativamente a capacidade dos
microrganismos degradarem hidrocarbonetos em solo (ATLAS,1998;
LEAHY & COLWEL, 1990).

= Salinidade

Alta salinidade parece afetar negativamente a atividade
microbiana. E sabido que os fungos resistem menos a condicSes de alta

salinidade do que as bactérias. Em ambientes costeiros, a biorremediacao
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¢ afetada pela alta concentracao salina (YANG et al, 1999; DEL'ARCO &
FRANCA, 1999).

= Atividade de Agua

A atividade de agua se refere a quantidade de &gua que
efetivamente esta disponivel para os microrganismos no processo de
biodegradacdo. Esta atividade estd condicionada ao tipo de solo e a
estrutura do poluente (DIBBLE & BARTHA, 1976).

Além dos fatores ja mencionados, pode-se citar ainda um fator
bidtico importante, que é a predacdo por protozoarios. Alguns
protozoadrios sao predadores naturais de bactérias e sua presenca, muitas
vezes, é inevitavel no ambiente que precisa ser biorremediado (RAMADAM
et al., 1990).

3.4.4 Fenomenos Interfaciais

A biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo ocorre em um
sistema multifasico composto por matéria organica insollvel, agua, sais e
microrganismos. Neste sistema, a interface dgua-06leo é bastante distinta,
por causa da imiscibilidade das fases aquosa e oleosa. A compreensao dos
fenOmenos ocorridos nesta interface permite fazer o controle dos
processos de assimilacdo de compostos organicos, € a otimizacao de

parametros nutricionais e respiratérios (URURAHY, 1998).

Segundo Rosemberg (1991), a assimilacao de hidrocarbonetos
exige hidrofobicidade da superficie celular, embora nem todos os
microrganismos que possuem esta hidrofobicidade sao degradadores de
hidrocarbonetos e nem todos os degradadores de hidrocarbonetos sao
capazes de sobreviver em superficie oleosa (RON & ROSEMBERG, 2001;
2002).
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O grau de solubilidade dos hidrocarbonetos de petréleo € um
fator importante para avaliar o mecanismo utilizado pelos microrganismos
na degradacao. Na Tabela 3.3, estdao apresentadas as solubilidades de
alguns hidrocarbonetos encontrados no petréleo e seus derivados
(ALEXANDER, 1994).

Tabela 3.3: Solubilidade em Agua de Alguns Hidrocarbonetos do Petrdleo

(Alexander, 1994)

Grupo Composto mg.L™*
Hidrocarbonetos alifaticos Heptano 2,9x10°
Octano 6,6x10!

Nonano 2,2x10

Decano 5,2x1072

Hexadecano 2,0x10°

Eicosano 1,1x10°®

Hidrocarbonetos aromaticos Naftaleno 3,1x10*
Bifenil 7,2x10°

Acenafteno 4,3x10°

Antraceno 5,0x107°

Fenantreno 1,1x10°

Pireno 1,3x10

Criseno 2,0x1073

1,2 - Benzopireno 5,3x10°3

Existem trés mecanismos através dos quais se explica a
assimilacao de hidrocarbonetos por via microbiana. Estes mecanismos
focalizam a forma como o hidrocarboneto é transferido do ambiente a
superficie da célula, e depois é transportado através da membrana para
regioes intracelulares por acao enzimatica (ALEXANDER, 1994; URURAHY,

1998). Tais mecanismos sao:
a) Utilizacdo do composto organico apenas na fase aquosa

O microrganismo é capaz de utilizar apenas as moléculas que
estao dissolvidas na fase aquosa. Estes microrganismos sao comumente
encontrados associados a substratos de baixa solubilidade. A presenca de
substancia ou mistura de substancias de baixa solubilidade na fase aquosa

pode ser medida pelo coeficiente de particao octanol-agua (Kow), que é a
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razao entre a quantidade da substancia que esta efetivamente dissolvida
em octanol e a quantidade que esta dssolvida em agua, num sistema com
guantidades iguais de agua e octanol. Desta forma, a utilizacdo de
substrato disponivel apenas na fase aquosa é comum em substancias com
baixos valores de Ky O crescimento microbiano (decorrente da
degradacao do poluente) esta condicionado a disponibilidade do composto
organico a estes microrganismos, presumivelmente ndo produtores de
biossurfactantes. Para que haja uma degradacao efetiva, é necessario que
a taxa de dissolucao espontanea seja maior que a taxa de biodegradacao.
Quando ocorre um aumento significativo de biomassa, a demanda
biolégica de carbono excede a taxa de dissolucdo espontanea da
substancia e a atividade microbiana ficara limitada a esta taxa de

dissolucao.
b) Contato direto dos microrganismos com a fase nao-aquosa

Os microrganismos aderem diretamente a superficie da fase
oleosa e metabolizam os seus constituintes. Bactérias que crescem em
hidrocarbonetos alifaticos em solucao aquosa freqlientemente se fixam ao
substrato organico e, se este se encontra sob a forma de goticulas, as
células retidas por estas goticulas também podem formar aglomerados.
Para muitos microrganismos, a aderéncia da célula é um pré-requisito

para a degradacao.

c) Excrecdao de produtos que induzem a formacdo de goticulas de
substrato menores que 1um

Em muitos casos é evidenciada a producao de substancias que
sdo capazes de aumentar a taxa de consumo de substrato oleoso. Nestes
casos, a taxa de biodegradacao aumenta concomitantemente com a
biomassa e ndo ha dependéncia direta da taxa de dissolugcao espontanea
da fase ndo-aquosa. Estas substancias sdo chamadas de biossurfactantes,
ou bioemulsificantes, e sua producao aumenta o coeficiente de particao da

substancia para a fase aquosa, potencializando a taxa de biodegradacdo.
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Os surfactantes de um modo geral sao moléculas anfifilicas, que possuem
uma porcao hidrofilica e outra hidrofébica. Em baixas concentragoes, os
surfactantes sao sollveis em agua e a proporgao em que se aumenta a
concentragao, os surfactantes se agregam em micelas. A menor
concentracdo em que se observa a producdao de micelas é chamada de
concentracdao micelar critica (CMC). As micelas sdo formadas por uma
regiao interna hidrofobica e uma regido externa hidrofilica. A porgao
terminal hidrofilica fica voltada para o meio aquoso. O substrato
hidrofédbico nao-soluvel fica presumivelmente incorporado no interior da
micela aparentando estar dissolvido na fase aquosa. Este fenOmeno é
conhecido como “pseudossolubilizacdo”, uma vez que a goticula oleosa
esta retida na regido interna da micela e ndo esta dissolvida na fase
aguosa. Muitos microrganismos degradadores de alcanos ou de éleo cru,
excretam agentes emulsificantes que induzem a formacgdo de goticulas de

substrato, de tamanhos que variam entre 0,1 e 1,0um.

De acordo com a classificacao de Zajic & Mahomedy (1984),
podem-se dividir os biossurfactantes em: glicolipideos, lipossacarideos,
lipopeptideos, fosfolipidios e acidos graxos. A Figura 3.5 mostra dois

exemplos de glicolipidios: soforolipoidio e raminolipidio.
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Figura 3.5: Estruturas de biossurfactantes - esquerda soforolipidio; direita
- raminolipidio
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As principais vantagens que os biossurfactantes apresentam
sobre os surfactantes quimicos convencionais, € que os evidencia como

mais indicados no processo de biodegradacao, sao:

i) Biodegradabilidade;

ii) Tolerancia a temperatura pH e forga ibnica - a elevada estabilidade
térmica e de pH, possibilita sua utilizacdo em condicdes ambientais
variadas (BOGNOLO, 1999);

iiil) Atividades superficiais e interfaciais maiores - quantidades
pequenas desses compostos sao capazes de produzir maiores
abaixamentos na tensao superficial e interfacial dos compostos
hidrofébicos do que é observado para os surfactantes quimicos
(COOPER & PADDOCK, 1984).

A recuperacao de pétroleo em pocos maduros pode ser
conduzida por processos mecanicos (injecao de agua) (Enhanced OQil
Recovery - EOR) ou por processos e produtos microbianos
(Microbiologically Enhanced Oil Recovery - MEOR). Quando se aplica o
processo MEOR, lanca-se mao de microrganismos que produzem uma
variedade de biomoléculas como biossurfactantes, polissacarideos,
capazes de reduzirem a tensdo interfacial entre a rocha e o éleo, o que
promove a movimentacdo do mesmo através dos poros das rochas
(BANAT et al., 2000). A recuperagcao por MEOR pode chegar a percentuais
proximos a 62% (MAKKAR & CAMEOTRA 1997).

Finalmente, estas moléculas anfifilicas apresentam importante
papel no processo de biorremediacao de solos impactados, emulsionando
hidrocarbonetos, aumentando a solubilidade e disponibilizando-os para a
biodegradacao realizada pelos microrganismos autdctones (BANAT et al.,
2000; SHULGA et al. 2000); na limpeza de reservatorios de dleo,
promovendo a reducao da viscosidade de metais pesados e a formacao de
emulsdes 06leo/ agua, facilitando a recuperacdo e transporte em oleodutos
(BANAT et al., 2000).
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Ha pelo menos duas maneiras pelas quais os biossurfactantes
estdo envolvidos na biodegradacdo de hidrocarbonetos: através do
aumento da superficie de contato do material oleoso e do aumento da
biodisponibilidade do hidrocarboneto. Neste Ultimo caso, o biossurfactante
atua na dessorcao das moléculas do hidrocarboneto de baixa solubilidade
(RON & ROSEMBERG, 2002).

3.5 Estudos de Ecotoxicologia e Avaliacao da Ecotoxicidade

O dominio da toxicologia inclui a compreensao dos tipos de
efeitos causados pelas substancias, os processos bioquimicos e fisioldgicos
responsaveis por esses efeitos, as sensibilidades relativas dos diferentes
tipos de organismos a exposicdao a estas substancias e a toxicidade
relativa das diferentes substancias e classes de substancias (BAIRD et al.,
1996; CHAPMAN, 1995; CHAPMAN, 2002)

Durante muito tempo, estudos toxicoldgicos do ambiente tém
sido caracterizados como estudos de toxicologia ambiental. Tais estudos
sao conduzidos independentemente de consideracdes ecoldgicas e
subseqgiientemente comparados com estudos ecoldgicos por aproximacao.
Porém, muitas consideracdes sobre ecologia, sao em geral mais
extrinsecas do que intrinsecas e estes testes classicos, embora conduzidos
com organismos que podem ser facilmente isolados e testados, nao levam
em conta a significancia ecoldgica, ou lhe confere uma importancia quase
sempre secundaria (INGERSOLL et al, 1997).

Uma mudancga de paradigma surge no campo da observacao dos
efeitos tdéxicos das substancias, assumindo crescente importancia na
predicdo e avaliacdo dos riscos ao meio ambiente e as comunidades,
levando em conta os aspectos fisioldgicos e, sobretudo as relacdes troficas

III

dos organismos-teste. O termo “toxicologia ambiental” da lugar ao termo
ecotoxicologia, que compreende a integracdao entre os dominios da

toxicologia e da ecologia, e tem por objetivo entender e predizer os efeitos
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das substancias téxicas nas comunidades naturais sob condigdes
realisticas de exposicao (CHAPMAN, 2002).

O surgimento da ecotoxicologia em contraposicao a toxicologia
ambiental sugere um novo olhar sobre os testes classicos de toxicidade
realizados com espécies isoladas, os quais nao visam relacionar os efeitos
das substancias toxicas sobre as comunidades ou sobre a combinacao de
espécies pertencentes a niveis troficos diferentes. Segundo Duarte (2000),
algumas espécies testadas de forma combinada, podem inclusive resultar
em uma reduzida toxicidade quando comparadas com espécies isoladas, e
membros de uma comunidade podem magnificar sua performance
funcional além do que seria esperado de uma simples contribuicao aditiva

de cada membro da comunidade.

Existe uma preocupacao que parece emblematica na toxicologia
ambiental, que sao os custos com os testes e a concentracao da
substancia tdéxica. Para a toxicologia ambiental, o foco, em primeira
instancia, ndo € a solugcao dos problemas relacionados a ecotoxicologia,
mas sim a solugao dos problemas relacionados ao teste. Em contrapartida,
a preocupacao da ecotoxicologia é, sobretudo, com os custos de uma
decisdo incorreta, os quais serdo tdo maiores quanto forem os niveis de
destruicdo causados pelas substancias ou mesmo por desequilibrios entre
os membros da comunidade, uma vez que a substancia tdxica &, em

ultima analise, apenas um dos aspectos avaliados pela ecotoxicologia.

Ha dois temas-chave nos estudos de ecotoxicidade: as respostas
cronicas e agudas e os critérios para selecdo das espécies. Testes
ecotoxicolégicos com respostas agudas e crbnicas envolvem muitas

espécies e diferentes “endpoints”.

A suposicdo geral é que a rota primaria de exposicao € aquosa.
Assim, um teste de ecotoxicidade padrao é baseado na concentracao do
meio externo. Torna-se aparente que a dose, isto €, o material associado

ao tecido bioldgico, é o melhor preditor dos efeitos.
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Uma énfase primaria € dada a relacao filogenética. Em primeiro
lugar, o taxa-teste deve ser similar ao taxa-residente, e deve ter
relevancia e importancia ecoldgica; segundo - as rotas de exposicao
devem ser diretas e relevantes; terceiro - o taxa a ser testado, precisa ser
confirmado como apropriadamente sensivel aos estressores em questdo.
Testar a espécie mais sensivel ndao significa necessariamente proteger a
maioria das espécies. De fato, espécies efetivamente sensiveis parecem

nao existir na pratica, conforme constatado por Calow (1996).

Os primeiros estudos no campo da ecotoxicologia surgiram junto
com a necessidade de se estabelecer critérios para estudar os efeitos
toxicos de determinadas substancias poluentes sobre a biota, a fim de se
ter um controle da emissdao de poluentes no ambiente, ou de se
estabelecer parametros para saber quais os niveis toleraveis de poluicao
(ABEL, 1991; CHAPMAN, 1995; CHAPMAN, 2002). Frequentemente, as
maiores dificuldades encontradas tém sido as de se determinar a
abrangéncia de tais efeitos nos organismos e a representatividade que
esses efeitos observados para um grupo de organismos possam ter para
uma comunidade. Os efeitos toxicos das substancias nos organismos vivos
podem se manifestar em diferentes niveis: sub-celular ou celular, nos
tecidos, nos 6rgaos ou no organismo inteiro. Embora o conhecimento do
mecanismo de acao seja muito importante para fins de estudos
meramente toxicoldgicos, por si s6, ndao é o bastante para predizer danos

a biota susceptivel a exposicao ao poluente (ABEL,1991).

A ecotoxicologia estuda a existéncia dessas formas de toxicidade
nos organismos € a relacao de tais organismos no ambiente, através de
testes especificos com organismos padrao, selecionados de acordo com
determinados critérios. Microrganismos sao utilizados com freqiéncia em
testes de ecotoxicidade por serem de facil manipulagdo, por terem
versatilidade bioquimica e pela rapidez com que se obtém os resultados

(TORSLOV, 1992). Ambientes poluidos por substancias recalcitrantes e
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submetidos a algum tipo de tratamento remediante devem ser avaliados

guanto a ecotoxicidade.

Para escolher o organismo padrdo, sao necessarios alguns
critérios. Um dos critérios mais comuns é a disponibilidade do organismo
no ambiente. Este critério leva em conta a existéncia em grande
guantidade do organismo e a sua relagao direta com o equilibrio do
ambiente, porém pode apresentar falhas com relacdo a exatidao dos
resultados e a aproximacdo das condicOes realisticas (CHAPMAN, 1995;
2002).

A substancia téxica pode atuar direta ou indiretamente no
organismo teste. De forma direta, causa mortalidade em curto prazo e,
indiretamente, causa toxicidade aguda em produtores ou consumidores
primarios, ou toxicidade cronica em niveis troficos subseqientes. Para
uma resposta mais abrangente, é importante o estudo da toxicidade da
substancia nos quatro niveis troficos: produtor, consumidor primario,

consumidor secundario e decompositor (CALOW, 1996).

Embora os estudos de ecotoxicologia apontem para uma
avaliacao global e mais realistica dos efeitos das substancias téxicas sobre
0Ss organismos, € observavel a existéncia de uma lacuna entre as
respostas fisioldgicas dos organismos e as concentragdes das substancias
toxicas obtidas através do emprego de metodologias de extracdo e
quantificacdo. Se, por um lado, os testes ecotoxicoldgicos indicam as
concentracOes letais ou téxicas efetivas de determinadas substancias para
0s organismos, por outro lado, fendmenos quimicos relacionados as
interacdes ocorridas entre as substancias quimicas e a matriz a qual elas
estao ligadas, podem tornar tais substancias menos biodisponiveis embora
as metodologias analiticas de extracdao e quantificagcdo culminem numa
resposta indicativa de altos valores de concentracao. Assim, muitas vezes
os valores das concentracdes das substancias encontrados mediante

emprego de analises quimicas ndo estdo relacionados diretamente a uma
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resposta tdxica, mas sim a uma magnificacdo da extracdo. Outrossim, as
determinagdes analiticas ndo sdo capazes de prever os efeitos
sinergisticos entre diferentes substdncias (ARAUJO & NASCIMENTO,
1999). Diante destas constatacbes, novos esforcos estdo sendo
empreendidos na perspectiva de convergir respostas fisiologicas e
guimicas, para que se estabelecam novos parametros avaliativos de
ecotoxicidade; parametros estes que sejam integradores e abrangentes,

sem perder, contudo o carater pratico.

3.6 Consideracoes Acerca da Introdugao e da Revisao da Literatura

A apresentacao do tema tal qual estad disposto nos capitulos de
Introducao e de Revisao da Literatura (capitulos 2 e 3, respectivamente),
presta-se ndo apenas a uma finalidade didatica, mas principalmente a
finalidade de revelar algumas lacunas cujo preenchimento (se nao de
todas, mas pelo menos de boa parte delas), faz parte do intento desta
Tese. Deste modo, enumeramos a seguir esquematicamente trés lacunas

tangiveis:

1. Como descrito no capitulo de introducao, sobretudo baseando-se nos
trabalhos de Cassidy et al. (2000), o modo de operacdo de
biorreatores por batelada seqliencial parece ser o mais adequado a
realidade operacional dos terminais de armazenamento. Contudo, as
caracteristicas do residuo oleoso estudado na presente Tese nao
encontram paralelo na literatura, onde, ora sao reportados estudos
realizados com sedimentos impregnados com 6&leo Diesel, ora sao
reportados estudos realizados com o o6leo Diesel em processos
conduzidos por batelada simples. Portanto, nossa proposicao neste
ponto, é acrescentar informagdes novas a partir dos experimentos com
o residuo de fundo de tanque estudado, que sejam Uteis a elaboragao

de trabalhos futuros e a implementacao de um sistema de tratamento
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agregado a unidade de distribuicio e armazenamento de

combustiveis;

. Os estudos das mudancas na dinamica das populacdes microbianas em
comunidades mistas por técnicas moleculares, como mostrado na
literatura (ROSADO, et al., 1997, WATANABE, 2001; WATANABE,
2002;), ganha espaco também na investigacao da biodegradacao de
compostos de petrdleo. Porém, poucas sdo as referéncias no campo
dos trabalhos de biotramentos ex situ como aqui proposto. Em geral
(como exploraremos mais tarde no capitulo de resultados e discussao),
estes trabalhos reportam estudos de avaliacdo de impactos causados a
microbiota quando da contaminagao de solos por poluentes organicos,
ou quando da adicdo de microrganismos aldctones ao ambiente
contaminado. Esperamos aqui, contribuir com um tipo de associagao
pouco reportada, mas de substancial importancia: a associacdo dos
estudos de diversidade molecular microbiana aos processos conduzidos

por batelada seqliencial;

. Por fim, ao observarmos as diretrizes apontadas pelos trabalhos no
campo da ecotoxicidade, sobretudo os trabalhos de Araljo e
Nascimento (1999), vislumbramos a possibilidade de insercdao de
ensaios de ecotoxicidade com organismos autdctones para a predicao
dos danos causados pelo residuo em estudo e para a avaliacdo da

efetividade do tratamento.
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CAPiITULO 4

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Diante das crescentes exigéncias da sociedade na esfera
ambiental, a aplicacao exclusiva dos processos classicos de tratamento de
residuos oleosos, reconhecidamente rapidos e eficientes, necessita ser
revista. Para suprir essas novas exigéncias, além de altas taxas de
remocao dos contaminantes, e além da economicidade, busca-se por um
conceito mais globalizante que é o conceito de custo-efetividade. E
visando a essa perspectiva que as tecnologias de remediagao de natureza
bioldgica, também chamadas de tecnologias emergentes, ganham forga, e
€ nesse contexto que a aplicacdo de tais tecnologias é estudada. Embora
os descartes de residuos oleosos sejam realizados de acordo com a
legislagdo ambiental vigente e a incineracdao dos residuos obedeca
criteriosamente as normas ambientais, ndo se avaliam comumente os
efeitos cumulativos da emissdao de varias fontes de incineracdao numa
determinada area, ou de uma unica fonte durante um longo periodo de

tempo.
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O intuito do presente trabalho é apresentar um tratamento que
gere menos impactos potenciais ao meio ambiente, oferecendo alternativa
aos processos dos quais lancam mao atualmente a unidade de
armazenamento da TRANSPETRO, em SUAPE, Pernambuco.

O residuo oleoso aqui utilizado provém de tanque de
armazenamento e descarte (TAD) localizado no patio de armazenamento
do terminal da TRANSPETRO em Suape - PE. Muito embora apresente
caracteristicas semelhantes as do 6leo diesel comercial, o citado residuo
encontra-se fora das especificagdes em uma série de outros itens de
controle, como cor e aspecto visual, o que o estabelece como um material
descartdvel. Quanto a sua composicao quimica, apresenta
substancialmente  hidrocarbonetos saturados de cadeia linear,
caracterizando-o como um residuo parafinico. Do ponto de vista da
biodegradabilidade, apresenta compostos ramificados como o pristano e o
fitano, o que confere maior recalcitrancia aos residuos oleosos de um
modo geral, muito embora, a presenca majoritaria de alcanos (ramificados
ou ndao) aponte, de forma mais abrangente, para uma alta tratabilidade

por processos microbianos.

A idealizacao de um processo preconizando a utilizacdao de
populacdo enddégena mista, assim como realizado em trabalhos de
referéncia na tematica (URURAHY, 1998) é-nos razoavel, uma vez que a
aclimatacao desta microbiota durante o processo por batelada seqiencial
em meio quimicamente definido pode aumentar sobremaneira as taxas de
biodegradacdao. Por sua vez, para que se constituam condicoes de
crescimento microbiano e de degradacdo satisfatérios, os parametros
nutricionais e fisico-quimicos do processo devem ser estabelecidos

preliminarmente.

As bateladas realizadas subseqlientemente podem trazer clareza
as indagacOes iniciais acerca do carater realistico do processo,

apresentando evidéncias de que este modo de conducdo possa se adequar
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a rotina operacional do Terminal de Distribuicdo restando, portanto,

redimensiona-lo em escala piloto em estudo posterior.

Com vistas a avaliacao da ecotoxicidade, pode-se esperar que o
processo permita um controle da qualidade ambiental do residuo a cada
etapa. Deste desiderato, advém os propdsitos de se determinar os efeitos
ambientais mais significativos do processo no tocante aos impactos

causados aos ecossistemas adjacentes.

Finalmente, constata-se que o emprego de biorreatores no
tratamento de residuos liguidos armazenados em tanques intermediarios
requer modos de operagcao que prevejam o descarte intermitente de
material. O sistema suscitado aqui traz a possibilidade operacional que
preconiza a realimentacdo do biorreator, sendo este o modo mais
interessante, sobretudo quando se deseja avaliar a ecotoxicidade do
residuo a cada periodo de reacdo ou ciclo, antes de realizar o descarte e
guando se almeja a investigacao da microbiota atuante no processo,
podendo-se interferir ao longo do mesmo, de modo que as condigcdes
sejam otimizadas ndo sé nos aspectos fisico-quimicos, mas também nos

aspectos microbioldgicos.

Tendo em vista as limitacbes impostas, ora pelos passivos
ambientais gerados por tratamentos fisico-quimicos, ora pelas condicoes
pouco realisticas apresentadas por alguns biotratamentos, a presente
Tese teve por objetivo maior, a investigacao da viabilidade do tratamento
de residuo oleoso de fundo de tanque, por batelada seqiencial em
biorreator, lancando mao de metodologias de avaliagdo das mudancas na
comunidade microbiana e de metodologias de avaliacdo realistica da

ecotoxicidade do material tratado.
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4.1 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos da Tese estao distribuidos ao longo das
etapas experimentais, as quais se prestaram a esclarecimentos

importantes na composicao final do trabalho.

As etapas, e seus respectivos objetivos especificos sdo:

I. Caracterizacdo do Residuo Oleoso

» Investigar a composicao quimica do residuo;

» Investigar as propriedades fisico-quimicas;

» Avaliar as Caracteristicas Ecotoxicoldgicas do Residuo

II. Ensaios em Frascos Agitados

» Investigar a influéncia de parametros fisicos e quimicos na

biodegradacao;

= Avaliar a degradacao dos hidrocarbonetos totais

cromatograficamente disponiveis;

» Estimar as perdas abidticas em frascos

ITI. Experimentos em Biorreator

= Realizar bateladas simples de ajuste a fim de ajustar as
melhores condicdes obtidas nos experimentos em frascos e

estimar as perdas abidticas em biorreator;

» Avaliar as condicdoes de biodegradacao em biorreator;
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Realizar bateladas seqlenciais em biorreator avaliando

diferentes nimeros e tempos de duracao de ciclos;

Investigar dinamica das populagdes microbianas durante o

processo correlacionando-as com ensaios respirométricos;

Avaliar a extensao da biodegradacao variando-se a extensao e

quantidade dos ciclos das bateladas seqlienciais;

Avaliar a reducao da tensao superficial da fase aquosa ao

longo do processo;

IV. Ensaios de Ecotoxicidade

» Investigar a efetividade do processo mediante as respostas

ecotoxicoldgicas;

» Realizar ensaios de ecotoxicidade com estagios embriolarvais
da espécie de ourico-do-mar Echinometra lucunter e de ostra

Crassostrea rhizophorae;

» Realizar ensaios de ecotoxicidade com a espécie de microalga

dulciaquicola Pseudokirchneriella subcaptata
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CAPITULO 5

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, estdo descritos os materiais, as estratégias e as
técnicas utilizadas na etapa experimental da Tese. Com a finalidade de
investigar as propriedades do residuo interferentes na sua
biodegradabilidade, utilizaram-se técnicas cromatograficas e de
espectrometria de massas, analises fisico-quimicas comumente
empregadas na especificacdo de combustiveis de petrdleo, e anadlises de
ressonancia magnética nuclear. Com relacdo a qualidade ambiental do
residuo, buscou-se por ensaios de ecotoxicidade com organismos
representativos da biota local, para avaliar a eficiéncia do processo neste
ambito. Averiguou-se a diversidade microbiana presente no residuo,
através de técnicas moleculares empregando DGGE, e através de técnicas

classicas de isolamento e identificacdo de microrganismos.
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Lancamos mao de planejamentos experimentais estatisticos, para
verificar as variaveis importantes e influenciadoras no processo de
degradacdao dos hidrocarbonetos presentes no residuo oleoso, avaliando
os efeitos isolados de cada variavel, e os efeitos combinados das mesmas.
Foram montados dois planejamentos estatisticos fatoriais fracionados.
Estes experimentos foram efetuados em frascos de Erlenmeyer agitados
em agitador rotativo, com volumes conhecidos de residuo, variando-se
simultaneamente: pH, relacdo carbono-nitrogénio, carga organica inicial,
aeracao (no primeiro planejamento apenas) e a velocidade de agitacao
(no segundo planejamento apenas). Adotamos ai, a primeira das
convencoes Uteis para a avaliacdo da biodegradacao: a determinacao dos
hidrocarbonetos totais cromatograficamente disponiveis (HTCD), cuja
reducdao percentual foi utilizada nesses experimentos e nos experimentos
posteriores em biorreator, como indicativo de biodegradacao. Importante
também, a este turno, foi a verificacdo das perdas abidticas, estimadas

por testes com residuo filtrado em membranas de 0,45um.

Diante dos resultados quali-quantitativos produzidos pelos
experimentos em frascos agitados, pode-se estimar valores otimos de
algumas variaveis, alguns dos quais foram empregados nos experimentos
em biorreator. Num primeiro momento, foram realizadas bateladas de
ajuste em biorreator para que fossem testados os valores que, segundo o
modelo estatistico gerado, produziriam respostas pouco satisfatérias.
Esta estratégia foi empregada para que se pudesse verificar a
previsibilidade do modelo quando transpostas as condicdes dos frascos
para biorreator, e para que se pudessem estimar as perdas abidticas em
tais experimentos. Subseqlientemente, outras bateladas simples foram
conduzidas no intuito de estabelecer as condicdes de biodegradabilidade

efetiva, seguindo valores 6timos apontados pelo modelo estatistico.

Uma vez estabelecidas as condicdes 6timas em biorreator, foram
programadas bateladas simples e seqlienciais. Estas ultimas consistiram

em duas bateladas conduzidas com trés e quatro ciclos, respectivamente,
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avaliando-se a eficiéncia dos intervalos entre os ciclos e do numero de

ciclos na biodegradacao do residuo em estudo.

A partir dos estudos de biodegradacdo do residuo oleoso por
bateladas seqienciais, utilizamos duas outras convencdes bastante Uteis
na compreensdo do fendbmeno da biodegradacdo: a determinacdo da
eficiéncia de biodegradacdo (Eg) e a determinacao da eficiéncia especifica
de biodegradacao (Egs). A primeira, estima a redugao percentual dos
HTCD ao final de um determinado ciclo, em fungao dos HTCD presentes no
inicio deste mesmo ciclo; a segunda, estima a biomassa efetivamente
comprometida com a biodegradacao através da relacao entre a eficiéncia
de biodegradacdao percentual (Eg) de um dado ciclo e a biomassa
acumulada ao final deste ciclo. As taxas de biodegradacao, por sua vez,
foram determinadas pelo quociente entre a eficiéncia de biodegradacao e

o tempo de duracao do ciclo.

Ao término das bateladas seqlienciais, selecionou-se aquela que
mostrou maiores valores de eficiéncia especifica de biodegradacdo e
maiores taxas de biodegradacdo. Investigou-se também a reducdo da
tensao superficial da fase aquosa. Avaliaram-se entdo o consumo de
oxigénio por respirometria, as caracteristicas ecotoxicoldgicas do material
tratado, bem como as mudancas na comunidade microbiana mista ao
longo desta batelada. Os resultados destes estudos foram comparados
com os resultados obtidos na investigacdo da ecotoxicidade do residuo
oleoso nao-tratado. Posteriormente, foram confrontados os resultados:
dos ensaios respirométricos; dos estudos de diversidade microbiana; dos
ensaios de ecotoxicidade e do abaixamento da tensao superficial da fase
aguosa com os resultados de eficiéncia de biodegradacao (Eg), de
eficiéncia especifica de biodegradacao (Egg), € com as taxas de
biodegradacdo, a fim de se investigar possiveis relagcbes entre as
variagdes na comunidade ao longo do processo, e as mudangas nas

caracteristicas do meio reacional.
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Assim, o presente capitulo esta estruturado em seis topicos
principais, o0s quais descrevem pormenorizadamente as técnicas
utilizadas, os métodos, os materiais, bem como as convencdes adotadas,
na mesma ordem em que foram apresentadas aqui. E importante também
observarmos, que, na medida em que alguns experimentos sao
dependentes dos resultados de experimentos anteriores, as discussdes do
“porqué” da adocdo de determinadas estratégias, e a utilizacdo de
determinados valores, sao melhores discutidos no capitulo posterior

(capitulo 6) de resultados e discussoes.

5.1 Amostragem

Amostras de 20 litros do residuo foram recolhidas de Tanques
Auxiliares de Descarte (TAD) que sao interligados aos tanques de
armazenamento de derivados liquidos claros de petrdleo, do terminal de
armazenamento e distribuicao da Petrobras Transportes (TRANSPETRO)
em Suape, Pernambuco, Brasil (8°3,981,46"S; 3409,65’0,19"W). A Figura

5.1 mostra esquematicamente o sistema de drenagem de residuo.
5.2 Caracterizacdo do Residuo Oleoso

Com o objetivo de caracterizar o residuo quanto a sua
composicao e propriedades, foram realizadas as analises quimicas e fisico-
guimicas: de cromatografia de fase gasosa com deteccao por ionizacdao de
chamas (GC-FID), cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), anadlises de composicdo elementar
(carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre - CHNS), analises de
ressonancia magnética nuclear por protons (RMNH*) e analises de massa

especifica, viscosidade cinematica e ponto de fulgor.

Para a caracterizacdo ecotoxicoléogica do residuo, foram
realizados testes com microalgas de &gua doce, com estagios

embriolarvais de ourico-do-mar e ostras.
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Tanque de
armazenamento

Dreno do tanque de de derivado
armazenamento
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Figura 5.1: Esquema genérico do sistema de amostragem do residuo
oleoso

5.2.1 Caracterizacdao Composicional e Fisico-Quimica

Para investigacdo dos hidrocarbonetos presentes no residuo,
foram empregados métodos cromatograficos e espectrométricos de
andlises, utilizando a cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS). Para tal, foi utilizado o equipamento
marca SHIMADZU modelo QP5050/GC17A, com sistema acoplado de
cromatografia e espectrometria de massa, injecdo automatica de
amostras, direcionamento de ions por sistema quadrupolo, tensdo de
70.000 elétron-volts para fragmentacdo dos ions. A Tabela 5.1 mostra os
parametros e condicdoes analiticas do equipamento, bem como as

especificacoes de seus componentes.
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Tabela 5.1: Especificacdes do equipamento e condicdes das analises por

GC-MS
Especificagdes do equipamento
Marca SHIMADZU®
Série GCMS QP-5050
GC17-A
Biblioteca de massas Willey LibraryO
Tensao de Fragmentagao 70.000eV
Detector Condutividade térmica - TCD
Parametros Operacionais do GC Descricao/valores
Temperatura da interface GC-MS 280,0°C
Modo de controle Split
Pressao de entrada 56,7 Kpa
Fluxo da coluna 1,0mL. min™
Velocidade linear 36,5cm.seg™t
Taxa de fracionamento (split) 1/50
Fluxo total 52,5mL. min!
Especificagoes da Coluna Descrigao
Nome / tipo DB-5 ms
Composicao 5% fenil metilpolissiloxano
Espessura 0,25um
Comprimento 30,0m
Diametro interno 0,25mm

As amostras foram diluidas 10 vezes (concentracdo 107!) em
cloreto de metileno (diclorometano - Merckd), e em seguida retiradas
aliquotas e introduzidas no auto-injetor do cromatodgrafo, sendo
fracionada de 1/50 (split 1/50). Injecdes de 1uL de amostra foram feitas
automaticamente em triplicata. Manteve-se a temperatura inicial do forno
a 40°C por 4 minutos, sendo em seguida gradativamente aumentada a
uma taxa de 5°C por minuto até atingir 250°C, e mantida a essa
temperatura por 2 minutos. Subsequentemente, foi aumentada
novamente para 280°C numa taxa de 10°C por minuto, permanecendo
nesta Ultima temperatura por 4 minutos. O gas hélio foi utilizado como
gas de arraste. Para corroborar com as identificacdes dos hidrocarbonetos
feitas pela biblioteca de massas, utilizou-se o padrao analitico interno DRH
0085s fornecido pela Accustandardld contendo alcanos de cadeia linear de
Cs a C40 € 0s alcanos ramificados pristano e fitano. As condicdes da rampa
de aquecimento programada para eluicao da amostra ao longo da coluna

estdo mostradas na Tabela 5.2.
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Adicionalmente, utilizou-se o método de cromatografia por fase
gasosa, com as condicOoes otimizadas para o equipamento marca HP
Agilent® modelo 6890N com detector por ionizagao de chama (GC-FID) o
gual também foi utilizado posteriormente na avaliacdao da biodegradacao
dos hidrocarbonetos. A coluna utilizada foi a HP-5, a qual tem a mesma
composicao da coluna DB-5, utilizada nas analises por GC-MS. A rampa de

aguecimento no método GC-FID esta descrita na Tabela 5.3, abaixo.

Tabela 5.2: Parametros da rampa de aquecimento para analises por GCMS

Temperatura | Aquecimento (°C.min™') | Permanéncia (minutos)
(°C)

40 -

40 a 250 5
250 -

250 a 280 10
280 -

Al (N DA

Tabela 5.3: Parametros da rampa de aquecimento utilizada nas analises
por GC-FID

Temperatura Aquecimento (°C.min™!) | Permanéncia (minutos)
(°C)
50 - 1
50 a 300 10 -
300 - 4

Para investigar os grupos de compostos quimicos predominantes,
analises de ressonancia magnética nuclear por protons (RMN-H*) foram
realizadas. Tais analises foram conduzidas em equipamento marca Varian,
modelo Unity Plus 300, cujos parametros e condicdes analiticas estdo

descritos na Tabela 5.4.

Para estudos posteriores da relacao carbono: nitrogénio (C: N)
foi realizada analise elementar, na determinacdo do percentual de
carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre (CHNS) presentes na amostra.
Para tal, utilizou-se o0 equipamento marca Carlo Ebra, modelo
CE - EA 1.110, dotado de coluna Porapac, atuando com temperatura de

combustdo de 1000°C. Os parametros estdo descritos na tabela 5.5.
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Tabela 5.4: CondigOes das analises de RMNH*

Marca Varian
Modelo Unity plus 300
Seqliéncia de pulso S2pul
Solvente CDCt5
Tempo de espera 1,5s
Pulso 45,00
Tempo de aquisicao 2,5 segundos
Repeticao 240 vezes
Observado C13
Desacoplamento H1
Poténcia 35 dB

Tabela 5.5: Condicdes analiticas para analise elementar

Marca Carlo Ebra
Modelo EA 1110
Temperatrura do forno | 1000°C
Coluna PORAPAC

Na caracterizacao fisico-quimica do residuo oleoso, foram
empregadas andlises de ponto de fulgor (ASTM D 93), massa especifica a
20/4°C (ASTM D 1298), viscosidade cinematica (ASTM D 445) no
laboratorio de analises de combustiveis da Universidade Federal de
Pernambuco (LAC- UFPE) e cor ASTM (ASTM D - 1500) nos laboratorios da

Petrobras Transportes S.A. (Transpetro) em Suape - Pernambuco.
5.2.2 Diversidade Microbiana no Residuo ndo tratado e no Residuo Tratado

A investigacdo da microbiota presente no residuo se deu por
técnicas classicas de isolamento de microrganismos hidrocarbonoclasticos
e tolerantes, e pela técnica molecular de eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE - Denaturing Gradient Gel Eletroforesis)
dos produtos de reacao em cadeia da polimerase (PCR - Polimerase Chain

Reaction) a partir do DNA total extraido.

Técnicas Classicas: Microrganismos Hidrocarbonoclasticos e Tolerantes

Os isolados microbianos foram obtidos a partir de pequenas

modificacdbes em metodologias consagradas (SEEGER et al, 1997;
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HANSON et al. 1993; BRADDOCK & CATTERALL, 1999; BROWN &
BRADDOCK, 1990). Para o isolamento por técnicas classicas, foram
adotadas estratégias de isolamento de microrganismos tolerantes e de

microrganismos hidrocarbonocldsticos, as quais estao descritas a sequir.
Isolamento de microrganismos hidrocarbonoclasticos:

Foram amostrados 0,1mL do residuo oleoso (conservado a 4°C) e
transferidos para placas de Petri em condicdes assépticas. Em seguida,
foram adicionados sobre as placas 9,9mL de meio mineral de Bushnnell-
Haas acrescido de agar, apds o que, todo o conteudo das placas foi
homogeneizado (técnica Pour plate). As placas foram entdo incubadas a

30+20C, sendo feitas observacdes diarias.
Isolamento de bactérias e fungos tolerantes:

Foram utilizados os antibidticos nistatina e cloranfenicol,
respectivamente, em meios de cultura PDA (Potato Dextrose Agar,
Oxoid™) e TSA (Tryptic Soy Agar, Oxoid™). Em placas de Petri
esterilizadas, foram introduzidos 0,1mL de residuo oleoso, e em seguida
acrescentados 9,9mL de meio de cultura e 100puL de antibidtico
(10pg.mL! de nistatina para isolamento de bactérias e 40ug.mL? de
cloranfenicol para isolamento de fungos), apds o que, o conteudo das

placas foi homogeneizado e as mesmas foram incubadas a 30+£2°C.

Apds 24 horas de incubacao, as placas provenientes de ambos os
procedimentos de isolamento foram retiradas para observacao, e os
diferentes morfotipos de col6nias encontrados foram repicados em tubos
de ensaio contendo meio de cultura fresco (PDA e TSA para tolerantes, e
Blsnnell-Haas para hidrocarbonoclasticos). Posteriormente, as culturas
foram caracterizadas morfologicamente através da microscopia Optica.
Com relacdao ao tipo de parede celular dos isolados bacterianos, foi
realizada a coloracao diferencial pelo método de Gram, separando-os em

dois grandes grupos com base na estrutura da parede celular. Estas
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metodologias de observacao foram baseadas em Cappuccino & Sherman
(1996).

Para o residuo tratado procedeu-se de forma semelhante a
descrita acima, tendo-se utilizado sub-amostras de 0,1mL das amostras
de residuo tratado do final de cada ciclo dos experimentos em biorreator

por batelada sequlencial.
Ecologia Molecular Microbiana: DNA total / PCR / DGGE

A técnica de DGGE foi aplicada na determinacao direta da
diversidade genética de populagdes microbianas complexas tendo como
base a eletroforese dos produtos de PCR em géis de poliacrilamida
contendo gradiente crescente de agentes desnaturantes (uréia e
formamida). Como determina a técnica, os fragmentos de mesmo
tamanho e seqliéncias nucleotidicas diferentes foram separados pela
diferenca na mobilidade das moléculas apds desnaturacdo quimica de seus
dominios (ROSADO, 1997). As solucdes, 0s reagentes e 0s meios

utilizados na técnica de DGGE, estdo descritos a seguir (Tabela 5.6).
Extracdo de DNA total das Amostras:

A extracdo de DNA do residuo e dos tratamentos, foi realizada
através do uso de Kit de extracdo (FastDNA® SPIN Kit for Soil) da BIO-
101 (Califérnia, EUA) baseando-se na extracdao direta. Amostras de 0,5mL
de residuo nao tratado previamente homogeneizadas foram utilizadas
para a extracao de DNA nesse kit. As amostras foram filtradas e em
seguida as membranas foram recortadas e recolhidas em tubos de
Eppendorf para aplicacao das seqliencias de reagentes do Kit de extragao
FastDNA®.

A qualidade e pureza do DNA obtido foram avaliadas através de
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). Amostras de DNA (5 uL) foram
misturadas com 5uL de corante para eletroforese e aplicadas nos géis. Os

géis foram submetidos a uma corrente elétrica de 90 V em tampao TBE
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0,5x pelo periodo de 1lhora e meia e, em seguida, foram corados com

brometo de etidio e fotografados sob luz U.V. em um sistema de captura

de imagem (IMAGO, B & L Systems).

Tabela 5.6: Reagentes, solucdes, meios requeridos para DGGE.

Tampao TBE 1X

Tris 89 mM
EDTA 2,5 mM
HsBOs 89 mM
Corante para Eletroforese de DNA
Glicerol 50%
EDTA, pH 7,5 20 mM
Azul de bromofenol 0,05%
Xilenocianol 0,05%
Solugoes do DGGE:
Acrilamida/Bisacrilamida 40%
Acrilamida 38,93 g
Bisacrilamida 1,07 g
Tampao TAE 50x
Trisma Base (Sigma) 2M
Acido acético glacial 1M
EDTA 50 mM
Tampao TAE 0,5X
Tris-acetato, pH 7,4. 20 mM
Acetato de sédio 10 mM
EDTA 0,5 mM
Solugdo desnaturante a 0% para gel a 6% de acrilamida
Acrilamida/Bisacrilamida 40% 15 ml
Tampao TAE 50x 2 ml
Agua bidestilada 83 ml

Solucdo desnaturante a 100% para gel a 6% de acrilamida

Acrilamida/Bisacrilamida 40% 15 mi
Tampao TAE 50x 2 ml
Formamida deionizada 40 ml
Uréia 42 g
Agua bi-destilada q.s.p 100 ml
Persulfato de amodnio (APS) 10%
Persulfato de amonio 0.1g
Agua destilada 1 ml

Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR:
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Apds a constatacdo da pureza das amostras por eletroforese,
estas amostras foram submetidas a uma reacao de amplificagao do
fragmento do gene rrs que codifica para o rRNA 16S. Para a amplificagao
do fragmento do gene que codifica para o rRNA 16S foram utilizados os
iniciadores: U968f-GC (“grampo” + 5" AAC GCG AAG AAC CTT AC 3') e
L1401r (5" GCG TGT GTA CAA GAC CC 3’) (NUBEL, 1999). O iniciador
U968f &€ homodlogo a regido 968-984 do gene rDNA de Escherichia coli,
enquanto que o iniciador L1401 € homdlogo a regido 1385-1401 deste
mesmo gene. Estes iniciadores amplificam a regiao da alga V6-V8 do RNA
ribossomal, que é mais variada do que as outras regides descritas na
literatura (WATANABE, 2001). As misturas foram feitas para um volume
final de amostra de 50uL (concentragdes de cada reagente apresentadas
na Tabela 5.7).

Tabela 5.7: Concentragdes dos reagentes do PCR - 16S (U968-L1401)

Reagente Concentracao Volume
Tampao 10x 5,0uL
MgCl, 25 mM 5,0uL
DNTPs 10 mM 1,0pL

Primer Forward 10uM 1uL (pmol/50uL)

Primer Reverse 10uM 1uL (pmol/50uL)
BSA 10mg/mL 0,5uL
Formamida 100% 0,5uL
Taqg 5 U/pL 0,5uL

O programa de PCR utilizado foi iniciado com um ciclo de
desnaturacao das fitas de DNA a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos
de 949C por 1 minuto, 55°C por 1minuto e 72°C por 2 minutos. O ciclo de
extensao final foi de 10 minutos a 72°C (PEIXOTO, 2002).

Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturantes - DGGE

Os géis de DGGE foram preparados com solucao de poliacrilamida
(6%) em tampao Tris-Acetato (pH 8,3). Foi estabelecido um gradiente de
40 a 70% de desnaturantes quimicos (formamida e uréia). As amostras

foram aplicadas em “Dcode TM Universal Mutation Detection System” e,
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em seguida, este gel foi submetido a uma corrida a 220V por
6 horas. Posteriormente estes géis foram corados com SYBR GREEN
(Molecular Probes) diluido na razao de 1/10.000 em tampao TAE 1x,
segundo especificagcdo do fabricante, por aproximadamente 40 minutos.
Em seguida, os géis foram observados sob luz U.V. e fotografados em um
sistema de captura de imagem STORM (Pharmacia, Amersham™) para a

construcao dos dendrogramas.

Com a imagem digitalizada dos géis, foi feita uma analise para
gerar o perfil densitométrico das bandas, utilizando o software Image
Quant™ (v 5.2). As bandas foram consideradas para a construcdo da
matriz, quando a altura do pico, referente a uma intensidade, ndo excedia
1% do somatério de todas as alturas identificadas, de acordo com o
protocolo descrito por Iwamoto (IWAMOTO, 2000). Com a matriz de
presenca e auséncia de bandas obtida, foi feita a analise de grupo. Os
calculos de similaridade foram baseados no coeficiente de Pearson, que
corresponde a medida de distancia. O coeficiente de correlagdao de Pearson
é altamente recomendado para a analise dos perfis gerados pela técnica
de DGGE (Nubel, 1996). Foi utilizado o método de UPGA para o calculo de
agrupamento no dendrograma gerado para o gel, utilizando o Software
Statistica™ for Windows v. 5.1 (Statsoft, USA).

OBSERVACAO: Para a investigacdo da diversidade das
populagdes microbianas complexas presentes no residuo tratado apos os
ciclos da batelada seqlencial Sqo2, foram empregados 0os mesmos
procedimentos experimentais aplicados na investigacdo do residuo ndo
tratado acima descrito. Diferindo-se apenas na amostragem, onde foram
utilizadas amostras provenientes dos quatro ciclos da batelada sequencial
Sqo02, @ qual foi escolhida por apresentar maior eficiéncia especifica de
biodegradacao (Eeg), e maior taxa de biodegradacao (discussao no
capitulo 6). Estes ensaios foram realizados com o intuito de investigar os
filotipos presentes no residuo importantes no processo de biodegradacao e

avaliar sua dinamica ao longo dos ciclos na batelada seqiencial.
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As amostras foram retiradas do biorreator pelo sistema coletor,
em volume aproximado de 5mL. Para a extracao do DNA total, 0,5mL
destas amostras foram filtrados em membranas poliméricas as quais
foram recortadas e em seguida os fragmentos recolhidos em tubos de

Eppendorf, para proceder-se a extragcdo com o kit Fast-DNA®.

Apds a extracdo e posterior corrida em gel de poliacrilamida, as
bandas mais significativas foram cortadas e em seguida foi realizado um
sequenciamento dos segmentos mais representativos (tanto para o
residuo ndao tratado como para o residuo tratado). Apds o
seqlienciamento, as seqiéncias de DNA reveladas foram insvestigadas
através do sistema de busca BLAST-N, e mostradas as identificacoes e
seus respectivos indices de similaridade, comparando-se com o banco de
dados GenBank.

5.3 Ensaios em Frascos Agitados
Selecao da Fonte de Nitrogénio

Foi realizada uma avaliacdo da fonte de nitrogénio mais eficiente
no processo de biodegradacao. Para tal, foram planejados experimentos
univariados, com as fontes de nitrogénio: nitrato de amonio (NH4NOs),
uréia ([NH,],CO) e nitrato de sédio (NaNOs). Estes experimentos foram
montados em frascos de Erlenmeyer de 250 mL, contendo 45 mL de meio
mineral de Blishnnel-Haas, 5mL de residuo oleoso, e relagdo C:N de 50:1.
A velocidade de agitacao utilizada foi de 150rpm. Foram feitas cinco
réplicas e os frascos foram mantidos nessas condicdes descritas por 15
dias. A fim de se estimar as perdas abidticas, foram realizados trés
controles abidticos (um para cada fonte de nitrogénio) a partir de
amostras de residuo oleoso filtrado em membrana de acetato-celulose de
0,45um. A variavel resposta utilizada foi o percentual de reducdo das
areas totais sob os picos cromatograficos de cada corrida, utilizando como

referéncia a area total dos picos cromatograficos do residuo dos controles.
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Por convencdo, esta variavel foi designada como percentual de reducdo de

HTCD (Hidrocarbonetos Totais Cromatograficamente Disponiveis).

De acordo com a massa especifica e o percentual em massa do
residuo oleoso (854,2 Kg.m™ e 78,87%, respectivamente) encontrou-se o
valor de 0,6737g de carbono por cm® de residuo, de acordo com a Equacao
5.1.

£.[%C]

[oc]= 10C

Equacao 5.1

Onde [oc] = densidade relativa de carbono em gramas por cm?®, o= densidade da
amostra em gramas por cm® e [%C] = percentual em massa de carbono na amostra.

Os calculos para as massas de nitrato de aménio (NH4NO3), uréia
([NH2]2CO) e nitrato de sddio (NaNOs) utilizadas em cada condigcao, sao
dados pelas Equacdes 5.2, 5.3 e 5.4 e as massas das fontes de nitrogénio
utilizadas de acordo com os calculos descritos estdao mostradas na Tabela
5.8.

mNH4NO3:([C]'VFBOJ/28 Equagao 5.2

CI/N

mNaNOS:([C]'V’ '85] /14 Equagdo 5.3
C/N

m(NH2)2CO:[[C(]:'\//"\'I6O]/28 Equagao 5.4

Onde: mNH,NO; = massa de nitrato de amodnio requerida; mNaNO; = massa de nitrato de
sodio requerida; m(NH,),CO = massa de uréia requerida; [C] = concentragdo de carbono
no residuo em gramas por cm?®; V, = volume de residuo em mililitros; C/N = proporgdo de
C na relagdo carbono-nitrogénio.

Tabela 5.8: Massas dos sais nas condigdes: C/N 50/1; volume de residuo 5mL;
volume util 50mL; velocidade de agitacao 250rpm e temperatura 30°C

Fonte de Nitrogénio Massa (g)
NaNO3 0,209
NH4NO; 0,192
(NH>).CO 0,144
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Planejamentos Estatisticos Fatoriais Fracionados

Para investigacdo dos parametros importantes no processo de
biodegradacdo do residuo oleoso, foram realizados dois planejamentos
estatisticos fatoriais fracionados (FFD - Factorial Fractional Design) com o

auxilio do software Statistica” versdo 6.0.

Primeiramente, montou-se um planejamento fatorial fracionado
com dois niveis e quatro fatores (2*'): pH inicial, relagdo carbono-
nitrogénio (C:N), relacdao volume de trabalho/capacidade do frasco
(Aeracao) e concentracao inicial de residuo (Carga Organica). Os
experimentos foram conduzidos em duplicata e com um ponto central,
totalizando dezoito corridas, realizadas em frascos de Erlenmeyer de
500mL em agitador rotativo com ajuste de temperatura a 28+1°C sob
agitacdo de 150rpm por 14 dias. A variavel resposta utilizada foi também

o percentual de redugao dos HTCD.

Para ajuste dos valores da variavel Aeracao, utilizou-se como
referéncia a relacdao entre o volume util e a capacidade dos frascos (head
space). Assim, codificou-se o valor minimo 1, como sendo aquele que
fornece menor condicdo de aeracao, representando a relacdo de volume
util/capacidade do frasco de 100/500; e ao nivel superior o valor 2,
representando a relagao de volume Uutil / capacidade do frasco de 50/500,
e 0 nivel intermediario o valor 1,5 representando a relagcdao 75/500. A
tabela 5.9 a seguir mostra os valores maximos, centrais e minimos de
cada uma das variaveis de interesse, indicando sua representagdao no

planejamento.

De acordo com as combinacdes produzidas aleatoriamente,
volumes variaveis de meio mineral de Blshnnell-Haas modificado e de
residuo oleoso, foram adicionados a cada frasco a fim de satisfazer as

diferentes condicOes de aeracdo, concentracao inicial de residuo e relagao
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C:N. Por conseqliéncia variou-se a concentracao de nitrato de amoénio

(NH4NO3) no meio mineral, bem como o volume total em cada frasco.

Essas variacoes estao mostradas na tabela 5.10.

Tabela 5.9: Planejamento experimental FFD 2**. valores minimos, centrais

e maximos
VARIAVEL Representacdo | Valor Ponto Valor
Minimo Central Maximo
Aeracao* Aeracao 1 1,5 2
(100mL)* | (75mL)* (50mL)*
pH pH 5,50 6,75 8,00
Concentracao inicial Carga 10,00 25,00 40,00
de residuo (%vV) Organica
Relagdo C:N 50,00 275,00 500,00
carbono:nitrogénio

*Qbservacdo: a variavel aeragdo, foram atribuidos os valores relativos, 1, 2 e 3, que
representam os niveis inferior, intermediario e superior respectivamente, contendo as
quantidades de meio nos frascos de 100, 75 e 50mL. Assim, o nivel 1 apresenta menor
aeracgdo, haja vista que, do trés niveis, é o que apresenta o maior volume de meio para o
mesmo frasco de 500mL; o nivel 2 é intermediario, por apresentar 75 mL de meio no
frasco de 500mL, e o nivel 3 fornece a melhor condicdo de aeragdo por apresentar 50mL
de meio distribuidos no mesmo frasco de 500mL, sendo este o nivel superior de aeracdo.

Tabela 5.10 - Quantidades de meio, residuo e NH4NO3 para as condicOes
exigidas no planejamento FFD 2**!

Ajustes Condicao
Corrida | Volume | Volume | Volume | Massa
de de meio de de Carga | Aeracao|C:N| pH
trabalho (mL) residuo | NH4;NOs | Organica

(mL) (mL) (9)
1 100 90,0 10,0 0,382 10 1 50 | 5,50
2 50 45,0 5,0 0,019 10 3 500 | 5,50
3 100 90,0 10,0 0,038 10 1 500 | 8,00
4 50 45,0 5,0 0,192 10 3 50 | 8,00
5 100 60,0 40,0 0,153 40 1 500 | 5,50
6 50 30,0 20,0 0,768 40 3 50 | 5,50
7 100 60,0 40,0 1,539 40 1 50 | 8,00
8 50 30,0 20,0 0,076 40 3 500 | 8,00
9 75 56,25 18,75 0,481 25 2 275 16,75

Assim como detalhado para a composicao das relacdes C:N nos

experimentos univariados, o valor percentual de carbono aplicado para a

amostra de residuo foi de 78,87%, e a densidade da amostra é de 854,2

Kg.m™, encontrando-se o valor de 0,6737g de carbono por cm® de residuo,
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de acordo com a equacao 5.1, mostrada anteriormente. O célculo para a
massa de nitrato de amonio utilizada em cada condicdo é dado pela
equacao 5.2, também ja mencionada. Cabe lembrar que os valores de
densidade do residuo bem como de percentual de carbono, sao discutidos

no capitulo de resultados e discussao.

A Tabela 5.11 abaixo mostra a composicdao original do meio de
Bldshnnell-Haas segundo Atlas (1995a), o qual foi adaptado para utilizagao

nos experimentos em frascos agitados.

Tabela 5.11: Meio mineral de Bushnnell-Haas (ATLAS 1995b)

Componente

KH,PO, 1,009
KoHPO, 1,009
NH4NO; 1,009
MgS04.7H,0 0,20g
FeCls 0,05¢g
C,:aC|2.2H20 0,029
Agua destilada 1000,00 mL

pH 7,0+0,2

O segundo planejamento foi realizado apds analise e avaliacao da
influéncia da variavel concentracdo inicial de residuo no planejamento
anterior (discussdo no capitulo seguinte). Utilizou-se o planejamento
fatorial fracionado com trés niveis e quatro fatores (FFD 3*!), em
duplicata, totalizando 54 corridas. As variaveis independentes estudadas
foram: Carga Organica, Agitacao, Relacao carbono-nitrogénio (C:N) e pH,
as quais estdao mostradas, com seus respectivos niveis, na tabela 5.12. Os
experimentos foram conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 500mL
submetidos a temperatura de 28+1°C, volume de trabalho de 100mL,
durante 14 dias (Figura 5.2).

Os ajustes de quantidade de meio de cultura, massa de nitrato
de amonio para ajuste da relacao C:N, e volume de residuo, foram feitos

de acordo com o descrito anteriormente para o planejamento FFD 2%1,
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Tabela 5.12: Variaveis e niveis estudados:
fracionado 3**

100

Planejamento fatorial

Niveis
Variaveis Inferior | Intermediario | Superior
pH inicial 5,50 6,75 8,00
Relacao C:N 50:1 425:1 800:1
Carga Organica 10 40 70
Agitacao 50 150 250

Na Tabela 5.13, estao mostradas as condicbes e as quantidades

ajustadas de nitrato de amonio (NH4NO3), meio mineral e residuo, a fim

de satisfazer as condicOes requeridas no planejamento fatorial fracionado

com trés niveis e quatro fatores (FFD 3*1).

A fim de se determinar as perdas abidticas para cada condicao

estabelecida na Tabela 5.13 a seguir, bem como para se determinar a

perda abidtica média, foram realizadas 27 corridas em paralelo nas

mesmas condicoes de temperatura, agitacao e tempo total de processo

para cada frasco, com o residuo filtrado em membrana bioldgica de

acetato-celulose com porosidade de 0,45um. Procedimento semelhante foi

adotado na estimativa das perdas abidticas no FFD 2%, sendo realizadas

neste caso 9 corridas adicionais.
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Tabela 5.13: Quantidades de meio, residuo e NH4NO3 para as condigoes
exigidas no planejamento FFD 3%

Ajustes Condicao
Corrida | Volume | Volume | Massa de Carga Velocidade

de de NH4NOs | pH | C:N| Organica de

meio residuo (9) Agitacao

(mL) (mL)
1 135,0 15,0 0,57 55| 50 10 50
2 90,0 60,0 2,30 55| 50 40 250
3 45,0 105,0 4,04 55| 50 70 50
4 135,0 15,0 0,06 5,5 | 425 10 250
5 90,0 60,0 0,27 5,5 [425 40 50
6 45,0 105,0 0,47 5,5 | 425 70 50
7 135,0 15,0 0,03 5,5 /800 10 150
8 90,0 60,0 0,14 5,5 800 40 50
9 45,0 105,0 0,25 5,5 /800 70 250
10 135,0 15,0 0,57 6,7 | 50 10 250
11 90,0 60,0 2,31 6,75 | 50 40 150
12 45,0 105,0 4,04 |6,75| 50 70 50
13 135,0 15,0 0,07 |6,75|425 10 150
14 90,0 60,0 0,27 6,75 | 425 40 50
15 45,0 105,0 0,47 6,75 | 425 70 250
16 135,0 15,0 0,04 6,75 | 800 10 50
17 90,0 60,0 0,14 6,75 | 800 40 250
18 45,0 105,0 0,25 6,75 | 800 70 150
19 135,0 15,0 0,57 8,0 | 50 10 150
20 90,0 60,0 2,31 8,0 | 50 40 50
21 45,0 105,0 4,04 8,0 | 50 70 250
22 135,0 15,0 0,06 8,0 | 425 10 50
23 90,0 60,0 0,27 8,0 [ 425 40 250
24 45,0 105,0 0,47 8,0 | 425 70 150
25 135,0 15,0 0,04 8,0 | 800 10 250
26 90,0 60,0 0,14 8,0 | 800 40 150
27 45,0 105,0 0,25 8,0 | 800 70 50

5.4 Experimentos em Biorreator

Os experimentos em biorreator foram conduzidos em duas
etapas: a primeira etapa, consistiu na realizagao de bateladas de ajuste
em condicoes extremas (condigcdes em que o percentual de reducao dos

HTCD seria minimo) previstas pelo modelo estatistico gerado,
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objetivando-se a verificacao da transposicao de escala para experimentos
em biorreator, a determinacdo das perdas de agua e de residuo oleoso por
volatilizacao, a padronizacao e validagcao do sistema de amostragem e,
por conseguinte, a verificagdo da relacdao agitacao/aeracao que melhor
favorecesse a biodegradacao. A segunda etapa consistiu na condugao de
bateladas simples e seqlienciais com parametros definidos e ajustados de

acordo com os resultados das bateladas iniciais.

As bateladas foram conduzidas em biorreator modelo Biostat B®
Bioreactor (B. Braun Biotechnology International). O biorreator consistiu
em recipiente de vidro de 5 litros, coberto, com fundo redondo, volume
util de 3 litros. A porta central foi ocupada por um agitador mecanico com
um par de impelidores do tipo turbinas de Houston. Numa segunda porta,
localizou-se o tubo de suprimento de ar, com anel para difusao, através
do qual o ar foi passado para prover o oxigénio. O ar foi primeiro passado
por um sistema umidificador cuja finalidade foi a de minimizar a
evaporacao. Uma terceira porta foi utilizada para transferir o residuo
oleoso, a qual permaneceu vedada quando ndo estava em uso. A quarta e
a quinta portas foram utilizadas para medir o pH e oxigénio dissolvido,
respectivamente. Para a conexao com o sistema de exaustdo de gases /
vapores do reator, foi utilizada uma sexta porta, a qual continha um filtro
SepPAK™ C;g acoplado para coleta dos compostos volateis. Duas outras
portas foram utilizadas para dar suporte ao controle de pH por intermédio
da adicdo automatica de hidroxido de sddio 2N (NaOH) e acido cloridrico
2N (HCY). Todas as conexdes foram devidamente vedadas para minimizar

a emissao de compostos volateis e de liquidos.
5.4.1 Ajustes das Condicdes Operacionais

Trés bateladas de ajuste, designadas, respectivamente, SAos,
SAp2 e SAps, foram conduzidas. Na primeira delas, utilizou-se uma carga
organica inicial de 30% v/v, e relacao C:N de 5:1. Estes valores de carga

organica e relacdo C:N, segundo o modelo estatistico gerado, nao
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produziriam efeito significativo na degradacdo do residuo (discussao do
modelo no capitulo 6). A velocidade inicial de agitacdo foi ajustada para
500rpm, o percentual de oxigénio dissolvido, para 74%, e a taxa de
aeracao 1,5vvm, na primeira batelada. Estas condicdes foram modificadas
nas outras duas bateladas subseqlientes, de acordo com os resultados
obtidos de perdas por volatilizacao. O tempo total de processo foi de 200
horas. Os parametros das bateladas de ajuste estdo descritos na Tabela
5.14.

Tabela 5.14: Condigdes operacionais do biorreator nas bateladas de ajuste

Batelada

Parametro SAo1 SAg> SAos

Velocidade inicial de agitacao (RPM) 500 300 300
Taxa de aeragao (vvm) 1,5 0,5 0,5
Percentual de oxigénio dissolvido (%) 74 35 35

Temperatura (°C) 301 301 301

pH 7,0£0,2|7,0+0,2|7,0£0,2

Volume util (L) 3,0 3,0 3,0
Carga organica (%v/v) 30 30 10
Relagao C:N 5:1 5:1 5:1

A figura 5.3 abaixo mostra a montagem do biorreator.

i

‘ — L
P — 0| |
FEES @ gEm

Figura 5.3: Montagem do biorreator
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5.4.2 Bateladas Simples e Sequenciais

Foi realizada uma batelada simples designada So; e duas
bateladas seqienciais com trés e quatro ciclos, designadas Sqo1 € Sqo2,
respectivamente. Apds cada ciclo das bateladas seqienciais, foi avaliada a
eficiéncia de biodegradacao (Eg), a eficiéncia especifica de biodegradacao
(Ees), a taxa de biodegradacao a cada ciclo das bateladas seqiienciais, e a
tensao superficial da fase aquosa. A ecotoxicidade da fracao sollvel em
agua (FSA) foi investigada apenas no residuo nao-tratado e nos ciclos 2 e
4 da batelada seqiencial Sqo,. A avaliagao da tensao superficial na
batelada simples foi realizada no inico e no final de cada batelada. As
condicdes da batelada simples e das bateladas seqlienciais estao descritas
na Tabela 5.15.

Tabela 5.15: Parametros das bateladas simples e seqlienciais

Parametro Batelada
So1 Sqo1 Sq02
Velocidade inicial de agitacao (RPM) 300 300 300
Taxa de aeragao (vvm) 0,5 0,5 0,5
Percentual de oxigénio dissolvido (%) 35 35 35
Temperatura (°C) 30+1 30+1 30+1
pH 7,0£0,2 7,0+£0,2 7,0+0,2
Volume util (L) 3,0 3,0 3,0
Carga organica (% v/v) 10 10 10
Relacao C:N 300:1 300:1 300:1
Numero de ciclos - 3 4

5.4.3 Ensaios de Respirometria

Para avaliar a extensdo do consumo de oxigénio associado ao
crescimento e a biodegradacao do residuo oleoso pela microbiota, lancou-
se mao de métodos respirométricos. Os experimentos envolvendo
respirometria foram conduzidos em respirbmetro, modelo BI 2000,
Bioscience Company™, Pensylvania EUA, equipado com frascos com
capacidade maxima de 1000 mL. Adotou-se a estratégia de avaliagdo do
perfil de consumo de oxigénio pela microbiota ndo aclimatada presente no

residuo (nao-tratado) comparando-se com o perfil de consumo de
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oxigénio da microbiota aclimatada proveniente do material tratado do final

dos ciclos 1, 2, 3 e 4 da batelada Sqo>.

Ao final de cada ciclo citado, foram retiradas aliquotas de 50mL
da fase aquosa, constituindo assim o indculo, e adicionados aos frascos de
respirometro, juntamente com 50mL do residuo, e 400mL de meio
mineral de Bushnnell-Haas. Para o experimento com residuo ndo tratado
utilizou-se apenas 50mL de residuo e 450mL de meio mineral. As

condicOes experimentais do respirdmetro estao descritas na Tabela 5.16.

Tabela 5.16: condigOes operacionais do respirébmetro

Parametros Valores

Intervalo de aquisicdao de dados | 0,05 h
Volume Util 500mL
Temperatura 30+10C
pH 7,0+0,2

Relagcdao C:N 300:1

Inéculo (%v/v) 10%

Carga organica (%v/Vv) 10%

5.4.4 Determinacdes Analiticas
- Amostragem e Preparacao das amostras do Biorreator

As amostras foram retiradas do biorreator através de um sistema
de amostragem proprio, utilizando-se uma seringa de 20mL, acoplada ao
tubo coletor de amostras, o qual alimentava uma linha de amostragem
por diferenca de pressao entre o interior do biorreator e o meio externo
(Figura 5.4). As amostras foram coletadas a cada 10 horas para as
bateladas SAoi, SAo2, SAo3, So1 € Sqo1, € @ cada 12 horas para a batelada
Sq02, €m volume aproximado de 5mL, e adicionados volumes de 4mL a
6émL de diclorometano nas amostras que eram retiradas ao final de cada
ciclo para as bateladas sequenciais, e nas amostras iniciais e finais das
bateladas simples e simples de ajuste. Eram registrados os volumes de
diclorometano, de amostra coletada, bem como o volume da fase orgéanica
obtida.
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Figura 5.4: Sistema de amostragem do biorreator

A partir da adicdo do diclorometano, as amostras eram
subdivididas em duas: 1) uma contendo a fase aquosa, na qual foi
realizada a quantificacdo de biomassa; 2) outra contendo a fase organica,

da qual era retirada uma aliquota para avaliagao da biodegradacao.
- Quantificacao de Biomassa

Da fase aquosa eram retirados 3mL e em seguida centrifugados a
10.000 rpm, a 10°C por 20 minutos. O material centrifugado era filtrado
em membrana de 0,45um (devidamente tarada) e seca a 80°C, por, no

minino 24h, até massa constante.

- Avaliacdo da Eficiéncia de Biodegradacao (Eg), Eficiéncia Especifica de

Biodegradacao (Egs) e taxa de Biodegradacao

Da fase organica, era retirado 1pL, e injetado no CG-FID. Tal qual
na caracterizacao dos hidrocarbonetos presentes no residuo nao tratado,
utilizou-se também o método de cromatografia por fase gasosa, com as
mesmas condicdes descritas, e a mesma rampa de aquecimento. Para
avaliar a reducao dos HTCD, calculou-se a eficiéncia de biodegradacao
(Eg). A Eg é representada pelo quociente entre a area total dos picos dos

HTCD de um dado ponto amostral, e a area total dos HTCD de um ponto
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inicial de amostragem (nho caso das bateladas sequenciais, os pontos
iniciais sao aqueles imediatamente apds a carga do biorreator) como

descrito na Equacao 5.5 a seguir:

E; =100- A .100 Equagdo 5.5

cO

Onde: A, = area total corrigida dos HTCD de um ponto amostral; Ag= area total
corrigida dos HTCD do ponto inicial do processo.

Para a avaliacdo da biomassa média efetivamente comprometida
com o processo de biodegradacao dos HTCD a cada ciclo nas bateladas
Sqo1 € Sqo2, determinou-se a eficiéncia especifica de biodegradagao (Ees)
gue, por convengao, assumimos como sendo o quociente entre a Eg ao
final de cada ciclo e a biomassa acumulada ao final de cada ciclo (Equacgao
5.6).

E
E - B ~
EB m, Equacao 5.6

Onde: Eg= eficiéncia especifica de biodegradacdon (em %.g™'); mB = biomassa ao final
do ciclo; Eg= eficiéncia de biodegradagdo (percentual)

- Validacao da amostragem em biorreator

Devido a heterogeneidade do sistema, a técnica de amostragem
realizada diretamente no biorreator foi avaliada quanto a sua
reprodutibilidade. Foram recolhidas cinco amostras em intervalos de
tempo proximos, cujos volumes foram medidos e em seguida foi
adicionado volume conhecido de diclorometano. Os volumes das fases
organicas totais foram registrados. As areas totais dos picos
cromatograficos gerados por cada amostra injetada foram registradas e

corrigidas pelo fator de correcao determinado pela Equacgao 5.7.

A Tabela 5.17 mostra os valores obtidos na validacdo da

amostragem, indicando média, desvio padrdo e desvio percentual.
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V
Ac = TR/ A Equacdo 5.7
.

Onde A.= area total corrigida; Vro = volume da fase organica depois de adicionado
diclorometano a amostra; V., € o volume de amostra coletado e A, é a area total dos
picos cromatograficos apds a injegao.

Tabela 5.17: Validagdao da amostragem em biorreator

Repeticdo | Volume  Volume Volume Area picos Area
amostra solvente fase organica (sinal pA) corrigida

1 5,5 4,7 8,5 1,72+0,3 2,66

2 3,6 3,5 7,8 1,64+0,08 2,64

3 6,0 3,0 7,0 2,06£0,06 2,40

4 3,9 6,0 8,5 1,31+0,02 2,86

5 5,4 3,6 7,5 2,14+0,04 2,97

Média = 2,71; Desvio padrao = 0,22; Desvio percentual = 8,08%

- Determinagao da Tensao Superficial da Fase Aquosa

Para se determinar a tensao superficial da fase aquosa do
material tratado, foram retiradas amostras de cinqlenta mililitros deste
material e procedeu-se as analises pelo método DiNoy (ASTM, 1999), em
equipamento marca Kriss modelo K-11 (Figura 5.5). O equipamento foi
programado para realizar cinco leituras por amostra, admitindo desvio

padrao menor ou igual a 0,2.

Figura 5.5: Tensiometro Kriiss - método do anel (ASTM D - 971)
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5.5 Ensaios de Ecotoxicidade

O residuo oleoso foi investigado quanto a sua toxicidade para
organismos representativos da biota local. Foram amostrados cerca de
150mL de material proveniente do biorreator ao final dos ciclos 2 e 4 da
batelada Sqg> € em seguida, a fase organica destas amostras foi extraida
com 150mL de hexano. A extracao foi realizada em trés vezes, utilizando-

se 50mL de hexano em cada vez, em funil de decantacgao.

Em funcdao da extracao do material biodegradado ter sido feita
com hexano, os ensaios também foram realizados com este solvente, a

fim de se estudar sua influéncia na toxicidade do material extraido.
Os ensaios foram realizados em duas etapas:

Primeira etapa - consistiu na extracdo da fracao soluvel do
residuo na fase aquosa ou fracao solluvel em agua (FSA); Segunda etapa -
consistiu nos ensaios ecotoxiclégicos propriamente ditos, os quais foram
realizados com o0s organismos-teste Crassostrea rhizohophorae,

Echinometra lucunter e Pseudokirchneriella subcaptata.
12 Etapa: Obtencdo da FSA

Foram utilizados frascos tipo Mariott com capacidade para 500mL
e 1000mL. Para os ensaios com ourico-do-mar (E. lucunter) e com ostras
(C. rhizophorae), utilizou-se agua do mar filtrada e esterilizada com
salinidade ajustada para 28%o. Para os ensaios com microalgas (P.
subcaptata), utilizou-se agua destilada esterilizada. Nos respectivos
frascos adicionou-se 10% v/v do residuo a ser testado. Deixou-se agitar o
volume de cada frasco por 24 horas com o auxilio de barras magnéticas,
criando-se um vortex de aproximadamente !4 da altura da coluna de
liguido, como indicado pela seta na Figura 5.6. Apds esse periodo, foram
retirados volumes da fracdo soluvel em agua (FSA) para proceder as

diluicoes.
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y

Figura 5.6: Obtengcao FSA: Agitacao em Frascos Mariott

22 Etapa: Ensaios Ecotoxicoldgicos a partir da FSA

Apds a extracdo da fracdao soluvel em agua, procedeu-se aos

testes especificos de ecotoxicidade, descritos a seguir:

5.5.1 Testes com Embrides de Ourigco-do-Mar Echinometra Ilucunter
(LINNAEUS, 1758)

Cerca de vinte e cinco individuos adultos da espécie de ourico-do-
mar Echinometra lucunter foram coletados por mergulho na regidao da
Praia da Barra em Salvador, Bahia — Brasil (12° 97'33"S e 38° 51'33"W)
(figura 5.7).

Figura 5.7: Espécimes de E. lucunter em habitat natural, Praia da Barra
(Salvador, Bahia, Brasil: 120 97'33"S e 38° 51'33"W)
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Escopo do teste:

O teste consistiu na exposicao de ovos de ourico em divisao a
varias concentracdes de amostras liquidas contendo fracdo solluvel dos
agentes estressores, por um periodo de 36 horas. Apds esse periodo,
foram contabilizados os embrides com anormalidades no seu
desenvolvimento, e reportados em termos de percentual de anormalidade.
A Figura 5.8 mostra embrides de E. lucunter com desenvolvimento normal
e anormal. Para o calculo da concentracao efetiva do poluente que causa
anormalidades em 50% da populacao de embrides testada (CEsp),
utilizaram-se os métodos estatisticos Probit e Trimmed Spearman Karber
(HAMILTON et al., 1977).

Figura 5.8: Embrido de E. lucunter (desenvolvimento normal: esquerda;
desenvolvimento anormal: direita)

Obtencao dos Gametas:

Apds a coleta, os individuos foram previamente lavados com
agua de diluicdo (agua do mar esterilizada). Em seguida injetou-se
aproximadamente 2,5mL de uma solucdo de cloreto de potassio (KCt)
0,5M em pontos diametralmente opostos na regidao perioral. Apds a
injecao de KCt os individuos foram colocados em bandejas plasticas e

separados os machos das fémeas. Os O6vulos, diferenciados dos
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espermatozdides pela coloracdo amarelo-alaranjada, foram coletados
diretamente do meio e foram retiradas sub-amostras com pipeta Pasteur.
O esperma, de coloracao branca, foi coletado diretamente com pipeta
Pasteur e colocado em béquer de 30mL, proporcionando uma solucdo de

esperma com 0,5mL de esperma para 25mL de agua do mar.
Fecundacao dos Gametas:

Da solugao de esperma foram retirados de 1 a 2mL e adicionados
ao béquer contendo os 6vulos, sendo aguardado um periodo de 5
minutos. Em seguida, a solucdo contendo os ovos fecundados foi diluida
para 1%. Trés sub-amostras de 1mL foram retiradas para contagem dos
ovos. Ajustaram-se os experimentos para que cada frasco teste contivesse

uma densidade de 30 ovos por mL.
Montagem do teste:

Os ensaios foram realizados em frascos de boca larga com
capacidade para 100 mL (figura 5.9). Foi utilizada como agua de diluicao,
agua do mar com salinidade ajustada a 28%o, filtrada e autoclavada 48
horas antes do teste, para estabilizacao do pH. As solugbes foram
preparadas no dia do teste. Foram estabelecidas concentragdes
percentuais da FSA de cada tratamento, em progressdao geomeétrica,
utilizando-se valores tabulados: 2,2%; 4,6%; 10,0%; 22,0%; 46,0% e
100,0% para cada tratamento. Tais concentracdes foram utilizadas com
base em testes preliminares realizados com derivados de petrdleo
(PAIXAO et al., 2007).
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Figura 5.9: Frascos utilizados com E. lucunter e C. rhizophorae.

Foi estabelecido o intervalo de concentragdoes delimitado pela
menor concentragcao que ocasionasse anomalias no desenvolvimento de
100% dos organismos e pela maior concentragao que ndo ocasionasse tais
efeitos. Para cada concentracdo, foram utilizadas seis réplicas. Para cada
tratamento foi utilizado um controle branco com agua de diluicao em oito
réplicas, com a finalidade de reproduzir as variagdes do organismo nas
condicdes mais proximas das condicdes ambientais. A sensibilidade do lote
de organismos utilizados foi avaliada mediante teste paralelo de
toxicidade realizado com a substancia padrao de referéncia dodecil Sulfato
de Sodio (DSS), nas concentracdoes de 0,32; 0,56; 1,0; 1,8 e 3,2 ppm
(PEREIRA et al., 2001).

5.5.2 Testes com Embrides de Ostra de Mangue Crassostrea rhizophorae
(GUILDING, 1828)
Escopo do teste:

O teste realizado consistiu na exposicdo de embrides da espécie
de ostra Crassostrea rhizophorae a varias concentracdes do agente

estressor por um periodo de 24 horas em condicdes prescritas
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(NASCIMENTO et al 1989). Determinou-se entdao, a concentracao efetiva
média da amostra que causa desenvolvimento anormal em 50% de uma
populacdo de embrides por um periodo de exposicdao de 24 horas (CEsg-
24h). A figura 5.10 mostra exemplos de desenvolvimento normal e

anormal de embrides de C. rhizophorae.

Hormal

Anormal

Mormal

Figura 5.10: Desenvolvimento normal e anormal de embrides de C.
rhizophorae

Obtencao dos Embrides:

Para obtencdo de embrides, recorreu-se a utilizacdo de ostras
provenientes de areas ndo poluidas. As ostras foram entdo abertas, e os
espermatozodides e ovocitos imediatamente retirados com pipeta Pasteur,
e colocados separadamente em recipientes com agua do mar filtrada
(salinidade ajustada 28%o0), semelhantes aos recipientes utilizados nos
testes com ourico-do-mar. A suspensdo de ovdcitos foi agitada e em
seguida foi tomada uma aliquota de 1mL contando-se em camara de
Sedgwick-Rafter e ajustando-se a 10° ovécitos por litro. A suspensdo foi
entao filtrada em malha de 150um, desprezando-se o material retido no
filtro. Acrescentou-se 2,0mL da suspensdao de espermatozdides em 1 litro

da suspensdo de ovocitos. Foram retiradas entdo trés sub-amostras de
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0,1mL diluindo-se para 1mL, contando-se os embrides e ajustando-se
para 1000 embrides por 100mL nos recipientes de teste, com agua do

mar filtrada e esterilizada.
Execucdo do teste:

Os recipientes de teste foram numerados aleatoriamente,
fazendo-se registro das concentracdes correspondentes. As concentragoes
da FSA de cada tratamento, bem como as concentragdes utilizadas no
ensaio paralelo com DSS, as quantidades de réplicas e o controle branco

foram os mesmos utilizados nos testes com ourigo-do-mar.
5.5.3 Testes com Microalga Dulciaquicola Pseudokirchneriella subcaptata

Estes ensaios consistiram na exposicao do organismo-teste a
varias diluicdbes da amostra, por um periodo de 96 horas. O efeito toxico
foi determinado pela inibicdo do crescimento da biomassa algacea nos
recipientes-teste comparado com o controle, sob as mesmas condicdes de
ensaio (CIs50-96).

Organismos-teste:

Os testes foram realizados com microrganismos provenientes de
culturas de microalgas dulciaqlicolas da espécie Pseudokirchneriella
Subcaptata, cultivadas no Laboratério de Biologia Marinha e
Biomonitoramento da Universidade Federal da Bahia (LABIOMAR - UFBA),
mantidas em condigbes controladas de temperatura e luminosidade, de
acordo com a técnica descrita por Aidar et al. (2002). Na Figura 5.10,

estao representadas células da espécie de microalga P. subcaptata.

Execucdo do teste:

Os microrganismos foram submetidos a diferentes concentragdes
da fracdo soluvel em agua de cada tratamento. Para os tratamentos,
foram utilizadas as mesmas concentragdoes dos testes com ourigco e ostras,

sendo os ensaios em triplicata, expondo organismos do mesmo pool
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génico, reduzindo a variabilidade dos resultados. Nestes ensaios também
se utilizou a comparacdo com amostras-controle e com a substancia
padrao de referéncia DSS. As concentracdes de DSS utilizadas foram: 4,0;
8,0, 16,0; 32,0 e 64,0 ppm. O controle consistiu apenas em &gua
destilada, esterilizada, enriquecida com meio de cultivo L.C. Oligo (AIDAR
et al., 2002). O volume da cultura de P. subcapitata acrescentado aos
recipientes de teste foi ajustado a uma densidade inicial de 1.000 cel.ml ™.
Os recipientes de teste foram mantidos sob condigcdes controladas de
temperatura, iluminacao constante e agitados manualmente duas vezes
ao dia. O efeito téxico foi determinado através da densidade celular das
culturas de algas observada em camara de Neubauer (base de calculo
para os valores de Clsp-96h - concentracdao que causa inibicao de
crescimento em 50% da populacao de microalgas em relagdao ao controle
no periodo de 96 horas). A determinacdo dos valores de Clso-96h foi feita
através do Método Trimmed Spearman Karber (HAMILTON et al., 1977).

Figura 5.11: Fotomicrografia de células da espécie P. subcaptata.
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CAPITULO 6

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo destina-se a exposicdao e discussao dos
resultados obtidos a partir da realizagdo dos experimentos planejados na
etapa experimental da Tese. Esquematicamente, para sistematizar as

discussdes, agrupamo-las em quatro partes:

12 parte - Com o objetivo de conhecer as propriedades do
residuo que pudessem influenciar na configuracdo do biorreator, na
otimizacao das condicdes de biodegradacao e na toxicidade frente a
organismos-testes representativos da biota local, a primeira parte
ocupa-se da caracterizacdo do residuo. Nela, estdao descritas as
metodologias empregadas para caracterizagdo quimica, fisico-quimica,
microbioldgica e ecotoxicoldgica, e a exposicao dos resultados obtidos.
Esta parte abrange o topico 6.1. Para melhor descrever e visualizar as
mudangas na comunidade microbiana mista do residuo a partir do
emprego da batelada seqliencial, a caracterizacdo microbiolégica do

residuo nao-tratado serd mostrada na terceira parte deste capitulo, onde
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a dinamica microbiana e suas possiveis relagdes com a eficiéncia do

processo serao vistas de uma forma mais ampla;

238 parte - Nesta parte, foram realizados ensaios de
biodegradabilidade em frascos agitados, cuja finalidade foi estudar os
parametros influenciadores da biodegradacao do residuo, bem como de
otimizar as condicdes de biodegradabilidade do mesmo. Estao discutidos
os procedimentos experimentais, desde a selecao da fonte de nitrogénio,
a discussao dos resultados obtidos com a execucao dos Planejamentos
Estatisticos Fatoriais Fracionados, até a indicacao das melhores condicdes
de conducao do processo. Alguns resultados nortearam experimentos
subseqientes, cujo delineamento foi previamente descrito no capitulo
anterior (Capitulo 5). E o que ocorre com o Planejamento Estatistico
Fatorial Fracionado com trés niveis e quatro fatores, o qual foi concebido a
partir da analise dos resultados obtidos com o Planejamento Estatistico
Fatorial Fracionado anterior, com dois niveis. As razb0es pelas quais foi
feito esse novo delineamento serao discutidas em maiores detalhes.
Semelhantemente, o calculo da massa da fonte de nitrogénio descrito no
capitulo anterior, é dependente dos resultados da andlise elementar
(CHNS) e das analises fisico-quimicas do residuo oleoso, que também aqui

no presente capitulo detalharemos. Esta parte inclui o topico 6.2;

32 parte - Deteve-se ao tratamento do residuo em biorreator
aerado e agitado. Bateladas de ajuste foram realizadas para investigar
parametros importantes como as perdas por volatilizacdo, e as taxas de
aeracao adequadas. Foram também realizadas bateladas simples e
sequenciais, sendo conduzido um estudo comparativo entre os modos de
operacao, analisando-se as vantagens e desvantagens associadas, como
serd detalhadamente mostrado e discutido ao longo desta parte do
capitulo. Oportunamente, avaliar-se-do os resultados das investigagoes
acerca da diversidade molecular microbiana da comunidade mista,
buscando-se possiveis relacdes entre variagdoes em tal dinamica, com as

variacoes nas taxas de biodegradacdo, na eficiéncia de biodegradacao e
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na eficiéncia especifica de biodegradacdao. Serdao mostrados ai, os
principais grupos microbianos envolvidos no processo de biodegradagao
do residuo oleoso e a fase do processo em que ocorrerdao mudancas
significativas na populacdao. Nesta parte, estdo contemplados os tépicos de
6.3 a 6.5;

42 parte — Por fim, a quarta e ultima parte, que abriga o tdpico
6.6, deter-se-a a discussdo da efetividade do processo quanto a reducao
da ecotoxicidade do residuo. Para verificar o nivel de influéncia do
tratamento na qualidade ambiental do residuo tratado, foram avaliadas e
discutidas as redugdes na ecotoxicidade do material bioprocessado na
batelada sequencial conduzida por quatro ciclos, comparando-se esses

efeitos com aqueles verificados para o residuo nao-tratado.

Adicionalmente no tdépico 6.7 sao mostradas algumas relagoes
estabelecidas a partir de observacdes individuais de cada topico aqui
relacionado, que servirdao de subsidio para a elaboracao das conclusoes,

as quais serao expostas no capitulo seguinte (Capitulo 7).
6.1 Caracteristicas do Residuo Oleoso

O residuo estudado apresenta algumas caracteristicas fisico-
guimicas semelhantes as do éleo Diesel comercial. Trata-se de um residuo
caracteristicamente parafinico, com reconhecida toxicidade para os
organismos testados (IRWIN, 2001). Dentre os hidrocarbonetos
encontrados, verificou-se a presenca majoritaria de alcanos de cadeia
normal e alguns alcanos de cadeia ramificada como o pristano e o fitano,
gque sao, em geral, utilizados como compostos indicadores de

recalcitrancia em estudos de biodegradabilidade.
6.1.1 Caracteristicas Composicionais e Fisico-Quimicas

Analises fisico-quimicas

EDELVIO DE BARROS GOMES



CAPITULO 6 — RESULTADOS E DISCUSSAO 120

As anadlises fisico-quimicas de ponto de fulgor, densidade,
viscosidade cinematica e cor ASTM foram realizadas atendendo aos
critérios exigidos pela Agéncia Nacional do Petrdleo (ANP, 2000), os quais
sao concordantes com as normas da American Society for Testing and
Materials (ASTM). Tais analises foram realizadas no Laboratério de
Analises de Combustiveis da Universidade Federal de Pernambuco (LAC -
UFPE). A anadlise de cor ASTM (ASTM D - 1500) foi realizada no
Laboratorio de Controle de Qualidade de Combustiveis da Petrobras
Transportes S.A. (TRANSPETRO) em Suape, Pernambuco - Brasil.

A Tabela 6.1, mostra os resultados das analises fisico-quimicas e

as respectivas normas da ASTM que regem o método de analise.

Tabela 6.1: Propriedades fisico-quimicas do residuo oleoso

Item Propriedade Unidades Valores Método
01 | Densidade Kg/m? 854,20 ASTM D - 1298
02 Ponto de fulgor oC 90,00 ASTM D - 93
03 Viscosidade cSt 4,33 ASTM D - 445
cinematica a 40°C

04 Cor ASTM Adimensional 4,00 ASTM D - 1500
05 | Aspecto visual Nao possui Material -

solido em

suspensao

De acordo com estes valores obtidos, o residuo oleoso (Figura
6.1) encontra-se dentro das especificagdes da ANP para 6leo Diesel nos
itens 01, 02 e 03 (ANP, 2000). Para os itens 04 e 05 (cor ASTM e aspecto
visual respectivamente), o residuo nao atende as especificagdbes da ANP,
cujo limite especificado para a propriedade cor ASTM ¢é 3,0 (maximo) e
para a propriedade Aspecto Visual a designacao qualitativa é “Claro,
Limpido e Isento de Material Soélido em Suspensdo a Temperatura

Ambiente Normal”.

Ensaios como estes expostos acima (os quais fazem parte de um
escopo de ensaios para controle de qualidade) sao indicadores da

qualidade comercial do dleo Diesel, e norteiam os gestores dos terminais
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de armazenamento para realizar descartes ou, se for o caso, para

reaproveitar residuos oleosos como produto comercial.

No caso do presente estudo utilizou-se amostras de material
categorizado como residuo de fundo de tanque, sendo descartavel e cujo
destino comum é o tratamento térmico (incineracao), realizado de acordo
com as normas ambientais vigentes, seguidas rigorosamente pelo

Terminal de Armazenamento de SUAPE - PE .

Figura 6.1: Aspecto visual do residuo oleoso nao tratado

Dadas as semelhancas em algumas propriedades fisico-quimicas,
como densidade e viscosidade, evidenciadas nos resultados dos ensaios
fisico-quimicos, pudemos inferir que as caracteristicas composicionais do
residuo sao semelhantes as de amostras de dleo Diesel comercial, o que

pode ser comprovado a posteriori.
Analises de RMN-H*

As analises de ressonancia magnética nuclear por proton (RMN-
H*) tiveram como finalidade a identificacdo dos principais grupos de
compostos presentes no residuo, baseando-se nos tipos de ligacoes

guimicas entre os atomos de carbono.
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Embora estas anadlises sejam empregadas, em geral, para a
identificacdo de moléculas isoladamente, nos utilizamos do principio de
gue as ligagdes quimicas entre os atomos de carbono, fundamentalmente
sao simples (C-C), duplas (C=C) ou triplas (C=C) e, em qualquer dos
casos, a predominancia de um ou outro tipo de ligacao sera facilmente

detectada pela faixa de freqliéncia vibracional do atomo de hidrogénio.

Aqui, a presenca majoritaria de ligacbes simples C-C, é
evidenciada pela faixa de freqliéncia vibracional em ppm (Hz/MHz)
predominante entre 30,119 e 30,156 (Figura 6.2).
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Figura 6.2 - Espectro de RMN-H" do residuo oleoso
Analises Cromatograficas

A partir de informacdes obtidas com as analises de GC-MS e GC-
FID e com o auxilio do calculo do indice de KOVATS (SKOOG et al., 1992),
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foi possivel identificar uma série homodloga de n-alcanos bem como os

alcanos ramificados pristano e fitano presentes na amostra.

Como mostrado na figura 6.3 a seguir, a faixa de hidrocarbonetos
de cadeia linear identificados varia de Cip a C,g, sendo estes compostos os
mais representativos e 0os mais precisamente identificados de acordo com

a metodologia adotada.
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Figura 6.3: Cromatograma da amostra de residuo oleoso nao tratado (GC-
FID)

Na Tabela 6.2, estdo mostrados os hidrocarbonetos de cadeia
linear e de cadeia ramificada identificados, bem como seu percentual
relativo no cromatograma e os respectivos tempos de retengao. Dentre os
alcanos ramificados, predominam o 2,6,10,14 tetrametil-pentadecano

(pristano) e 0 2,6,10,14 tetrametil-hexadecano (fitano).

Lee et al. (2005), estudando o efeito de acido micdlico sintético
na degradacdo de o6leo Diesel, identificaram previamente por GC-MS n-
alcanos e alcanos ramificados, representando 42,7% do total de

hidrocarbonetos.

Tendo como base comparativa as observacdes de Reddy & Quinn

(1999), e de Marshall et al. (2003) que, utilizando condigdes analiticas
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mais complexas revelaram cerca de 2.000 a 3.000 compostos presentes
em amostras de 6leo Diesel (dentre os quais, predominaram n-alcanos e
alcanos ramificados), é-nos possivel inferir que o residuo oleoso em
guestao apresenta perfil composicional tipico ou muito préximo do perfil

de oleo Diesel.

Tabela 6.2: Identificacdo dos compostos por GC-MS

Pico | Hidrocarboneto | Tempo de Retencao (minutos) | % do pico
1 nCig 11,817 1,47
2 nCyy 16,973 2,74
3 nCi, 20,662 3,39
4 nCis 23,759 4,97
5 nCiq 26,549 5,87
6 - 28,152 3,60
7 nCis 29,108 6,69
8 nCie 31,475 7,11
9 nCy; 32,604 3,02
10 Pristano 33,733 6,54
11 nCig 33,891 5,94
12 Fitano 35,875 5,89
13 nCis 36,087 4,15
14 nCyq 37,927 5,69
15 nCyy 39,850 5,58
16 nCy 41,700 5,25
17 nCsys 43,483 5,22
18 nCyq 45,183 4,88
19 nCys 46,856 4,09
20 nCye 48,751 3,58

21 nC,; 50,289 2,52

22 nCsg 51,583 1,83

N3o obstante esta constatacao verificou-se ainda na amostra
estudada a presenca de uma mistura complexa entre hidrocarbonetos com
outros provaveis compostos organicos, evidenciada pela elevacao na linha
de base do cromatograma, designada pela sigla em inglés UCM
(Unresolved Complex Misture). A presenca dessa mistura é peculiar as
amostras ambientais de petréleo e derivados, onde muitas substancias
organicas, em estados diferentes de oxidacao, unidas aos hidrocarbonetos
tipicos apresentam tempos de retencao muito proximos uns dos outros,
ocasionando como resposta uma elevacdo na linha de base do
cromatograma (ATLAS, 1981b; ATLAS, 1990).
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Observa-se assim que os hidrocarbonetos encontrados na
amostra confirmam a analogia composicional da mesma com o 6leo Diesel
comercial, ja anteriormente trazida a tona com os resultados dos ensaios
fisico-quimicos. Embora ndo tenham sido detectadas outras classes de
compostos por GC-MS, as analises de RMN-H®™ corroboram com as
andlises cromatograficas, indicando a presenca predominante de

parafinicos.

Na figura 6.4 estao mostradas as quantidades, em termos

relativos, de cada hidrocarboneto detectado por analises cromatograficas.
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Figura 6.4 : Percentual de hidrocarbonetos presentes no residuo oleoso

Como se pode observar, o hidrocarboneto de maior abundancia
na amostra é o n-hexadecano (n-Cis), seguido imediatamente do n-
pentadecano (n-Cis). Entre os dois alcanos de cadeia ramificada
identificados no residuo, o 2,6,10,14-tetrametil-pentadecano, conhecido
como pristano, € o mais representativo, chegando a ser o terceiro

composto mais abundante na mistura.

Como tem sido evidenciado, os hidrocarbonetos de cadeia aberta

sao mais susceptiveis a degradacao do que os de cadeia fechada, e a
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maioria dos alcanos lineares sao, via de regra, mais biodegradaveis que
os ramificados (DE JONG et al., 1997 ), embora em alguns casos se possa
observar a biodegradacao preferencial de alcanos ramificados, mesmo

guando alcanos de cadeia aberta estdao presentes (GEERDINK et al, 1996).
Composicao Elementar

A anadlise de composicao elementar foi realizada com o intuito de
estimar as proporcdoes de carbono, nitrogénio, hidrogénio e enxo6fre na
amostra. Esta andlise serviu ao propdsito principal de auxiliar nos
experimentos em que se fez necessario estabelecer a relagdo carbono-
nitrogénio (C:N). Os resultados sao mostrados em termos de percentual
em massa, indicando 78,87% de carbono e 10,95% de hidrogénio no

residuo.

Embora o residuo oleoso seja proveniente de um tanque de
descarte que recebe descargas de residuo de dleo Diesel tipo B, cuja
concentracdao de enxo6fre maxima especificada é de 50 ppm (ANP, 2000), a
metodologia analitica para a analise elementar aqui utilizada tem limites
de deteccdo da ordem de 102 e, por isso, o percentual de enxofre aqui

mostrado é 0,0 (zero) (tabela 6.3).

Tabela 6.3: Analise elementar do residuo oleoso nao tratado

Elemento Percentual m/m
Carbono 78,87
Nitrogénio 0,00
Hidrogénio 10,95
Enxofre 0,00

A composicao elementar do residuo é tipica de hidrocarbonetos,
tendo um percentual médio de carbono e hidrogénio tipico de alcanos cuja

relacao é préxima de CpyHons2.
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6.2 Experimentos em Frascos Agitados

Os experimentos em frascos agitados constituiram em uma
etapa de capital importancia para a conducdo da etapa posterior de
experimentos em biorreator por bateladas simples e sequenciais. A partir
dos resultados obtidos com os experimentos em frascos agitados,
puderam-se estudar as varidveis mais influentes no processo de
biodegradacdo do residuo oleoso. Primeiramente, discutiremos os
resultados do experimento univariado, para a selecao da fonte de
nitrogénio; em seguida, serdao discutidos os resultados obtidos com a

execucao dos planejamentos estatisticos fatoriais fracionados.
Selecdao da Fonte de Nitrogénio

Os resultados dos experimentos univariados mostraram que ha
uma maior eficiéncia na reducao dos hidrocarbonetos quando o nitrato de
amonio é utilizado como fonte de nitrogénio, conforme apontado na tabela
6.4 abaixo.

Tabela 6.4: Valores obtidos, Médias das redugdes de HTCD e das Perdas
abioticas nos experimentos univariados

Fontede % Red. % Red. % Red. % Red. 9% Red. % Red. %
Nitrogénio HTCD HTCD HTCD HTCD HTCD HTCD Perda
(1) (2) (3) (4) (5) (média) Abidtica
NH4NO3 52,3 51,2 55,2 53,2 49,5 52,3 5,0
NaNO; 25,0 23,0 22,0 24,0 20,0 22,8 5,2
(NH,),CO 43,2 44,0 45,0 43,0 44,0 43,8 3,5

De acordo com o teste t, verificam-se, a um nivel de
confiabilidade de 95%, diferencas estatisticamente significativas (p-valor
<0,05) entre as médias dos valores de percentuais de reducdo de
hidrocarbonetos totais cromatograficamente disponiveis (doravante
designado pela abreviacao HTCD), quando comparadas duas a duas,

conforme descrito na tabela 6.5.
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Na figura 6.5, podemos visualizar a contribuicdo abidtica para a
reducao dos hidrocarbonetos no experimento univariado com as fontes de

nitrogénio utilizadas.

Tabela 6.5: Teste t de student para as diferencas entre médias das
reducdes de HTCD de acordo com a fonte de nitrogénio
empregada, com 8 graus de liberdade; tg =2,306

Fontes de Diferenca Diferenca | p-valor
Nitrogénio observada calculada
NH4NOs e NaNOs 29,5 9,4 <0,001
NH4NO;3 e (NH5),CO 8,4 7,4 <0,001
(NH,)>CO e NaNO; 21,0 6,8 <0,001

u % Perda Abldtica
60,0 -
50 % de reducio de HTCD

50,0 1 - 3,5

40,0 -

I

30,0 - £

!

20,0 -

10,0 1

—

/ P J

- e

0,0 T :
NH4sNO; NaNOs (NH2)2CO

Figura 6.5: Contribuicdes biodticas e abidticas para a reducao percentual de
HTCD no experimento univariado

Com base nestes valores observados, procedeu-se a utilizagao do
nitrato de amonio na composicao do meio mineral. Cabe ressaltar que,
muito embora do ponto de vista da economicidade se pudesse optar pela
utilizacao da uréia, haja vista que os resultados ndo estdao muito distantes

daqueles obtidos com o nitrato de amoénio, optou-se por este Ultimo
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devido a busca pela magnificacdo da degradacao, pura e simplesmente. A
partir dai, foram montados os planejamentos multivariados (fatoriais

fracionados) descritos a seguir.
Planejamento Fatorial Fracionado FFD 3**

O primeiro planejamento estatistico fatorial fracionado com 2
niveis e 4 variadveis (FFD 2*') produziu 9 experimentos individuais, com 1

ponto central, em duplicatas, totalizando 18 corridas (Tabela 6.6).

Tabela 6.6: Matriz experimental do planejamento FFD2*!

Condicao
Corrida | Carga organica | Aeracdo | C:N| pH
1 10 1 50 | 5,50
2 10 2 500 | 5,50
3 10 1 500 | 8,00
4 10 2 50 | 8,00
5 40 1 500 5,50
6 40 2 50 | 5,50
7 40 1 50 | 8,00
8 40 2 500 | 8,00
9C 25 1,5 27516,75

Com o auxilio do software Statistica™ (versao 6.0), procederam-
se as anadlises de variancia e aos estudos do modelo estatistico previsor do
comportamento da variavel resposta frente as combinacdes das variaveis
independentes. Determinou-se como variavel de resposta o percentual
relativo de redugcao dos HTCD, cujo calculo é dado pelo quociente entre a
area total dos picos cromatograficos dos hidrocarbonetos presentes no
residuo apds o tratamento e a area total dos picos cromatograficos dos

hidrocarbonetos presentes no residuo antes do tratamento.

A analise de variancia (ANOVA) dos experimentos decorrentes do
primeiro planejamento estatistico fatorial fracionado envolvendo dois
niveis e quatro fatores (FFD 2*!) mostrou valores preditos com baixos
residuos para o modelo gerado. Os parametros da ANOVA importantes

para a avaliacdo do ajuste dos dados ao modelo experimental
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(R*>= 99,40%; erro puro = 0,95) mostraram-se satisfatdrios, indicando
baixos residuos. De um modo geral, todos os efeitos provenientes de
interacdbes entre fatores foram  estatisticamente significativos,
evidenciados pelo p-valor<0,05 e pelos valores da distribuicao F
calculados, maiores que os valores tabelados (F 1; 10; 0,05 = 4,96) como

descrito na tabela 6.7.

Tabela 6.7: Analise de variancia para o FFD 2**! com R? = 99,40% e erro

puro = 0,95
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F p-valor
variacao quadrados liberdade médio
Aeracao 213,89 1 213,89 223,19 <0,0001
pH 97,51 1 97,51 101,75 <0,0001
Carga Organica 968,76 1 968,76 1010,88 <0,0001
C:N 6,89 1 6,89 7,19 0,02514
Aeracao x pH 11,39 1 11,39 11,88 0,00730
Aeracao x C. 40,64 1 40,64 42,40 0,00011
org.
Aeracdo x C:N 97,51 1 97,51 101,75 <0,0001
Residuos 8,63 10 0,86
Total 1445,23 17

Os valores experimentais observados estao alinhados com os
valores preditos pelo modelo experimental, conforme exibido na figura 6.6

e na tabela 6.8.

Analisando o diagrama de Pareto gerado a partir do calculo dos
efeitos estimados, verificamos o efeito predominante da variavel “Carga
Organica” na reducao dos HTCD (Tabela 6.7 e Figura 6.7). Este efeito é o
mais influente, figurando como o de maior valor em moddulo. Sendo
negativo, indica a relacao de proporcionalidade inversa do aumento da
Carga Organica com a reducdo dos HTCD. Este fenOmeno remete-nos a
constatacdo, a qual também chegaram outros autores, de que o aumento
da concentracdo inicial de residuo ou material hidrocarbénico pode
contribuir até certo valor para o aumento da biodegradacdao, mas a partir
de determinados limiares estas concentragdes iniciais aumentam

sobremaneira a recalcitrancia do residuo e a toxicidade no meio reacional
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(LEE et al., 2005; NANO et al., 2003). No processo aqui estudado, os
microrganismos envolvidos sdao exclusivamente enddgenos, o que, de
certa forma, condiciona o tamanho do indculo a concentracao da carga
organica inicial. Assim, se ocorre um decréscimo na biodegradacao na
medida em que se aumenta a carga organica inicial, a diminuicdo da
atividade microbiana, a principio, parece estar atrelada as caracteristicas

toxicas do residuo.
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Figura 6.6: Valores observados para o FFD 2*! versus valores preditos
pelo modelo

Ainda observando o diagrama de Pareto, imediatamente apds o
efeito da varidvel Carga Organica, verifica-se a contribuicdo do efeito (em
modulo) da varidvel Aeracdo. Para definirmos essa variavel, langcamos
mado do artificio de atribuir ao nivel inferior o niumero 1, representando a
relacdao de volume util por capacidade do frasco de 100/500; e ao nivel
superior o numero 2, representando a relacdo de volume util por
capacidade do frasco de 50/500. Desta forma, nesta representacao, a
condicao 1 apresenta um menor espaco entre a superficie do liquido e o
topo do frasco (head space), o que proporciona uma menor eficiéncia de
aeracao, e a condicdo 2, ao contrario, representa um maior head space e,

conseqientemente, maior eficiéncia de aeracao.
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Tabela 6.8: Valores médios observados e valores preditos pelo modelo
estatistico

Experimento | Observado Predito
1 34,5 34,50

2 47,5 48,00

3 37,5 37,50

4 45,0 45,00

5 19,5 18,50

6 23,0 23,00

7 28,75 28,75

8 32,5 32,50

9 (C) 33,5 33,47

Os valores da variavel Aeracao aqui representam as condicoes de
aeracao do meio mais qualitativamente do que quantitativamente. O
estudo da aeracao no contexto dos experimentos multivariados em frascos
€ importante por indicar a influéncia deste parametro, tanto isoladamente
quanto em conjunto com outros. Em estudos de biodegradabilidade,
diversas estratégias sao montadas na tentativa de quantificar esta
influéncia. No entanto, devido a dificuldade de transpor esses resultados
de frascos agitados para biorreator, por causa das diferencas entre as
formas de transferéncia de oxigénio, a maioria dos estudos serve como
um parametro indicador de tendéncias, podendo mostrar, por exemplo,
até que ponto este fator pode interferir nas outras variaveis, mediante a
observacdao dos efeitos combinados. Aqui, os efeitos combinados da
variavel Aeracdo foram mais significativos quando provenientes da
interacdo com a variavel Relacdo C:N e com a variavel Carga Organica,
sendo negativo com esta Ultima e positivo com a anterior. O efeito
combinado da variavel Aeracao com a variavel Relacdao C:N teve maior
influéncia na degradacao dos hidrocarbonetos de que os demais efeitos

combinados (Figura 6.7).
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Figura 6.7: Diagrama de Pareto para o FFD 2%+

Embora os resultados da analise deste planejamento tenham
indicado a aeracdo como fator de maior influéncia positiva na
biodegradacdo do residuo, as condicdes nesses experimentos ndo se
mostram favoraveis a degradacdao de altas concentragbes iniciais de

residuo oleoso.

Foi concebido, entdo, outro planejamento estatistico fatorial
fracionado considerando agora trés niveis e quatro varidveis, sendo
substituida a varidavel Aeracao pela varidvel Agitacdo. Devido a
necessidade de exploracdo dos limites maximos das respostas
(o que nado pode ser verificado no planejamento acima exposto devido a
linearidade dessas respostas e a limitacdo de pontos centrais) optou-se
por um novo planejamento envolvendo 3 niveis, e estendendo-se os
valores das varidveis, no intento de observar a existéncia de resposta

quadratica e, conseqlientemente, os pontos maximos das respostas.
Planejamento Fatorial Fracionado FFD 3%

Lancou-se mao de um planejamento fatorial fracionado com trés

niveis e quatro varidveis (FFD 3*!), em duplicata, totalizando 54 corridas.
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As variaveis independentes estudadas foram: pH inicial, Agitacdao, Carga
Organica e Relacdao Carbono-Nitrogénio. As variaveis independentes e os
respectivos niveis estdo mostrados na tabela 6.9. Os experimentos foram
conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 500mL submetidos a

temperatura de 28+1°C, volume de trabalho de 100mL, durante 14 dias.

Tabela 6.9: Matriz experimental FFD 3**!

Niveis
Variaveis Inferior | Intermediario | Superior
pH inicial 5,50 6,75 8,00
Relacao C:N 50:1 425:1 800:1
Carga Organica 10 40 70
Agitacao 50 150 250

A tabela ANOVA para os resultados dos experimentos decorrentes
deste planejamento estatistico fatorial fracionado mostrou valores
satisfatorios dos parametros importantes para a avaliacao do ajuste dos
dados ao modelo experimental (R>= 90,00%; erro puro = 2,9). A excecdo
do valor do efeito de interacdo entre a variavel C:N e a variavel Carga
Organica, todos os outros efeitos provenientes de interacdes entre fatores
foram estatisticamente significativos, evidenciados pelo p-valor < 0,05,
como descrito na tabela 6.10. O valor da estatistica do teste (F), calculado
para os efeitos de cada varidvel isoladamente (sem interacdes), foi
significativamente maior que o valor de F tabelado (Fi; 39; 005 = 4,1) a
excecdo da variavel pH, cujo valor calculado (4,41) foi muito proximo do
valor tabelado. O efeito desta variavel apresentou menor significancia
estatistica (quando comparado as outras variaveis), evidenciada também
pelo p-valor 0,022 o qual é muito préximo do valor do nivel de
significancia (0,05 ou 5%), o que mostra que a faixa de pH testada (de
5,5 a 8,0) teve pouca influéncia na reducdao dos hidrocarbonetos,
sobretudo quando se compara o efeito da variacao do pH com os efeitos

das outras variaveis sobre a variavel-resposta (Tabela 6.10).
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Tabela 6.10: Analise de variadncia para o FFD 3*! com R? = 90,00% e erro
puro = 2,9

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado F p-valor
variacao Quadrados Liberdade  Médio
(1) pH 21,19 2 10,59 4,41 0,022
(2) C: N 3979,78 2 1989,89 829,64 <0,001
(3) Carga Org. | 21761,49 2 10880,75 4536,49 <0,001
(4) Agitacao 11413,81 2 5706,91 2379,37 <0,001
1x2 764,25 1 764,25 318,64 <0,001
1x3 10,52 1 10,52 4,38 0,045
1x4 52,41 1 52,41 21,85 <0,001
2x3 5,15 1 5,15 2,14 0,154
2x4 168,32 1 168,32 70,17 <0,001
3x4 235,35 1 235,35 98,13 <0,001
Residuos 5396,78 39 138,37
Total 44103,98 53

Conforme mostrado no grafico da figura 6.8 verifica-se o ajuste
entre o modelo e os valores obtidos, com algumas dispersdes entre os

valores preditos versus os valores observados.
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Figura 6.8: Valores observados para o FFD 3*! versus valores preditos
pelo modelo

Analisando-se o0s efeitos estimados das variaveis através do
diagrama de Pareto na figura 6.9, observa-se que o efeito linear negativo

da variavel Carga Organica se sobressai aos demais, semelhantemente ao
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que ocorre na andlise do planejamento anterior (FFD 2*!). Em
contrapartida, a variavel Agitacdo, apresenta a maior contribuicao
quadratica positiva na reducao dos HTCD, sendo, em modulo, o segundo
efeito mais importante. Estes resultados sugerem que a transferéncia de
oxigénio nestes experimentos, variando-se a velocidade de agitagdo, ao
invés de se variar o head space, parece ter sido mais eficiente. Mostra
também que, ao contrario do que se estava perfilando como resposta
linear ao se adotar a varidvel Aeracao no planejamento anterior, que a
resposta obtida ao se utilizar a variavel Agitacdao tem uma contribuicao

bastante significativa em termos quadraticos.

Carga Organica(Q
(@)Agitagao(L) 7
1Lby2L

3Lby4l 7

2Lby4L

2Lby3L
pH(Q) 7

Figura 6.9: Diagrama de Pareto, da andlise do planejamento 3%
evidenciando a contribuicdo do termo quadratico da
agitacao no processo

A priori, velocidades de agitacdo mais altas promovem maior
pressao no meio reacional e ocasionam a expulsao dos compostos
volateis, ocasionando maior perda abidtica e menor taxa de
biodegradacao. Baixas velocidades de agitagao, por outro lado, dificultam
a transferéncia de oxigénio para os microrganismos degradadores,

diminuindo as taxas de degradacao aerodbica. Por conta disso, tais
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residuos necessitam de que a turbuléncia no sistema seja suficiente para
garantir uma boa transferéncia de oxigénio, a fim de atender a demanda
do cultivo e resultar em elevadas eficiéncias de biodegradacdo e ao
mesmo tempo minimizar as perdas abidticas, decorrentes de expulsao de
componentes de menores massas molares. Farhadian et al. (2008)
ressaltam que as perdas por volatilizacdo sao de fato um dos maiores
problemas para biotratamentos ex situ em biorreatores, e que essas
perdas nem sempre sao levadas em conta quando da avaliacao da
biodegradacdo. Cabe salientar que pudemos estimar as perdas abidticas
mediante a comparacao com controles abidticos realizados com residuo
nao tratado filtrados em membrana 0,45um para cada condicdo testada,
sendo realizadas 27 corridas paralelas nas mesmas condi¢cdes de agitacao,

temperatura e tempo total de processo (Figura 6.10).
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Figura 6.10: Percentual de reducao de HTCD, e respectivas perdas
abidticas para cada condicdo

Desta forma, para cada experimento, foi possivel estimar a perda
abidtica em cada frasco. Como verificado na tabela 6.11, houve uma

perda abidética média em torno de 5,6%.
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Tabela 6.11: Percentuais de reducao de HTCD e as respectivas perdas
abidticas por experimento e perda global (FFD3*1)

% Redugao % Reducao
Experimento HTCD repl HTCD rep2 Meédia Perda abidtica

1 51,00 47,00 49,00 5,40
2 14,00 12,00 13,00 6,60
3 14,06 12,00 13,03 5,10
4 43,00 40,00 41,50 4,98
5 89,00 98,00 93,50 4,30
6 7,00 8,00 7,50 7,35
7 88,00 89,00 88,50 6,05
8 22,50 23,50 23,00 6,35
9 5,92 6,10 6,01 6,10
10 29,00 29,60 29,30 7,10
11 64,26 65,20 64,73 5,65
12 4,80 5,20 5,00 6,55
13 90,00 90,00 90,00 5,05
14 68,00 68,10 68,05 5,05
15 8,00 8,45 8,23 5,25
16 33,00 31,60 32,30 5,10
17 18,00 17,20 17,60 5,60
18 15,00 16,20 15,60 4,65
19 78,00 77,20 77,60 7,05
20 33,00 32,00 32,50 5,70
21 5,00 5,10 5,05 5,15
22 73,20 73,20 73,20 5,05
23 39,00 38,20 38,60 6,05
24 17,00 16,20 16,60 6,05
25 29,00 28,50 28,75 5,05
26 43,00 44,60 43,80 5,00
27 4,98 5,90 5,44 5,15

Perda global: 5,6 £ 0,79 %

Com a finalidade de minimizar tais perdas por volatilizacao e
avaliar a biotransformacao desses compostos, reatores que utilizam uma
interface de particionamento entre a fase polar e os compostos volateis
tém sido cada vez mais utilizados. Este sistema geralmente emprega uma
fase apolar como dodecano ou oleil-alcool, que sao biocompativeis, como
interface para particionar os compostos apolares (DORDICK et al., 1998;
PARALES, et al., 2002).
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Na Figura 6.11, estd mostrado o grafico de superficie de resposta
gerado a partir dos efeitos das variaveis Agitacdo e Carga organica,
previstos pelo modelo estatistico. Observa-se a faixa de valores étimos de
velocidade de agitacdo em RPM, em torno de 120-160. A faixa 6tima de
concentracdo inicial de residuo, representada pela varidvel Carga

Organica, transita em torno dos 5 a 15% v/v, nas condicdes estudadas.
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Figura 6.11: Superficie Resposta dos HTCD para Agitacdo e Carga

Organica. As variaveis pH e C:N foram fixadas em valores
otimos, 6,75 e 400:1, respectivamente

Para os efeitos da variavel C:N previstos pelo modelo estatistico,
o grafico gerado (figura 6.12) representa bem a faixa de valores 6timos
de relacao carbono:nitrogénio entre 350:1 e 450:1. Destacamos aqui
também, o comportamento dessa varidvel em relacdo a sua resposta
quadratica, indicando comportamento semelhante ao da variavel agitagao.
Embora muitos trabalhos tenham sido realizados e os mais diferentes
valores 6timos tenham sido evidenciados, a melhor faixa de relacao
carbono:nitrogénio é especifica para cada material estudado. Alexander
(1994), em sua obra "“Biodegradation and Biodeterioration”, relata

diversos estudos de caso, mostrando o6timos diferentes de C:N,
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relacionados a diferentes condicbes de tratamento e diferentes tipos de
residuos, variando de 50:1 até 800:1. Embora a relacdao C:N possa ser
fixada em termos absolutos, considerando-se o carbono total presente no
residuo, a natureza quimica, bem como a estrutura dos compostos de
carbono podem determinar a biodisponibilidade da fonte de carbono

(MAIER, 1999), constituindo-se em mais uma variavel na predicdo da
biodegradacao.

Qi AT,
an e R BIHE

Figura 6.12: Superficie resposta dos HTCD para C:N e Carga Organica. As

variaveis pH e Agitacdo foram fixadas em valores 6timos,
6,75 e 140rpm, respectivamente.

6.3 Experimentos em Biorreator

Os experimentos em biorreator foram divididos em duas fases: a
primeira, compreendendo as bateladas realizadas para os ajustes das
condicdes experimentais; a segunda consistiu na conducdao de bateladas
simples e seqlienciais, baseadas nas condicdes preconizadas pelos
experimentos em frascos agitados e pelos resultados obtidos com a
conducao de bateladas de ajuste.
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6.3.1 Bateladas de Ajuste

Com base nos valores o6timos obtidos mediante analise dos
resultados dos experimentos em frascos agitados, realizou-se uma série
de trés bateladas simples de ajuste das condicdes operacionais. Foram
adotados valores de taxa especifica de aeracdo, velocidade inicial de
agitacdo, percentual de oxigénio dissolvido, respectivamente, de 1,5vvm,
500rpm, 74% para a primeira batelada (SAp:1), e 0,5 vvm, 300rpm, 35%
para a segunda e terceira bateladas (SAp> € SAp3). Os valores de carga
organica foram de 30% v/v para as bateladas SAp: € SAg2 € 10% v/v para
a batelada SAgs. Os valores de pH e relagao C:N foram fixados em 7,0 e

5:1, respectivamente, em todas as bateladas.

O valor de C:N, fixado em 5:1, encontra-se bastante distante da
faixa de otimo indicada pelos experimentos com frascos agitados. O
objetivo desta modificacao foi o de utilizar este valor, juntamente com o
valor de carga organica inicial de 30% v/v, como um contraponto para
verificar se realmente estes valores produziriam respostas muito baixas,
de acordo com o previsto pelo modelo estatistico, para, a partir dai,

utilizad-los como base para determinar as perdas abidticas em biorreator.

De fato, como mostrado na tabela 6.12, a seguir, observamos
gue estes valores de carga organica inicial e relacdo C:N apresentaram
uma baixa reducao percentual nos HTCD. Para a batelada SAj; esta
reducao foi de 18,7% ao final das 100 primeiras horas de processo e
20,0% ao final de 200 horas, e reducao global de 34,96%. Para a
batelada SAp,, foi de 5,5% para as 100 primeiras horas e 3,2% ao final
das 200 horas, e reducao global de 8,53%. Para a batelada SAgs; foi de
8,6% ao final das 100 primeiras horas e 5,2% ao final das 200 horas, e

reducao global de 13,6%.
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Tabela 6.12: Perdas abidticas observadas mediante amostragem direta no

biorreator
Reducdao % dos HTCD
Batelada SAp; SAg SAps
Apds 100 primeiras horas 18,7 5,5 8,6
Apds 200 horas 20,0 3,2 5,2
Global 34,96 8,53 13,6

Ao se analisar os hidrocarbonetos retidos pelos filtros SepPak®
Cig, constataram-se incrementos de 33,4% na area dos HTCD entre o
ponto inicial (filtro analisado apds 100 horas) e o ponto final (novo filtro
colocado apdés 100 horas e analisado apds 200 horas) para a batelada
SAo1; para a batelada SAp2, esse incremento foi de 7,72% e para a
batelada SAp3, foi de 11,8% (Tabela 6.13). Tais valores, assim como os
valores de reducao de HTCD mostrados na tabela 6.12, sdo fortes
indicativos de perdas por volatilizacdo, uma vez que a biomassa medida a
intervalos de 10 horas para cada uma das bateladas foi desprezivel
(variacdo na quarta casa decimal na pesagem das membranas bioldgicas,
Tabela 6.14) indicando pouca ou nenhuma contribuicdo bidtica para estas

redugoes.

Tabela 6.13: Perdas abioticas observadas mediante uso de filtro
Incremento % dos HTCD

SAo1 SAp SAos
Entre 100 e 200 horas 33,4 7,72 11,8

Batelada

Comparando-se as perdas observadas com o emprego dos filtros
Cis as perdas observadas a partir das amostragens diretas em biorreator,

obtivemos valores percentuais proximos de perda abiotica (Figura 6.13).

Ainda de acordo com estes resultados, observou-se que ao se
reduzir a taxa de aeracao (de 1,5 para 0,5vvm), a velocidade inicial de
agitacdao (de 500 para 300 rpm), e o percentual inicial de oxigénio
dissolvido (de 74 para 35%) a partir da batelada SAp;, houve uma

diminuicdo significativa nas perdas.
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Tabela 6.14: Biomassa nas bateladas de ajuste

Biomassa (g) por Batelada
Tempo (h) SA,, SA,> SAg3
0 0,0002 0,002 0,001
10 0,0001 0,002 0,008
20 0,0002 0,003 0,001
30 0,0003 0,002 0,003
40 0,0009 0,002 0,002
50 0,0003 0,007 0,002
60 0,0003 0,002 0,001
70 0,0003 0,003 0,002
80 0,0007 0,009 0,008
90 0,0003 0,008 0,008
100 0,0007 0,008 0,008
110 0,0006 0,008 0,001
120 0,0006 0,005 0,003
130 0,0003 0,004 0,003
140 0,0003 0,004 0,008
150 0,0008 0,009 0,008
160 0,0008 0,002 0,005
170 0,0009 0,005 0,006
180 0,0001 0,005 0,006
190 0,0001 0,004 0,005
200 0,0003 0,008 0,004
24,96

35

tica

30

Ils!

25
20
15
10

Percentual de perda a

A

OAmostragemdireta

BFiltro 10

8,53 772

13,6

SAO1

SAO02

SAO3

Figura 6.13: Percentuais de perda abidtica nas bateladas de ajuste
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Embora nas bateladas SAg; e SAgps tenham-se utilizado os
mesmos valores de percentual inicial de oxigénio dissolvido (35%), de
taxa de aeracao (0,5vvm) e de velocidade de agitacao (300 rpm), as
perdas foram ligeiramente maiores na batelada SAp3, cuja Unica diferenca
estd no percentual de carga organica (30% v/v para a batelada SAg, e
10%v/v para a batelada SAgs). E possivel que as diferencas em tais
valores estejam relacionadas a saturacdo dos filtros na batelada SAg3,
onde é utilizada maior concentracdo de residuo; e a perda real de
compostos por volatilizacao na batelada SAps, uma vez que seria de se
esperar que nesta batelada a diferenca entre as concentragoes de material
retido no inicio e no final do processo fossem menores devido a menor

guantidade de residuo.

Para a conducao das bateladas simples e seqlienciais, atribuiu-se
o valor de perda abidtica média de 12,7% para os experimentos em
biorreator, baseadas nas perdas ocorridas na batelada de ajuste SAgs, e

passou-se a trabalhar com o valor de carga organica adotado de 10% v/v.
6.3.2 Batelada simples

A batelada simples designada Spi, foi conduzida por 200 horas.
Os valores de eficiéncia de biodegradacdo (Eg), eficiéncia especifica de

biodegradacao (Egs) e biomassa estao mostradas na Tabela 6.15.

De acordo com estes valores e com os indicadores da eficiéncia
do processo aqui adotados, as condicdes utilizadas nesta batelada

propiciaram uma eficiéncia de biodegradacdo da ordem de 75,5%.

Observando na literatura, nos baseamos nos trabalhos de
Cassidy et al. (2000), que investigaram a biodegradacao de dleo diesel
presente em substrato semi-soélido (lodo), empregando os modos de
operacao continuo e por batelada seqliencial. Estes autores observaram
percentuais de biodegradacao da ordem de 75% conduzindo os

experimentos por processo continuo, e 96% por batelada seqlencial.
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Cabe salientar que embora os grupos de compostos identificados pelos
autores neste trabalho e as suas respectivas abundancias no 6leo diesel
sejam semelhantes as aqui encontradas, a agregacao do material ao
sedimento, bem como as peculiaridades operacionais, dificultam uma
comparacdo direta. Porém, podemos estimar essa eficiéncia global de
biodegradacdo também em funcao do tempo total do processo, que no

caso dos autores citados, durou 80 dias.

Tabela 6.15: Valores de Eg, Egg € biomassa na batelada So;

Tempo (h)  Area HTCD Biomassa (g) Eg % - perda 12,7% Eeg %.g™?

0 4,2x10* 0,00 0,00 0,00
10 - 0,60 0,00 0,00
20 - 7,00 - -
30 - 10,60 - -
40 - 11,20 - -
50 - 13,20 - -
60 - 15,00 - -
70 - 18,88 - -
80 - 19,20 - -
90 - 22,40 - -
100 1,1x10* 23,80 61,10 2,57
110 - 24,40 - -
120 - 25,40 - -
130 - 26,20 - -
140 - 25,90 - -
150 - 27,60 - -
160 - 33,20 - -
170 - 33,50 - -
180 - 35,40 - -
190 - 35,50 - -
200 1,3x10° 36,00 75,49 2,09

Considerando que nos processos conduzidos por batelada simples
nao ocorra nova adicao de carga organica e, por conseqiéncia, ndo ocorra
aclimatacao, é de se esperar uma fase mais lenta no crescimento
microbiano no inicio do processo, 0 que, mesmo assim, nao foi muito
evidenciado na batelada Sp: (Figura 6.14). Desta forma, visualizamos os
resultados obtidos nesta primeira batelada, como forte indicativo da alta

tratabilidade do residuo oleoso.
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Figura 6.14: Crescimento microbiano durante a batelada simples Sp1

A competéncia da comunidade microbiana mista no que concerne
a degradacdo dos hidrocarbonetos pode ser evidenciada pelos valores de
eficiéncia especifica de biodegradagao (Egg) mostrando pequena variagao,
de 2,57%.g* as 100 horas, para 2,09%.g™! as 200 horas.

Este decréscimo na eficiéncia especifica de biodegradacdo pode
indicar uma estabilizacdo no crescimento microbiano, ou ainda, que o
crescimento microbiano a este ponto pode nao estar mais diretamente
associado a biodegradacdo, e que a extensao desse fenOmeno poderia se

prolongar por um periodo maior de tempo.

Na Figura 6.15 estd mostrado o aspecto da biomassa obtida por
filtracdo em membrana de 0,45um, no processo conduzido de acordo com
os parametros da batelada simples Sgi, ao final do processo, com 200
horas de operagdao. Percebe-se a alta concentracdo de biomassa,

indicando valores 6timos das condicdes preconizadas nesta batelada.
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Figura 6.15: Aspecto da biomassa microbiana na batelada Sp1

Com base no perfil de crescimento, estimamos os intervalos de
tempo a serem utilizados nos ciclos das bateladas sequenciais, sobretudo,
para entender qual a relacao entre os valores de biomassa nos primeiros
ciclos e o incremento das taxas de crescimento nos ciclos subseqlientes, e

qual a relagcdo dessas taxas com a eficiéncia de biodegradacao.
6.3.3 Bateladas Sequenciais

A primeira batelada sequencial (Sq01) foi conduzida por um tempo
total de 330 horas com trés ciclos de 110 horas. No primeiro ciclo desta
batelada, observa-se uma reduzida eficiéncia de biodegradacao Eg, que
pode ser entendida melhor quando comparada com as primeiras 100
horas de processo da batelada simples Sgi, a qual apresenta eficiéncia de
61,1%. A eficiéncia de biodegradacao (Eg) atingiu valores médios de
69,7% ao final do primeiro ciclo da batelada Sqoi;, 96,7 ao final do
segundo ciclo e 98,6 ao final do terceiro ciclo. Estes valores também
podem ser comparados, agora com mais propriedade devido a
semelhanca operacional, aqueles obtidos por Cassidy et al. (2000),

mostrando-se bastante superiores.
Dinamica de Crescimento Microbiano

O perfil de crescimento microbiano sugere crescimento mais

lento no primeiro ciclo que é devido possivelmente ao periodo de
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aclimatacao, sendo este diminuido nos ultimos ciclos. A dinamica de
crescimento microbiano no terceiro ciclo mostra um crescimento mais
acelerado, apontado pela maior taxa de crescimento e pela concentragao
de biomassa (Figura 6.16), sugerindo a presenca da microbiota
aclimatada. Observando-se a estabilizacdo da biomassa em torno de
175,0g (ca. 58 g/L) entre as 270 e as 330 horas no final do processo,
pode-se sugerir que, a partir deste ultimo ciclo, exista uma tendéncia a
manutencao do crescimento, o que vem a suscitar realizacao de novas
bateladas seqlenciais com maior niumero de ciclos, para investigar a

extensao desse crescimento.
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Figura 6.16: Perfil de crescimento microbiano na batelada sequencial Sqo1

Foi proposta, entdo, uma segunda batelada seqliencial, sendo
esta conduzida por quatro ciclos de 72 horas cada, cujo perfil de

crescimento microbiano esta mostrado na Figura 6.17.
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Figura 6.17: Perfil de crescimento microbiano na batelada seqliencial Sqo>

Conforme observamos no perfil de crescimento microbiano
acima, os baixos valores de biomassa encontrados em um intervalo que
vai do inicio do processo até aproximadamente as 40 primeiras horas,
sugere fase ou periodo /ag. Observamos estes valores proporcionalmente
muito préximos daqueles verificados para a batelada Sqgi, para um
intervalo de tempo também semelhante, indicando a reprodutibilidade do

processo.

Se compararmos as taxas de crescimento microbiano a cada
ciclo em cada batelada seqilencial, e entre as duas bateladas (Sqo: €
Sqgo2), podemos observar que os maiores valores sao verificados na
batelada Sqoi, e a partir do ciclo 2, de ambas as bateladas, ocorre um
aumento significativo nesta taxa (aproximadamente 1,5 vezes). No ciclo
3, observamos a principal diferenciacdao entre as duas bateladas:
enquanto a batelada conduzida com trés ciclos mostra altas taxas de
crescimento (0,97h™') a batelada com quatro ciclos apresenta quase
metade deste valor (0,54h™) (Figura 6.18). Este fendmeno evidencia a
influéncia do tempo de duracdo dos ciclos. Os ciclos mais longos, de 110

horas, propiciaram um maior crescimento microbiano, demonstrado pelos
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valores de biomassa total obtidos. Outra inferéncia decorrente destas
observacdes é que os “cortes” ou ciclos nas bateladas influenciaram a
retomada do crescimento microbiano, acarretando em uma maior aptidao

da microbiota a cada renovacao da fonte de carbono.
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Figura 6.18: Taxas de crescimento nas bateladas sequenciais Sqo1 € Sqo2

Concomitante com os maiores valores de biomassa que podem
ser observados ao final da batelada Sqo; tem-se os maiores valores de
taxas de crescimento também observados para esta batelada. Segundo
estes perfis e taxas de crescimento, pudemos atestar que a condugao do
processo nas condicdes preconizadas pela batelada sequencial Sqo:
favorece mais o crescimento microbiano que nas condigdes preconizadas

pela batelada seqlencial Sqoa.

Tais valores podem ser justificados pelo maior tempo total de
processo, e principalmente pela maior extensao dos ciclos, que permite
maior extensao do periodo inicial de contato da microbiota com o
poluente, capacitando-a a indugdo enzimatica para a utilizacdo da fonte de

carbono.
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Por outro lado, uma vez que a concentracao da carga organica
aumenta a cada inicio de ciclo, uma crescente quantidade de substrato
torna-se disponivel para o crescimento da biomassa microbiana ja
aclimatada: a este ponto, temos uma condicao de alta disponibilidade de
fonte de carbono. Esta alteracdao nas condicdes de biodisponibilidade do
substrato modifica o potencial metabdlico dos microrganismos e,
conseqlientemente, modifica o seu desempenho na remocao dos
contaminantes. Assim, na medida em que se aumenta a concentracao do
substrato no inicio do ciclo, a biomassa também aumentarda, bem como as

taxas globais de remocgdo do contaminante também aumentarao.

Fato semelhante foi observado por Nano et al. (2003) que,
trabalhando com tratamento de solo contaminado com odleo diesel em
biorreator, constataram que, uma vez que as quantidades iniciais de
contaminante eram as mesmas em diferentes bateladas, as taxas de
remocao ou degradacao do poluente estavam diretamente ligadas a
guantidade de carga organica reposta a partir do segundo ciclo e a
extensdao dos ciclos nas bateladas. Quanto maior a quantidade de material
introduzido ao final do primeiro ciclo, maiores seriam as concentracdes
iniciais de residuo no segundo ciclo, e as taxas de crescimento microbiano,
por sua vez, seriam também maiores, em proporcionalidade direta com a
extensdao dos periodos de reacao (intervalo de duracao do ciclo). Os
autores verificaram incrementos de 20% na concentragcao celular total
para maiores periodos de reacdao, e incrementos significativos na

degradacao final do dleo diesel, da ordem de 10%.

Alexander, em 1994, reuniu uma quantidade consideravel de
trabalhos que demonstram a importancia do periodo inicial de contato da
microbiota ou da cultura microbiana com o poluente organico. Nesta obra
de revisao, muitos trabalhos envolvendo a degradacao de naftaleno, o-
cresol, compostos mono e poliaromaticos, bem como organoclorados, sao
mostrados chamando-se a atencdao para a etapa inicial de degradacao,

gue pode ser dependente, entre outras coisas, da extensdao do tempo

EDELVIO DE BARROS GOMES



CAPITULO 6 — RESULTADOS E DISCUSSAO 152

inicial de contato do poluente com a microbiota, o que capacita o sistema

a produzir melhores taxas de crescimento e degradacao.

Pornsunthorntawee et al. (2008), em trabalho recente,
investigando a producao de biossurfactante por uma linhagem de
Pseudomonas aeruginosa por batelada sequencial, ao testarem diferentes
tempos de extensao de ciclos (23, 47 e 71 horas), observaram que o
sistema requereu maior tempo para atingir o que eles caracterizaram
como “fase estacionaria”, (que seria o periodo em que ocorre uma
estabilizacdo na demanda quimica de oxigénio) na medida em que se
aumentavam os tempos de duragao dos ciclos. Assim, na batelada em que
os ciclos duraram 23 horas, o sistema levou cerca de 1 dia para atingir a
“fase estaciondria”, ao passo que, para as bateladas em que os ciclos
duraram 47 e 71 horas, este estagio foi atingido aos 14 e 15 dias,

respectivamente.

Convém salientar, entretanto, que nos resultados aqui obtidos, a
percepcao de que o sistema atingiria essa “fase estacionaria”, ndo se
mostrou bem clara nos perfis de crescimento obtidos, uma vez que
apenas no ciclo 3 da batelada Sqo; € que podemos observar a tendéncia a

estabilizacdo em torno de um mesmo valor de biomassa.
Eficiéncia de Biodegradacdo e Eficiéncia Especifica de Biodegradacao

Como ja descrito anteriormente no capitulo de materiais e
métodos, utilizamos o artificio do calculo da eficiéncia de biodegradacao e
eficiéncia especifica de biodegradacao para estimar a remocdo dos
hidrocarbonetos presentes no residuo, como também para estimar a

biomassa efetivamente comprometida com este processo.

De acordo com os valores apresentados na Figura 6.19, de um
modo mais abrangente, a eficiéncia global de biodegradacdao (Eg) na

batelada Sqo; foi maior que na batelada seqtiencial Sqo>.
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Os valores de Eg no primeiro ciclo das bateladas Sqo:1 € Sqo2
parecem obedecer a uma proporcionalidade direta com o tempo de
duracdo de cada ciclo. J& no segundo ciclo, é nitido o aumento de tal
eficiéncia de biodegradacao para ambas as bateladas, mesmo sendo a
biomassa total da batelada Sqp>, menor que da batelada Sqo: (rever na
seccao anterior Figuras 6.16 e 6.17). Tal fenbmeno nos leva a crer na
existéncia de uma biomassa menos competente na batelada Sqoi, cujo
incremento parece nao estar intrinsecamente ligado a biodegradagao do
residuo. Observamos, nos ciclos subseqlientes, um pequeno aumento da
eficiéncia no ciclo trés para a batelada Sqo: (98,6%), e um decréscimo da
eficiéncia na batelada Sqo, também no ciclo trés (76,2%). Este valor
permanece estavel no quarto e ultimo ciclo desta batelada (em torno de
75%).
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Figura 6.19: Eficiéncia de Biodegradacao (Eg) percentual nas bateladas
Sqo1 € Sqo2

Se observarmos estes valores de eficiéncia de biodegradacao
isoladamente, podemos inferir que a conducao do processo nas condicoes
preconizadas pela batelada Sqo; € mais eficiente no que diz respeito a
degradacao do residuo de 6leo diesel em estudo. Porém, para investigar

de forma mais detalhada a contribuicao da microbiota presente, levamos
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em conta dois fatores importantes na avaliacao da efetividade do
processo: primeiramente, procuramos Vvisualizar o0s percentuais de
reducao dos HTCD relacionados a biomassa acumulada ao final de cada
ciclo; segundo, buscamos estabelecer uma relagao entre o crescimento
microbiano nao diretamente relacionado a degradacao e a producdo de
compostos ativos de superficie. Seguindo esta estratégia, obtivemos os
valores de eficiéncia especifica de biodegradacao (Egg) conforme mostrado
na figura 6.20. Através deste acompanhamento pudemos observar que as
condigdes preconizadas na batelada Sqo, favorecem o surgimento de
biomassa mais competente, efetivamente relacionada com o processo de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos presentes no residuo, ndao obstante a
biomassa total acumulada seja muito maior em todos os ciclos da
batelada Sqo:. Outra observacdo importante é que, embora seja
perceptivel uma tendéncia ao aumento da eficiéncia de biodegradacao a
cada ciclo, a eficiéncia especifica de biodegradacdo tende a diminuir em
ambas as bateladas, a cada ciclo. Suscitamos aqui a suposicao de que a
impactacao do biorreator com altas concentragdes celulares, na tentativa
de atingir altas taxas de degradacdo, obedece a fatores limitantes. Este
comportamento deve-se possivelmente ao acumulo de biomassa total
(uma vez que a quantificagao microbiana aqui realizada se deu por
pesagem de biomassa total da fase aquosa ao longo de todo o processo e
nao por contagem de células viaveis) e ao crescimento microbiano

relacionado a producdao de compostos ativos da superficie na fase aquosa.

Por fim, quando normalizamos os valores de eficiéncia de
biodegradacao em termos de taxas de biodegradacao, dividindo-se o valor
de eficiéncia de biodegradacao ao final de cada ciclo pela quantidade de
horas dos ciclos, obtemos maiores valores de taxas de biodegradacao
para a batelada Sqo,, conforme observado na Figura 6.21. Esta batelada
sequencial conduzida em quatro ciclos de 72 horas apresentou
comportamento bastante peculiar. Foi observado menor valor de eficiéncia

global de biodegradacao para os ciclos 3 e 4, mas os valores de eficiéncia
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especifica de biodegradacdo, bem como os valores das taxas de

biodegradacdo, foram bastante superiores aqueles valores observados

para a batelada seqliencial Sqo; .
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Figura 6.20: Eficiéncia Especifica de Biodegradacdao (Egg) nas bateladas
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Figura 6.21: Taxas de biodegradacao nas bateladas Sqo: € Sqo2
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Tensao Superficial na Fase Aquosa

Evidenciamos a producao de compostos ativos de superficie pelo
abaixamento da tensao superficial do meio aquoso ao final de cada ciclo.
Como mostrado na Figura 6.22, ha uma queda substancial na tensao
superficial do meio aquoso ao final dos ciclos 2 e 3 na batelada seqliencial
Sqo: (de 71,2mN.m™* para 37,5mNm™ no final do ciclo 2 e para
35,2mN.m™ no final do ciclo 3). J& na batelada Sqo», a queda é menos

acentuada, embora chegue a atingir os 47,5mN.m™ ao final do ciclo 4.
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Figura 6.22: Tensao superficial da fase aquosa nas bateladas Sqo1 € Sqo2

Muitos microrganismos capazes de produzir moléculas que
reduzem a tensao superficial do meio aquoso (como os biossurfactantes),
o fazem em condicOes adversas e por estimulos ainda ndo muito bem
elucidados. Os autores tém apontado diversas hipéteses na tentativa de
explicar o porqué da producao de tais compostos. As principais
circunstancias em que ocorre a producao de biossurfactantes apontadas
pelos autores sdo: estratégia de deslocamento do ambiente - os
biossurfactantes ajudariam no deslocamento dos microrganismos através
da aderéncia das células a superficie dos materiais onde elas estdo se

desenvolvendo e, com isso, promoveria a retirada estratégica do meio
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onde ha a presenca de uma substancia ndao preferencial; assimilacdao da
fonte de carbono - as células solubilizam ou pseudo-solubilizam a fonte de
carbono nao preferencial para melhor assimilarem, sobretudo quando
essas fontes sao apolares (LANG, 2002; RON, 2001).

Como tem sido discutido em muitos trabalhos, nos periodos que
antecedem a eliminacdo dos hidrocarbonetos, verifica-se também a
preparacdo do aparato enzimatico para que ocorra a producao de
biossurfactantes e para facilitar a assimilacao dos hidrocarbonetos pelas
células (LANG, 2002, RON & ROSEMBERG, 2002).

E largamente reportado na literatura o crescimento microbiano
associado a producdao de biossurfactantes e a degradacdo de
hidrocarbonetos. Por outro lado, também ndao tém sido poucos os
trabalhos que nos revelam o aumento de biomassa nao relacionado aos
aumentos nas taxas degradacao de hidrocarbonetos, mas sim diretamente

ligados a producdo de biossurfactantes.

Maachi et al. (2001), acompanhando a cinética de degradacao de
duas fracdes de dleo (faixas de ebulicdo de 180-235°C e de 235-350°C)
por uma linhagem da espécie bacteriana Pseudomonas aeruginosa,
constataram incrementos maiores que 30% no crescimento microbiano,
diretamente proporcional a concentracao inicial de residuo adicionado
sem, contudo terem verificado correlacao direta entre tal crescimento e a
biodegradacao. Estes autores evidenciaram que ocorre uma degradacao
de fragdes especificas de hidrocarbonetos e, logo em seguida, uma
degradacao dos metabdlitos produzidos. Neste interim, observaram uma
reducdo significativa na tensao superficial da fase aquosa (55% em

relacao a tensdo superficial inicial).

Collina et al. (2005) observaram que o intervalo de tempo no
qual foram atingidas as maiores taxas de degradacao do naftaleno nao
coincide com o intervalo de tempo em que ocorrem as maiores taxas de

producao de CO,. As maiores taxas de producdao de CO, foram verificadas
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em periodos que antecedem aqueles em que ocorreram as maiores taxas
de degradacdo. Tais autores destacam ainda que esta desconexdo se da
devido ao acumulo de metabdlitos intermediarios antes da completa
mineralizagdo, o que indica uma grande atividade microbiana as expensas

destes metabdlitos.

Shipppers et al. (2000), estudando a influéncia da adicao de
soforolipidio na biodegradacdo de fenantreno por Sphingomonas
yanoikuyae, verificaram uma reducao na concentracao deste
hidrocarboneto de 127mg.L? para 80mg.L? (reducdo em torno de 37%)
em dez horas de processo conduzido por batelada simples, apds a adicao
do biossurfactante. Os autores observaram ainda que as taxas maximas
de Dbiodegradacdao dependeram linearmente da concentracdao de
soforolipidio, e que, embora tenham observado crescimento microbiano
expressivo em ambos o0s experimentos (com e sem adicao de
soforolipidios), houve variacdo significativa na populacdo de
Sphingomonas yanoikuyae concomitante com o aumento da concentragao
de biossurfactante adicionado. Estes resultados associam o crescimento
microbiano neste ponto a presenca de biossurfactantes, quer seja através
do aumento de biomassa promovido pela biodisponibilizacao dos
hidrocarbonetos, quer seja, sobretudo pela utilizagao dos biossurfactantes

como substrato.

Obtivemos as melhores repostas globais com as condigdes
preconizadas pela batelada seqiencial Sqo:1. Entretanto, do ponto de vista
da biodegradacao efetiva e eficiente, verificamos que as condigoes
preconizadas pela batelada seqliencial Sqo> parecem ser mais adequadas
no sentido de se desprender menor tempo total de processo, utilizando-se
mais ciclos com menor duracgao, e atingindo-se uma maior eficiéncia sem,

contudo impactar o biorreator com grandes quantidades de células.

EDELVIO DE BARROS GOMES



CAPITULO 6 — RESULTADOS E DISCUSSAO 159

Para efeito comparativo, na Figura 6.23 esta mostrado o aspecto
do meio reacional nas bateladas de ajuste SAg; e seqlencial Sqoi, apos

120 horas de processo.

Figura 6.23: Meio reacional apds 120 horas - SAp: (esquerda) e Sqo:
(direita)

6.4 Ensaios Respirométricos

A partir dos resultados peculiares de taxas de biodegradacao
obtidos com a batelada sequencial Sqo> (ciclos de 72h), foram realizados
ensaios respiromeétricos com a microbiota aclimatada, com a finalidade de
acompanhar o perfil de consumo de oxigénio em cada ciclo e verificar
possiveis relacdes entre estes perfis e as taxas de biodegradacao. Cabe
rever que nesta batelada foi observado menor valor de eficiéncia global de
biodegradacao do que na batelada Sqo: (ciclos de 110h), mas os valores
de eficiéncia especifica de biodegradacao, bem como os valores das taxas
de biodegradacao, foram bastante superiores aqueles valores observados

para a batelada sequencial Sqo1.

Os resultados obtidos utilizando-se técnicas respirométricas
revelaram o elevado potencial da microbiota endégena quando estimulada
e aclimatada. De acordo com o perfil mostrado na Figura 6.24, o consumo

de oxigénio aumenta consideravelmente quando se inocula o material
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proveniente da fase aquosa do final do ciclo 1 na batelada Sqoa.
Observamos, ainda, a tendéncia ao restabelecimento da atividade
microbiana apds 40 horas de ensaio, sugerindo que um grupo de
microrganismos da comunidade mista é capaz de utilizar metabdlitos

produzidos por outros grupos, como fonte de carbono e energia.

Este fenOmeno, largamente estudado, € comumente chamado de
cometabolismo (ATLAS, 1984; ALEXANDER, 1994; MAIER, 1999).
Atentamos para esta conceituacao, levando em consideracao as
discussdes suscitadas por Alexander (1994), nas quais o autor chama a
atencao para algumas discordancias de ordem semantica. Classicamente,
o termo cometabolismo tem sido utilizado para descrever o fenébmeno em
gue microrganismos utilizam mais de um substrato. Nesta visdo,
cometabolismo se refere unicamente ao fendbmeno em que o0s
microrganismos assimilam um substrato que ndo é utilizado para o
crescimento, mas que €& metabolizado na presenca de um segundo
substrato que da suporte ao crescimento. A idéia de cometabolismo aqui
adotada, entretanto, é aquela utilizada na obra de Alexander (1994),
“Biodegradation and Biodeterioration”, cuja conceituacao, por sua vez,
esta respaldada e fundamentada nos diversos trabalhos que nesta obra
estao discutidos. Segundo este autor, cometabolismo é a “transformacdo
de um composto organico por um microrganismo inapto a utiliza-lo (ou
inapto a utilizar algum de seus constituintes) como fonte de carbono e
energia”. Desta forma, por exemplo, um determinado microrganismo pode
oxidar compostos organicos sem crescer sua populacao as expensas desta
oxidacao e, por sua vez, os compostos oxidados estarao bioquimicamente
disponiveis a outro grupo de microrganismos. Este segundo grupo de
microrganismos cresce as expensas desses compostos oxidados e os
degrada a moléculas de tamanhos diferentes as quais poderdao ser
substrato para crescimento de outro grupo e assim sucessivamente. A

”

idéia de “co”, neste conceito, refere-se a atuagao conjunta de dois ou

mais grupos microbianos. Na conceituacdo classica, a idéia de “co”, parece
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estar ligada apenas ao fato de termos mais de um substrato envolvido no

fendmeno.

Ainda na mesma figura 6.24, observamos também a atividade
metabdlica (mediante perfil de consumo de oxigénio) no meio reacional
em que nao foi acrescido inéculo, designado como “residuo nao-tratado”.
Neste meio, onde estdao presentes apenas meio mineral e residuo ndo-
tratado, o periodo em que se inicia a atividade metabdlica, o qual
inferimos ser o periodo necessario para a preparacao da microbiota a
inducdo de enzimas capazes de oxidar e degradar as moléculas de alguns
compostos presentes no residuo, foi em torno 35 horas. Este intervalo de

tempo sugere periodo de aclimatacdo.

140
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84,19
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20 -

Tempo (horas)

Figura 6.24: Perfil de consumo de O, a partir do inéculo aclimatado do
ciclo 1

Celis et al. (2008), em estudo de biodegradacao de acido 2,4
diclorofenoxiacético, por batelada sequencial em ambos os sistemas
aerdbico e anaerdbico, observaram claramente a influéncia do periodo de
aclimatacao na degradacao desta substancia. Os autores mostram que a
remogao completa deste composto se deu quando o mesmo foi submetido

a um periodo de aclimatacao de 30 dias, para os estudos em aerobiose, e
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70 dias, nos estudos em anaerobiose. Guardadas as dimensdes dos
reatores utilizados e, principalmente, a natureza quimica e a toxicidade do
composto testado, percebemos a clara influéncia do periodo de

aclimatacao na efetividade do processo aqui estudado.

Ao observarmos os perfis de consumo de oxigénio juntos em um
mesmo grafico (Figura 6.25), notamos mais uma vez a nitida contribuicao
da fase ou periodo de aclimatacdo na reducdo do tempo inicial de
atividade da comunidade mista. Verificamos o inicio da atividade
bioquimica microbiana a partir de, aproximadamente, 0,5 h de ensaio,
para o residuo acrescido do inéculo proveniente do ciclo 2; 1,5 h de ensaio
gquando é acrescido indculo proveniente do ciclo 3, e aproximadamente
2,5 h de ensaio, quando é acrescido o indculo proveniente do ciclo 4. De
uma maneira geral, percebe-se a diminuicdo no tempo de inicio da

atividade microbiana nesses trés ciclos.
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Figura 6.25: Perfis de consumo de O, dos indculos aclimatados de todos
os ciclos
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A atividade microbiana no residuo acrescido de indculo do
ciclo 2 se sobressai a atividade no residuo acrescido de indculo dos
ciclos 3 e 4, o que pode estar associado a perda de eficiéncia de
biodegradacdao que verficamos nestes dois Uultimos ciclos da batelada

sequencial Sqo>.

Para melhor visualizar e compreender as possiveis conexdes
entre consumo de oxigénio e a reducao dos hidrocarbonetos presentes no
residuo, associamos as taxas maximas de consumo de oxigénio obtidas
nos experimentos de respirometria, com as taxas de biodegradacao em
cada ciclo da batelada em biorreator. Como ja discutido no capitulo
anterior, a taxa de biodegradacdo é dada pelo quociente entre a eficiéncia
de biodegradacao (Eg) e o tempo de duragao do ciclo, no caso, fixado em
72 horas, por se tratar da batelada Sqg,, sendo os valores expressos em
%.h, por convencdo aqui adotada. Desta forma, tal relacdo esta

mostrada na Figura 6.26.
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Figura 6.26: Relacdo entre taxas de biodegradacao e consumo de oxigénio
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Pudemos verificar, a partir dai, uma conexao clara entre a
atividade bioquimica da comunidade mista aclimatada proveniente de
cada ciclo e as taxas de biodegradacao. A maior taxa de biodegradacao
(1,33%.h™!) observada para o ciclo 2 da batelada coincide com o maior
valor de taxa de consumo de oxigénio verificada para o residuo inoculado
com material proveniente deste mesmo ciclo (252,9mg0,.L™*.h™!). Para o
ciclo 1, foi observado um valor menor de consumo de oxigénio
(124,5mg0,.L1.h™') que no ciclo 2, e a menor taxa de biodegradacdo de
toda a batelada estd associada a este valor (0,74%.h™'). As taxas de
biodegradacdo caem de 1,33, no ciclo 2, para 1,06%.h! e 1,04%.h?,
respectivamente, nos ciclos 3 e 4, e o consumo de oxigénio acompanha
esta queda, atingindo nos ciclos 3 e 4, valores de 120,4mgO,.L'.h"! e
108,8mg0,.Lt.h?, respectivamente. Muito embora estes valores de
consumo de oxigénio sejam perceptivelmente menores nos ciclos 3 e 4
gue no ciclo 2, observa-se que sdao também menores que os valores
encontrados no ciclo 1 (124,5mg0..L'1.h), o que, aparentemente, ndo
estd acompanhando proporcionalmente a reducdao dos valores de taxa de
biodegradacdo (0,74%.h™ no ciclo 1, contra 1,06%.h™ e 1,04%.h™ nos
ciclos 3 e 4, respectivamente). Porém, de uma maneira abragente,
podemos constatar a perda de eficiéncia de biodegradacao e,
consequentemente, a reducao da taxa de biodegradacao nestes dois

ultimos ciclos.

E possivel que esta queda desproporcional do consumo de
oxigénio esteja relacionada a degenerescéncia das células devido a
sinalizacdes ocorridas por substancias produzidas pelos proprios membros
da comunidade mista. Entretanto, € bom lembrar que a verificagcdo do
consumo de oxigénio aqui realizada nao estd diretamente ligada ao
experimento em biorreator, mas sim a condicdes estabelecidas nos
ensaios de respirometria, sendo estes resultados provenientes de uma
estimativa a partir da utilizacao da microbioata aclimatada do experimento

em biorreator.
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6.5 Microbiota Associada ao Processo

A partir da utilizacdo de técnicas classicas de isolamento de
microrganismos, foram obtidos 10 isolados do residuo ndo tratado com
base nas suas caracteristicas morfoldgicas e coloniais. Destes, seis foram
obtidos utilizando-se técnicas para isolamento de bactérias e quatro

utilizando-se técnicas para isolamento de fungos.

As caracteristicas dos isolados fungicos e bacterianos obtidos a
partir do isolamento do residuo nao tratado, bem como das bateladas

seqlienciais estao descritas nas Tabelas 6.16 e 6.17 a seqguir:

Tabela 6.16: Isolados fungicos

Caracteristica Designacdo do isolado
F1 F2 F3 F4
Forma Arredondada Miceliar Arredondada Arredondada

Bordo da colénia | Arredondado liso Filamentosa Arredondado liso | Arredondado
liso

Elevacao da Cbncava Irregular Cbncava Irregular
colbnia

Coloracdo da Branca Amarelada Branca Opaca
colbnia

As caracteristicas morfo-estruturais e coloniais dos isolados
obtidos a partir do residuo nao tratado, também foram verificadas nos
isolados obtidos no residuo tratado ao longo do processo conduzido por
batelada sequencial. Desta forma alguns deles foram considerados como

sendo 0s mesmos isolados e por isso mantida a nomenclatura.

Tabela 6.17: Isolados bacterianos

Caracteristica Designacéao do isolado
B1 B2 B3 B4 B5 B6
Forma da Bastonete Cocobacilo Bastonete Bastonete Bastonete Bastonete
célula pequeno pequeno
Bordo da Arredondado | Arredondado | Arredondado | Arredondado Circular | Arredondado
colbnia
Elevacao da Concava Ondulada Irregular Concava Irregular Concava
colbnia
Coloracdo da Amarela Branca Branca Esbranquicada | Amarela Amarela
colbnia
Arranjo das Separadas Separadas Separadas Separadas Separadas | Separadas
células
Teste Gram () () () () () ()

Dentre os isolados microbianos obtidos por técnicas adaptadas

para isolamento de microrganismos tolerantes e hidrocarbonoclasticos,
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foram encontradas células com caracteristicas leveduriformes, sendo estas
também muito semelhantes entre os isolados obtidos ao longo do
processo. Assim, estes isolados foram designados como um unico isolado,

o I-1 caracterizado como fungo leveduriforme.

Os isolados B1, B3, B4, B5 e B6, apresentaram caracteristicas

preliminares de bactérias do género Pseudomonas.

A parte todos os géneros j& descritos na revisdo da literatura,
destacamos aqui algumas espécies isoladas por técnicas classicas ao longo
de processos conduzidos por bateladas simples e sequenciais por Cassidy
& Hudak (2001): Candida tropicalis, Brevibacterium casei, Flavobacterium
aquatile, Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens. Estas
espécies de leveduras e bactérias foram encontradas predominando ao

longo de todo o processo descrito pelos autores.
Ecologia Molecular Microbiana

Utilizando-se os mesmos critérios adotados nos experimentos de
respirometria quanto a escolha da batelada a ser investigada (melhores
taxas de biodegradacdao e melhores valores de eficiéncia especifica de
biodegradacao), selecionou-se aqui também a batelada seqliencial Sqo>
para se avaliar as mudancas na comunidade microbiana mista ao longo do

processo.

Desta forma, investigaram-se os grupos predominantes ao longo
desta batelada, utilizando-se a técnica de DGGE, a fim de se estabelecer
relagdes entre tais grupos e os altos valores de taxa de degradacao e de
eficiéncia especifica de biodegradacao, e que mudancas ocorridas na
comunidade microbiana poderiam estar associadas a variacao nestes

valores.

A partir da técnica de DGGE utilizada foram obtidas as bandas
em géis as quais sdao provenientes dos fragmentos de 16S rDNA. Na

fotografia do gel, mostrada na Figura 6.27, estao indicadas as bandas
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correspondentes aos respectivos tratamentos. Todas as bandas foram

cortadas, purificadas e seqlienciadas em seqlienciador MegaBace®.

As bandas indicadas por setas correspondem aos fragmentos que
apresentaram maior percentual de similaridade com a base de dados e
cujo seglienciamento representou maior precisao na identificacdo dos
nucleotideos das seqléncias. Empregando-se o  seqlienciador
MegaBACE®, chegou-se as seqléncias que posteriormente foram
identificadas utilizando-se o sistema de busca BLAST-N. As seqiéncias
obtidas foram comparadas as da base de dados GenBAnk, estabelecendo-

se valores de percentual de similaridade entre elas.
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Figura 6.27: Fragmentos de rDNA em gel de agarose:

lane 1: residuo nao tratado;
lane 2: ciclo 1 inicio;

lane 3: ciclo 1 apds 12horas;
lane 4: final do ciclo 1;

lane 5: ciclo 2 apds 12 horas;
lane 6: ciclo 3 apds 12 horas;
lane 7: ciclo 3 final;

lane 8: ciclo 4 final.

Na Tabela 6.18 estao mostradas as identidades das seqiéncias

nucleotidicas obtidas, os microrganismos referéncia constantes na base de
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dados, o cdédigo de acesso das referéncias, os percentuais de similaridade
e as etapas do processo as quais tais seqliéncias estdao associadas. Estas

seqiliéncias correspondem as indicacdes das setas na Figura 6.27.

Tabela 6.18: Identidade das seqiéncias das bandas derivadas dos
fragmentos de 16S rDNA

Codigo de . . A . Similaridade Etapa do
acesso Microrganismo referéncia (%) DrOCESSo

(GenBank)

FJ0O06889 Pseudomonas sp. WPCB087 94 (A)

EU852413 Pseudomonas sp. P85 88 (B)

EU282110 Burkholderia cepacia GS3C 92 (C)

AB079372 Burkholderia sp. S-2 94 (D)

(A) Residuo ndo tratado e todos os ciclos;

(B) Residuo ndo tratado; ciclo 1 inicio e ciclo 1, 12hs;

(C) Ciclo 1 final; ciclo 2, 12hs; ciclo 3, 12hs; ciclo 3 final e ciclo 4 final;
(D) Ciclo 1 final; ciclo 2, 12hs; ciclo 3, 12hs; ciclo 3 final e ciclo 4 final.

Para inferir a distdncia de ligacdo genética entre as seqiéncias
dominantes, bem como sua distribuicao ao longo do processo, utilizou-se
o coeficiente de correlacdo de Ward e Pearson (PEIXOTO et al., 2006),
resultando em uma matriz geradora da distancia entre as seqliéncias.
Adicionalmente, foi gerado um dendrograma derivado dessa matriz,

utilizando-se o software Statistica® v 5.1 (Figura 6.28).

Observando o dendrograma (Figura 6.28), percebemos de
imediato a ocorréncia de uma mudanca significativa nos componentes
dominantes da comunidade a partir do final do ciclo 1 da batelada,
separando 0s membros da comunidade em dois grandes blocos: o
primeiro, constando daqueles membros presentes no residuo nao tratado
e no residuo tratado nas primeiras 12 horas do ciclo 1 (indicagao “Ciclo
1T1”); e o segundo constando daqueles membros presentes no residuo
tratado desde o final do ciclo 1 até o final do ciclo 4. Esta mudangca mais
significativa na estrutura da comunidade pode ser também evidenciada
pelo surgimento de novas bandas, que aparecem a partir do final do ciclo
1 (figura 6.27 lane 4 e figura 6.28 indicacao “Ciclo 1 Final”). A partir deste

ponto, as bandas aparecem quase todas na mesma posicao, diferindo
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basicamente na intensidade (figura 6.27 lane: 5, 6, 7 e 8). Entre o final do
ciclo 1 e as primeiras 12 horas do ciclo 2 (indicacao “Ciclo 2T1” figura 6.28
e figura 6.27 lane 5), verifica-se na comunidade o estabelecimento de um
novo grupo de membros dominantes com caracteristicas semelhantes
entre si. A partir dai, ocorrem pequenas mudancas durante o ciclo 3,
sendo verificada uma tendéncia ao restabelecimento da comunidade
presente ao final do ciclo 4 (indicacao “Ciclo 4 Final” figura 6.28 e figura
6.27 lane 8).

1)Residuo

3)Ciclo 1 T1

2)Ciclo 1 - Inicio

4)Ciclo 1 - Final

5)Ciclo 2 T1
8)Ciclo 4 - Final §’>
7)Ciclo 3 Final

6)Ciclo 3 T1

0 50 100

Figura 6.28: Dendrograma - Anadlise da distancia de ligagdo entre os
fragmentos de 16S rDNA extraidos de amostras das
diversas etapas da batelada sequencial Sqo>

E perceptivel ainda, a prevaléncia de alguns grupos dominantes,
estando presentes desde o residuo ndo tratado até o material tratado ao
final da batelada, o que pode ser evidenciado pelas bandas presentes no
gel (figura 6.27 do lane 1 ao lane 8). Outros grupos aparecem no inicio do
processo e depois ndo prevalecem apds 12 horas do ciclo 1 (figura 6.27
do /lane 1 ao lane 3), e por ultimo verificamos o surgimento de novas

bandas a partir do ciclo 2 (figura 6.27 do lane 4 ao lane 8).

Comparando estes resultados com os resultados de eficiéncia de

biodegradacdo obtidos, é possivel estabelecermos uma relacao entre a
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mudancga, ou shift, na comunidade, com as mudancas de eficiéncia de
biodegradacao nos ciclos 2 e 3, conforme mostrado na figura 6.19 do item
6.3.3 (seccao anterior). La, verificamos que a eficiéncia de biodegradacao
(Eg) atinge 53,3% ao final do ciclo 1, chega ao maximo de 96,0% no ciclo
2, e posteriormente cai para 76,2% no ciclo 3, permanecendo em torno
de 75,0% ao final do ciclo 4. Estes valores iniciais de eficiéncia de
biodegradacao no ciclo 1, podem estar indicando uma adaptacao da
microbiota presente no residuo que, como mostrado no dendrograma e
nos perfis das seqliéncias em gel, apresentam a predominancia de poucos
grupos no inicio do ciclo 1, sendo praticamente os mesmos grupos
observados no residuo nao tratado. A eficiéncia de biodegradagao no final
do ciclo 2 atinge valores percentuais maximos concomitantemente com o
shift que ocorre na comunidade ao final do ciclo 1 e inicio do ciclo 2.
Posteriormente, a partir do ciclo 3, verifica-se uma pequena variagao nos
grupos dominantes e uma queda na eficiéncia de biodegradacao, que pode
estar associada a presenca de metabdlitos tdxicos para esses grupos
(muito embora a ecotoxicidade a este ponto do processo tenha também

diminuido - discussdo no préximo tépico).

Evans et al. (2004), estudando o impacto da bioestimulacao e da
contaminacdo por petréleo na diversidade bacteriana de solo, observaram
maiores mudancas nha comunidade em solo contaminado quando
comparada a comunidade presente em solo  bioestimulado
nao contaminado. Embora o trabalho citado nao reporte experimentos em
biorreator, é importante salientarmos que, utilizando as mesmas técnicas
moleculares que as utilizadas no presente trabalho, os autores
perceberam também o momento em que ocorreram mudancas
significativas na comunidade a partir da introducao da mistura
hidrocarbbnica no meio estudado. Estas observacbes evidenciam que, a
utilizacao dos estudos de ecologia molecular microbiana por técnicas como
as de DGGE associada aos biotratamentos de residuos, favorecem a

investigacdo das mudancas na comunidade microbiana responsavel pela
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degradacdao do poluente organico, podendo-se com isto, por exemplo,
inferir em que momento do processo poderemos fazer ajustes nas
condicdes quimicas e fisico-quimicas do meio reacional para favorecer a

determinados grupos microbianos.

Outra caracteristica importante nos estudos de ecologia
microbiana associada aos biotratamentos é a possibilidade de avaliagdo do
impacto causado na diversidade microbiana pela adicdao de residuos
oleosos ou outros materiais recalcitrantes. Li Hui et al. (2007), estudando
a dinamica das mudangas na estrutura da comunidade microbiana durante
a degradacao de compostos de petréleo, verificaram que o numero de
bandas de DGGE decresceu de 40 para 25, quando as concentracdes de
Oleo testadas chegaram a valores de 5.000mg/kg de solo, confirmando
com isso que a altas concentragdbes os compostos recalcitrantes

promovem uma pressao seletiva na comunidade.

Outrossim, verifica-se também a importancia assumida pelas
investigagcbes dos perfis da comunidade microbiana por DGGE no
delineamento de culturas mistas com elevado potencial degradador de
hidrocarbonetos de petrdleo. Diaz-Ramirez et al. (2007), em trabalho
recente, avaliaram a atividade degradadora de dez isolados microbianos
frente a diferentes hidrocarbonetos de petrdleo, analisando os perfis em
géis de cada tratamento e observado as seqliéncias prevalentes em cada
situacdo. Desta forma, os autores propuseram um consércio microbiano
com base nas habilidades degradadoras particulares de cada

microrganismo.

Nas investigacOes aqui realizadas, verificamos que as condicdes
preconizadas pelo processo permitiram a adaptacao de alguns grupos de
microrganismos da comunidade presentes no residuo, colocando-os em
evidéncia pela sua capacidade de tolerar e, principalmente, degradar os

hidrocarbonetos do residuo. Nosso alvo &, portanto, ndo o estudo dos
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efeitos do residuo sobre a microbiota, mas os reflexos que as mudancas

na comunidade podem vir a ter na efetividade do processo.

Convém salientar que investigacdes da dinamica das mudancas
na comunidade nao refletem apenas os microrganismos ativos presentes
no residuo, mas sim todo o DNA encontrado no meio reacional. Desta
forma, destacamos que as bandas reveladas no gel de DGGE refletem a
dominancia de grupos, nao significando que alguns grupos anteriores, por
exemplo, que foram evidenciados no inicio do processo, tenham
desaparecido nas etapas subseqlentes, mas sim que tenham diminuido
significativamente sua populacdo. Do contrario, muitos grupos que sao
verificados em todas as etapas do processo, podem ndo necessariamente
estar ligados a biodegradacao, mas sim ao acumulo de biomassa, uma vez
que, no caso das bateladas sequenciais, trabalha-se com a biomassa
acumulada ao longo do processo, sendo esta mantida na fase aquosa
durante todos os ciclos. Eichner et al. (1999), mostram que o numero e
intensidade das bandas de DGGE nao sdo iguais ao numero e abundancia
de gendtipos dentro da comunidade microbiana devidos as caracteristicas
da filogenia baseada no 16S rDNA e a tendéncia a amplificacdo do PCR a

partir de misturas parentais complexas.

E possivel que as bandas representem as espécies mais
abundantes, mais ativas, ou aquelas cujo DNA seja mais extraivel, ou
ainda todas essas alternativas ao mesmo tempo. Ainda nao existe
consenso com relacdo a qual dessas possibilidades € a mais propensa a
acontecer. Entretanto, tem-se observado que a técnica de DGGE é
bastante sensivel e rapida para a investigacdo das mudancgas na estrutura
da comunidade. Para os estudos de biodegradabilidade ou biotratamento
em biorreatores, sobretudo quando da condugao do processo por
bateladas seqlienciais, onde é possivel a avaliacdao do material tratado a
cada ciclo, esta técnica revela-se como uma ferramenta que pode ser

amplamente utilizada na investigacdao dos agentes biodegradadores, bem
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como na otimizagcao das condicdes de tratabilidade com base nas

capacidades de cada espécie isoladamente.

Em relacdo as identidades das seqliéncias de fragmentos de 16S
de

relativamente baixos, quando comparados a uma parcela significativa de

rDNA aqui reveladas, verificamos percentuais similaridade

trabalhos publicados nesta darea, onde, comumente utilizam-se

percentuais nao menores que 98%. Cabe salientar que, as identificacoes
foram feitas a partir de seqiiéncias parciais de DNA. Algumas apenas com
0 seguimento foward outras apenas com o seguimento reverse, devido a
dificuldades encontradas na purificagao do DNA. Apesar disto, verificamos

gue dois dos quatro microrganismos referéncia indicados pela base de

dados GenBank,

foram

isolados de ambientes com historico de

contaminacgdo por compostos hidrocarb6nicos (Tabela 6.19).

Tabela 6.19: Histdrico das referéncias do GenBank

ACESSO/AUTORES REFERENCIA TRABALHO ORIGEM/INSTITUICI\O
FJ006889 Pseudomonas sp. “Diversity of Bacterial Department of Biology,
(2008) WPCBO087 16S rRNA, | Community in Freshwater of University Maegok-Dong
Baik,K.S., Park,S.C. seqléncia parcial Woopo Wetland” South Korea
& Seong,C.N.
EU852413 Pseudomonas sp. P85 | “Evaluation of primers Biological Sciences,
(2008) 16S rRNA seqliéncia | targeting the rpoB gene and Universidad de los Andes,
Bautista,M.A., parcial different hypervariable | Bogota, Colombia

Bedoya-Reina,O.C.
and Dussan,].

regions of the 16S rRNA gene
for the assessment of a
hydrocarbon-degrading
bacterial consortium using
PCR-DGGE”

EU282110 Burkholderia cepacia | “n-alkanes degrading Environmental Science and
(2008) GS3C 16S rRNA, bacteria” Engineering, South China
Wu,R.-R. and sequéncia parcial University of Technology
Dang,Z.
AB079372 Burkholderia sp. S-2 | “Isolation of Several Soil Hokkaido University,
(2008) Bacteria Resistant to Graduate School of
Amo,Y. Cadmium and the Environmental Earth

Incorporation of Cadmium Ion
into their Cells”

Science Japan

4

E comum o isolamento por técnicas classicas, de bactérias dos

géneros Pseudomonas e Burkholderia, em ambientes com histérico de

contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo ou em sistemas em que se
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utilizem hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia. Estudos
0s mais variados, detalhando, desde a metabolizacao de tais fontes de
carbono por parte desses microrganismos até a producdo de
biossurfactantes por Pseudomonas aeruginosa, tém sido produzidos desde
a década de 1970. Um sem-nUmero de revisdes ja foi publicado sobre a
atuacdao destes microrganismos. Trabalhos mais recentes envolvendo
identificacdo molecular, ndo sé corroboram com estes estudos mais
antigos, como também revelam géneros microbianos vivendo em
ambientes contaminados por hidrocarbonetos de petrdoleo nunca antes
relatados até o advento da utilizacdo de técnicas moleculares.
Recentemente, Andreoni et al. (2004), identificaram alguns géneros
predominantes em solo contaminado com hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA) dentre os quais figuravam, além dos género
Pseudomonas e Burkholderia, os géneros: Methylobacterium, Alcaligenes,
Rhizobium, Aquamicrobium, Stenotrophomonas e Ralstonia. Assim como
também reportado por Diaz-Ramirez et al. (2007) que identificaram
seqiéncia de 16SrDNA do género Pseudomonas, Pizzul et al. (2006) e Das
& Mukherjee (2007) identificaram além do género Pseudomonas, o género
Bacillus, em estudos de diversidade molecular microbiana em presenca de

hidrocarbonetos.
6.6 Avaliacao Ecotoxicoldgica

Pelos mesmos critérios adotados na investigagdo do consumo de
oxigénio por respirometria e na investigacao da dinamica da comunidade
microbiana na batelada Sqg,, foi investigada também a efetividade do
processo quanto a reducao da ecotoxicidade do residuo oleoso. Os ensaios
de ecotoxicidade foram realizados com a fracdo hidrossoluvel de amostras
provenientes do residuo ndo tratado e do residuo tratado ao final dos
ciclos 2 e 4, bem como do solvente hexano utilizado na amostragem do

residuo no biorreator.
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De um modo geral, os resultados dos ensaios de ecotoxicidade
revelaram mudancas significativas nas caracteristicas toxicas do residuo
oleoso ao longo da batelada Sqo.. As redugdes na ecotoxicidade
observadas foram da ordem de 70% ao final do ciclo 2, chegando a niveis
nao detectaveis de toxicidade no ciclo 4 para os testes com Echinometra
lucunter (reducao de teoricamente 100%) e da ordem de 86,6% ao final
do ciclo 4 para os testes com Crassostrea rhizophorae. Para os testes com
Pseudokirchneriella subcaptata, ja no ciclo 2, nao se observaram niveis de

toxicidade detectaveis (reducao de, teoricamente 100%) (Figura 6.29).

Eciclod

Eciclo2
P. subcaptata

86,6 Cbs. niveis de
C. rhizophorae toxicidade néo
P 78,5 detctaveis pela
metodologia

empregada

E. lucunter 70,1
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Reduclopercentual da toxicidade relativa

Figura 6.29: Comparacao entre as reducdes percentuais da toxicidade
relativa com os trés organismos-teste

Com base no percentual de anormalidade para 50% da populagao
testada (CEsg) nos testes com estagios embriolarvais de C. rhizophorae e
E. lucunter e de inibicao de crescimento de 50% da populacao testada
(CIso) para os ensaios com algas P. subcaptata (Woelke, 1972; Araljo &
Nascimento, 1999), os valores de CEsg e Clsp foram determinados pelo
método de correlacao Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 1977).
Para reportar os valores em termos de toxicidade relativa, utilizou-se o
artificio da transformacdo dos valores em unidades toxicas (UT), calculada

segundo a Equacao 6.1:
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uT =1%E Equacao 6.1
50

Onde, CEsy corresponde a concentracdo efetiva que causa anormalidades em 50% dos
embrides de E. lucunter e larvas de C. rhizophorae testados. Para os resultados obtidos
nos testes com algas P. subcaptata, substitui-se CEsy por Clso ha expressao.

Para os testes com E. lucunter a resposta de toxicidade em
termos de CEsg e UT, apresentada para substancia padrao dodecil sulfato
de sédio (DSS),mostrou-se semelhante as respostas esperadas para este
organismo-teste, conforme verificado por Paixdao et al., 2007. A fragao
soluvel em &gua (FSA) do residuo nao-tratado apresentou maior nivel de
toxicidade quando comparada a FSA do solvente hexano. A inclusao do
hexano no teste (conforme exposto no capitulo anterior) é justificada pela
necessidade de investigacao da influéncia de tal solvente nas respostas

dos testes de ecotoxicidade.

Tabela 6.20: Valores de CEsg e UT nos testes com larvas de E. lucunter

AGENTE ESTRESSOR CEsp U.T.
Dodecil sulfato de sédio 3,5 ppm | 28,6
Residuo ndo tratado (%v/v) 14,8 6,7
Hexano (%v/v) 53,5 1,8
Ciclo 2 (%v/v) 49,4 2,0
Ciclo 4 (%v/Vv) n.d.* n.d.*

*ndo detectado pelo método estatistico

Como mostrado na tabela 6.20 acima, os valores de toxicidade
relativa, expressos em UT, indicam que a fragcao soluvel em agua (FSA) do
solvente hexano parece nao se caracterizar como um interferente na
resposta de toxicidade dos tratamentos. O valor em UT para a FSA do
hexano e a FSA do residuo tratado no ciclo 2, expressam reduzida
toxicidade quando comparados ao valor para a FSA do residuo nao
tratado. A CEsg para a fracao soluvel em agua do residuo tratado no ciclo
4 ndo pbdde ser determinada pelo método Trimmed Spearman Karber,
indicando valores de CEsg muito altos, e consequentemente, valores de UT

muito baixos, tendendo a zero.
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Estabelecendo uma relacao entre os valores de toxicidade
relativa para estagios embriolarvais de E. lucunter e os valores de
eficiéncia de biodegradacao (Eg) nos ciclos 3 e 4, verificamos que, muito
embora tais valores de Egz tenham sido menores nestes ciclos do que no
ciclo 2, observa-se uma diminuicao significativa da ecotoxicidade a partir
do ciclo 2, no qual os valores de toxicidade relativa decrescem de 6,7 UT
no residuo nao tratado, para 2,0 UT, no residuo tratado do ciclo 2 e,
posteriormente, decrescem a niveis nao detectaveis para o residuo tratado

do ciclo 4.

A diminuicdo na Eg pode indicar indiretamente um acumulo na
concentracdo do residuo, o que poderia levar a um aumento da
toxicidade. No entanto, como observado por alguns autores, compostos
organicos polares, intermedidrios do processo de biodegradacdao, sao
reconhecidamente capazes de diminuir a biodisponibidade da fragao
inalterada do residuo para alguns organismos, como o0s ouricos-do-mar
(SACO-ALVAREZ et al., 2008). Além disso, uma série de eventos citados
por Bearden et al. (1998) pode levar a diminuicdo do efeito dos
poluentes: adaptacdo genética, resultando em uma populacao resistente;
a seqlestracdo de alguns hidrocarbonetos na acumulacdo de lipideos
durante o crescimento celular, a existéncia de sistemas quimicos

enddgenos de adaptacao que podem causar rapidas mudancgas celulares.

Desta forma, é possivel que fendmenos relacionados a natureza
guimica dos produtos formados na biodegradacao do residuo neste estagio
tenham tornado tanto a fracdo soluvel em agua do hexano quanto os
compostos originais presentes no residuo, menos disponiveis para o
organismo testado (E. lucunter). Estes resultados, do ponto de vista da
qualidade final do efluente gerado pelo processo, sao desejados em
termos de confirmacao da efetividade do processo, uma vez que reduzem

a toxicidade no seu decurso.
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Um artificio utilizado para calcular o risco estimado do agente
estressor ao organismo-teste é o risco liquido percentual. Este indice
mostra o risco inerente ao agente estressor e é representado pela relacao
entre a variacdo nos niveis de normalidade dos embrides na populacao
nao submetida ao agente estressor e a variacao apds adicdo do agente

estressor, conforme definido por Nascimento et al. (2000).

A tabela 6.21 mostra os valores percentuais de risco liquido, que
descrevem o risco potencial relativo de cada tratamento testado com E.

lucunter em funcao do controle (branco).

A fragdo soluvel em agua do residuo tratado do ciclo 2 bem como
a fracao soluvel em agua do hexano apresentaram valores de risco liquido
percentual muito baixos e préoximos entre si, indicando que o efeito da
fracdo soluvel em 4agua do hexano pode ser negligenciado, e
conseqientemente, sua utilizagdo como solvente para extrair o residuo
nao interfere qualitativamente no resultado final (estes resultados
corroboram com os anteriores). Para o residuo tratado no ciclo 4,
observa-se que o risco liquido diminui sobremaneira, inclusive chegando a
valores menores que os obtidos para a fragao soluvel em agua do hexano.
Mais uma vez, sugere-se a perda de biodisponibilidade do hexano, agora
quando misturado a compostos presentes no material proveniente do

ciclo quatro.

A importancia e o significado da utilizacdo de estagios
embriolarvais de E. lucunter como indicadores de toxicidade, segundo
Araujo & Présperi, (2002), reside no fato de que este estagio € mais
sensivel a acao de poluentes toxicos e de que os aspectos fisioldgicos
deste organismo ja sao bastante conhecidos. Além disso, é abundante, de
facil coleta, manuseio e obtencdo dos gametas. A maior vantagem
discutida por diversos autores, entretanto, € a ampla distribuicdo destes
organismos, desde a Florida (EUA) até o sul do Brasil (BEIRAS et al.,
2001; KOBAYASHI, 1980).
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Por outro lado, quando comparado a outras espécies utilizadas
em testes de ecotoxicidade, a espécie E. lucunter parece ser
consideravelmente menos sensivel. Observa-se nas Tabelas 6.22 e 6.23,
0s resultados obtidos com C. rhizophorae e nota-se a diferenca entre
estes resultados e aqueles obtidos com E. lucunter, quer seja na
comparacao direta entre valores de CEso quer seja na comparagao entre

valores percentuais de risco liquido.

Tabela 6.21: Percentuais de risco liquido nos testes com E. lucunter

Agente Estressor Concentracao % Risco liquido
ppm
0,56 28,40
Dodecil sulfato de sodio 1,00 28,40
1,80 28,40
3,20 34,18
5,60 100,00
% v.v!
2,20 0,00
4,60 0,00
Residuo ndo tratado 10,00 0,00
22,00 100,00
46,00 100,00
100,00 100,00
% v.v!
2,20 0,00
4,60 0,00
Hexano 10,00 0,00
22,00 0,00
46,00 31,22
100,00 100,00
% v.v!
2,20 0,00
4,60 0,00
Ciclo 2 10,00 0,00
22,00 12,17
46,00 29,52
100,00 100,00
% v.v!
2,20 0,00
4,60 0,00
Ciclo 4 10,00 0,00
22,00 0,00
46,00 0,00
100,00 0,53

Nascimento et al. (2000), em um estudo integrativo entre
diferentes testes de ecotoxicidade, obtiveram valores médios de risco

liquido 10 a 70 por cento mais baixos nos testes com a espécie E. lucunter
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em relacdao aqueles obtidos nos testes com a espécie C. rhizophorae.
Serrazanetti et al. (1995), estudando a presenca de hidrocarbonetos,
esterdis e outros compostos como o esqualeno, na espécie de
ourico-do-mar Paracentrotus lividus, sugeriram que a presenca desses
compostos associada a essa espécie é influenciada pelos parametros:
composicao da dieta com conseqiente acumulagdao de compostos
lipossollveis; necessidades fisioldgicas que levam a rapida biossintese de
esqualeno e mevalonato (como observado em outros Equinodermata) e;

contaminacgdo antropogénica.

Tabela 6.22: Valores de CEsg e UT nos testes com embrides de C.

rhizophorae
Agente Estressor CEsp U.T.
Dodecil sulfato de sddio 1,01ppm 99,00
Residuo nao tratado 2,74 % 36,49
Hexano 23,92% 4,18
Ciclo 2 12,80% 7,85
Ciclo 4 20,44% 4,89

E evidenciada a tolerdncia desses Equinodermatas a
concentracOes relativamente altas de compostos xenobidticos, sobretudo
de hidrocarbonetos de petréleo. Araljo & Nascimento (1999),
investigando a sensibilidade de testes ecotoxicoldgicos, reafirmam a
diferenca de sensibilidade das espécies E. lucunter e C. rhizophorae
mediante a utilizacdo da substancia de referéncia dodecil sulfato de sddio.
Analisando testes de sensibilidade os autores atestaram que o teste com
embrides de C. rhizophorae é, pelo menos, duas vezes mais sensivel que
o teste com E. Lucunter. No presente trabalho, observamos valores de UT
3,5 vezes maiores para o dodecil sulfato de sodio 5,4 vezes para o residuo
oleoso; e 15 vezes para o hexano, nos testes com C. rhizophorae.
Observamos, mais uma vez, o hexano como potencialmente assimilavel

pela espécie E. lucunter.

Na Tabela 6.24, veremos os valores de CIsg e UT para os testes

conduzidos com a espécie de microalga Pseudokirchneriella subcaptata.
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Tabela 6.23: Percentuais de risco liquido nos testes com C. rhizophorae

Agente Estressor Concentracdao % Risco liquido
DSS ppm
0,56 2,94
1,00 20,59
1,80 33,19
3,20 94,33
5,60 100,00
Residuo nao tratado %v.v!
2,2 23,11
4,6 36,55
10,0 72,27
22,0 100,00
46,0 100,00
100,0 100,00
Hexano %v.v-1
2,2 3,78
4,6 6,51
10,0 6,51
22,0 42,86
46,0 86,13
100,0 96,64
Ciclo 2 %v.v?!
2,2 8,19
4,6 13,24
10,0 37,18
22,0 71,01
46,0 100,0
100,0 100,0
Ciclo 4 %v.v?!
2,2 10,5
4,6 17,02
10,0 23,53
22,0 35,5
46,0 93,7
100,0 100,0

Segundo mostrado na tabela 6.24, a partir do ciclo 2, ndo sao
observados efeitos toxicos mensuraveis para a populacdao testada de
P. subcapitata, de acordo com a metodologia adotada. Estes resultados
mostraram-se aparentemente atipicos, quando levamos em conta que
estes organismos tém apresentado maior sensibilidade quando

comparados aos outros dois organismos-teste supracitados.
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Tabela 6.24: Clso e UT nos testes com Pseudokirchneriella subcaptata

Tratamento Clsg U.T.
DSS 40,19ppm 2,48
Residuo in natura 20,06% 4,98
Hexano n.d.* n.d.*
Ciclo 2 n.d.* n.d.*
Ciclo 4 n.d.* n.d.*

Entretanto, podemos vislumbrar aqui a ocorréncia do fenémeno
de hormesis. Segundo Calabrese & Baldwin (2002), hormesis é uma
resposta adaptativa compensatéria bifasica, em que ambas as fases
possuem faixas de amplitudes quantitativas muitas vezes similares,
resultantes da compensacao de disturbios do equilibrio homeostasico. Esta
resposta é estimulatoria a baixas concentragcdbes da substancia ou
substancias em questdao e inibitéria a altas concentracdes. O “beneficio”
ou “maleficio” da resposta compensatoria dependera do contexto bioldgico
ou ecoldgico em que a mesma esteja inserida. Assim, no caso em estudo,
essa resposta pode subestimar os valores de ecotoxicidade, fornecendo
valores que podem estar a refletir tdo somente uma resposta adaptativa

da espécie P. subcaptata aos agentes estressores, € nao a toxicidade.

Sobretudo por ndo se tratar de uma cultura axénica, esse
fenOmeno torna-se mais propenso a ocorrer, devido a possivel atuacao
concomitante de outros microrganismos. Mas devemos ressaltar que de
acordo com Chapman et al. (2002), as respostas adaptativas
caracteristicas do fendomeno da hormesis, para serem efetivamente
aceitas, devem estar respaldadas em ferramentas estatisticas que possam
assegurar correlagdes validas, necessitando-se anadlises ulteriores que

venham a corroborar com essas hipoteses.
6.7 Consideragoes Gerais

Os experimentos em frascos agitados refletem tao-somente as
condicoes testadas, e, algumas respostas obtidas, embora significativas,

tém efeitos mais qualitativos que quantitativos. Tais efeitos sdo devidos,
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sobretudo, as dificuldades encontradas na transposicdao dos experimentos

de frascos para biorreator.

Os resultados dos ensaios em biorreator suscitaram novas
discussodes a respeito do papel da biomassa total na biodegradacao efetiva
dos hidrocarbonetos presentes no residuo oleoso. Ficou indicado que as
modificacdes ocorridas na biomassa parecem ndo ter interferido
proporcionalmente na reducao dos compostos do residuo. A impactacao
do biorreator com altas concentracdes de biomassa parece ndo estar, até
certo limite, atrelada as taxas de degradacao. Estabelecendo-se paralelos
entre: a eficiéncia de biodegradacdo (Eg); a ecotoxicidade; a eficiéncia
especifica de biodegradacao (Egg); as taxas de biodegradacdo; os perfis de
consumo de oxigénio; a tensdo superficial e as mudancas na comunidade
microbiana mista durante os ciclos da batelada seqiencial Sqoa,
observamos que, em linhas gerais, a partir do segundo ciclo mudancas
significativas na comunidade microbiana parecem ser responsaveis por

alteracdes na composicao e estrutura do meio reacional.

A avaliacdo da ecotoxicidade dos hidrocarbonetos de petrdleo
constitui um desafio devido a natureza complexa dessas misturas.
Aproximagdes analiticas tradicionais utilizadas na caracterizacdao de
contaminagdes por hidrocarbonetos, nas quais se quantificam, tanto os
hidrocarbonetos totais, como classes de compostos selecionados, sao
geralmente pobres na predicdo da ecotoxicidade, porque estes métodos
falham na distincao entre a toxicidade relativa de hidrocarbonetos
individuais e a toxicidade de todo o complexo. Estes dados fomentam as
bases de uma avaliagao conservativa que ora, superestima, ora subestima

0s riscos ecoldgicos.

EDELVIO DE BARROS GOMES



CAPITULO 7- CONCLUSOES E RECOMENDACOES 184

CAPiTULO 7

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Face as avaliacbes feitas a partir dos resultados descritos
anteriormente, e face as ponderacdes acerca das interconexdes, dos
desenvolvimentos e dos possiveis desdobramentos destes resultados,
listamos a seguir, as conclusdes proeminentes a que chegamos com a

consolidacao desta Tese.

« O residuo oleoso do terminal portuario de SUAPE-PE, em estudo, é
tratavel, apresentando baixa recalcitrancia, embora possua toxicidade

elevada, compativel com a toxicidade do 6leo Diesel original;
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A concentracgao inicial de residuo (ou carga organica inicial) mostrou-
se como o0 parametro mais importante, influenciando de forma

negativa na biodegradacao;

A aeracado influencia positivamente na biodegradacao do residuo até
certos limites, podendo a partir destes limites passar a ter influéncia

negativa e aumentar as perdas abioticas por volatilizacao;

A efetividade do processo, no que concerne as taxas de
biodegradacdo do residuo original, ndo tem relacdo constante com as
taxas de crescimento microbiano. O valor maximo de taxa de
biodegradacao atingido com a conducdo do processo na batelada
seqiiencial de 4 ciclos de 72 horas foi de 1,33%.h™! no ciclo 2, onde a
taxa de crescimento microbiano foi de 0,36.h'. Nesta mesma
batelada, a taxa de biodegradacdo decresceu para 1,06%.h! e
1,04%.h™ nos ciclos 3 e 4, respectivamente. Porém, as taxas de
crescimento microbiano mantiveram-se em ascensdo de 0,54.h™ para
0,81.h"t. O que leva-nos a inferir que o meio reacional complexo
nesta etapa pode apresentar uma série de compostos intermediarios
que, em principio, fomentam o crescimento microbiano da
comunidade mista, ou de grupos microbianos especificos presentes

nela;

O fendbmeno da biodegradacdo de compostos hidrocarbdnicos envolve
uma série de transformacdes subjacentes a natureza quimica dos
compostos originais presentes no residuo, e que podem alterar
(inclusive diminuindo) as taxas de biodegradacao dos hidrocarbonetos
originais;

Partindo-se da perspectiva da efetividade quanto a qualidade
ambiental do residuo tratado, o processo mostrou-se, a priori,
eficiente na reducdo da ecotoxicidade do residuo, reduzindo de 70 a

78% da toxicidade original ja no ciclo 2;
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A producao microbiana de tensoativos pode afetar as taxas de
biodegradacdo. Contudo, € também observavel a reducdo da tensao
superficial sem a pronta relagao proporcional de aumento da taxa de
biodegradacdo de hidrocarbonetos, fato este que dependera de
fatores intrinsecos relacionados a natureza das substancias e aos
microrganismos componentes da comunidade mista. Foram
observados ao final da batelada de trés ciclos de 110 horas, valores
de tensdo superficial de 35,2mN.m™! onde a taxa de crescimento
microbiano foi de 0,97.h™! e a taxa de biodegradacdo foi de 0,90%.h™*
e ao final da batelada de quatro ciclos de 72 horas, valores de tensao
superficial de 47,5mN.m™ onde a taxa de crescimento microbiano foi
de 0,81.h™ e a taxa de biodegradacdo foi de 1,04%.h!;

Estudos de diversidade molecular microbiana, quando aplicados aos
processos de biotratamento de residuos por batelada seqiencial,
mostram-se bastante eficientes e praticos, quando se objetiva
entender as mudancas na comunidade e suas possiveis associacoes
com mudangas nas taxas de biodegradacdo. As mudancas na
comunidade mista no final do ciclo 1 e inicio do ciclo 2 da batelada de
ciclos de quatro 72 horas parecem estar associadas as variacdes nas
taxas de biodegradacdo (de 1,33%.h?, para 1,06 e 1,04%.h™!) e a

diminuicao na tensao superficial;

Testes de ecotoxicidade com organismos proprios da biota local sdo
uma alternativa aos testes padronizados com organismos aldctones,
conferindo um carater realistico a avaliacdo da efetividade dos
tratamentos, sendo necessario avaliar critérios como sensibilidade,
ampla distribuicdo dos organismos, facil cultivo e representatividade

nos quatro niveis troéficos.

A avaliacdo da ecotoxicidade com os estagios embriolarvais de C.
rhizophorae revelou menor tolerancia deste organismo ao residuo em
estudo, sendo recomendada a sua utilizagao, uma vez que trata-se de

moluscos bivalves filtradores e bastantes representativos de
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ambientes estuarinos, semelhantes as areas contiguas ao terminal de
SUAPE-PE;

e A condugao do processo por batelada seqiencial mostrou alta
eficiéncia na reducao dos hidrocarbonetos presentes, bem como na
reducdo da ecotoxicidade, sendo recomendados estudos em escala

piloto.
RECOMENDACOES

Mediante a discussao dos resultados e apds a culminancia das
conclusdes, enumeramos algumas sugestdes e recomendagbes para
trabalhos futuros que possam complementar os estudos aqui
apresentados e explorar aspectos importantes suscitados no decurso

desta Tese.

1.Realizacdo de bateladas seqienciais com numeros maiores de ciclos
variando-se a duracao dos ciclos, a fim de verificar as tendéncias de
cometabolismo perfiladas pelos resultados obtidos com os ensaios

respirométricos;

2.Exploracao dos fendbmenos relacionados a perdas abidticas e a

transferéncia de oxigénio;

3. Proposicoes de experimentos em escala piloto agregados aos intervalos
de tempo ou periodicidade de descarte de residuos do terminal de
SUAPE-PE;

4.Realizacdo de ensaios de ecotoxicidade com organismos-teste
representativos da biota local pertencentes a niveis troficos diferentes.

Realizacao de testes de citotoxicidade;

5. Verificacdo de uma suplementacdao minima de sais para obtencdo de

boas taxas de biodegradacao;

6. Conducdo por processo continuo.
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Figura 9.1: Cromatograma do residuo ndo tratado (GC-MS)
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9.2 Espectro de Massa de alguns Hidrocarbonetos Identificados no Residuo
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Figura 9.5: Espectro de massas de alguns dos hidrocarbonetos identificados
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pristano (g) fitano
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9.3 Producodes decorrentes da Tese

“Avaliacdo de Biodegradabilidade de Residuo Oleoso, em Biorreator, por
Batelada Simples e Batelada Seqiencial” (Didlogos & Ciéncia, n. 12, v.1, dez.
2007, ISSN1678-0493). Autores: Edelvio de Barros Gomes, Nei Pereira Jr.;
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“Avaliacdo da Eficiéncia do Modo de Operagcdo de um Biorreator no
Tratamento de Residuo Oleoso” (Anais do XVII Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica - XVII COBEQ 2008). Autores: Edelvio de Barros
Gomes, Adriana Ururahy Soriano, Nei Pereira Jr.;
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“Physical-Chemical Parameters Affecting Biodegradation of Diesel Qil Residue

(Anais do “II Brazilian Symposium of Petroleum Biotechnology” - II BSPB,

2006) Edelvio de Barros Gomes, Nei Pereira Jr.;
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“Biodegradation of Stored Jet Fuel by a Nocardia sp. Isolated From
Contaminated Soil” (Brazilian Archives of Biology and Technology - trabalho

aceito para publicacdo em abril de 2008) Autores: Edelvio de Barros Gomes,
Adriana Ururahy Soriano, Nei Pereira Jr.;
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“Ecotoxicological Evaluation of Treated Oil Waste by Sequential Batch in
Bioreactor”. (Anais do II Workshop Internacional de Meio Ambiente -
IT WIMA 2008). Autores: Edelvio de Barros Gomes, Adriana Ururahy Soriano,

Iracema Andrade Nascimento, Nei Pereira Jr.;
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