UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

Giselle Intra Pedroti

ENSAIOS DE BIODEGRADABILIDADE AEROBIA
DE HIDROCARBONETOS DERIVADOS DO
PETROLEO EM SOLOS

Vitoria
2007



Giselle Intra Pedroti

ENSAIOS DE BIODEGRADABILIDADE AEROBIA
DE HIDROCARBONETOS DERIVADOS DO
PETROLEO EM SOLOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés —
Graduacdo em Engenharia Ambiental do Centro
Tecnoldgico, Departamento de Hidraulica e
Saneamento da Universidade Federal do Espirito
Santo, como requisito parcial para a obtencéo do
Grau de Mestre em Engenharia Ambiental.
Orientador: Sérvio Tulio Alves Cassini

Vitoria
2007



Dados I nternacionais de Catal ogacdo-na-publicagédo (CIP)
(Biblioteca Centra da Universidade Federa do Espirito Santo, ES, Brasil)

Pedroti, Gisdlle Intra, 1980-

P372e Ensai os de biodegradabilidade aerdbia de hidrocarbonetos derivados
do petréleo em solos/ Giselle Intra Pedroti. — 2007.
119f. :il.

Orientador: Sérvio Tulio Alves Cassini.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Espirito Santo,
Centro Tecnol égico.

1. Biodegradaco. 2. Biorremediaggo. 3. Hidrocarbonetos. 4.
Bactérias. |. Cassini, Sérvio Tulio Alves. Il. Universidade Federal do
Espirito Santo. Centro Tecnolégico. Il1. Titulo.

CDU: 628




UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

“Ensaios de biodegradabilidade aerdbia de

hidrocarbonetos derivados do petroleo em solos™

GISELLE INTRA PEDROTI

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Sérvio Tulio Alves Cassini
Orientador — DEA/CT/UFES

Profa. Dra. Edumar Ramos Cabral Coelho
Examinadora Interna — DEA/CT/UFES

Prof. Dr. Eustaquio Vinicius Ribeiro de Castro
Examinador Convidado — DQUI/CCE/UFES

Prof. Dr. Marco Antonio Almeida de Souza
Examinador Externo - UNB

Coordenador do PPGEA: Prof. Dr. Sérvio Tulio Alves Cassini

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Vitéria, ES, 29 Junho de 2007.



Dedico este trabalho a minha familia pelo
incentivo, confianca e por estar

sempre ao meu lado.



Agradecimentos

A Deus, de onde tirei forcas para seguir sempre em frente e ir a busca dos meus
ideais.

A minha familia que me proporcionou e continua proporcionando condigcdes
materiais € emocionais para que eu possa sempre ir mais além. Em especial a
minha méae, Maria Geni pelo apoio incondicional. As minhas tias Vera Intra e Nola
Intra que nunca mediram esfor¢os para me ajudar e a familia Pimenta pelas palavras
de carinho e solidariedade.

Aos colegas e professores do PPGEA - Programa de Poés Graduagdo em
Engenharia Ambiental que de forma direta ou indireta, participaram da minha
jornada no mestrado, em especial a Hyane, Eduardo, Emilia, Hugo, Claudia, Erika,
Priscilla, Fernanda, Caio, Francisco e Eudrades.

Ao LABSAN, por ter me auxiliado nos momentos que precisei.
Ao LABPETRO, pela parceria e aos colegas e professores que facilitaram o
desenvolvimento deste trabalho, em especial ao Prof. Eustaquio, Prof. Edna, Prof.

Reginaldo, Verbnica, Mariana e Michel pela atencéo e disponibilidade.

Ao professor Wolfgang Riegert pelo total desprendimento, disponibilidade, atencéo e
paciéncia em me ajudar sempre que precisei, sem medir esforcos.

Aos amigos que, mesmo de longe, se preocuparam ao longo deste trabalho e se
mostraram companheiros e acreditaram no meu potencial.

Ao CNPq pela bolsa.
Ao meu orientador, Sérvio Tulio Cassini pela orientacdo na pesquisa e por ter, desde

o inicio, acreditado em mim.

A todos que de alguma forma contribuiram para o desenvolvimento deste trabalho.



"O amor e a verdade estdo unidos entre si,
como as faces de uma moeda. E impossivel
separa-los. Sdo as forgas mais abstratas e
mais poder osas desse mundo."

(Mahatma Gandhi)



RESUMO

A poluicdo ambiental causada por derramamentos e vazamentos de petréleo e seus
derivados tém sido um grande motivo de preocupacédo com o Meio Ambiente. Com o
objetivo de recuperar o Meio Ambiente da poluicdo sofrida por estes acidentes, este
trabalho se propds a isolar e caracterizar microrganismos com capacidade de
biodegradacao de hidrocarbonetos de petréleo em ambiente terrestre.

A pesquisa obteve 19 isolados, os quais foram analisados através do sistema
manual, baseado no método respirométrico de Bartha (modificado), descrito pela
NBR 14.283 (1999) pela literatura por meio da condutivimetria, que determina a
atividade microbiolégica pela geracdo de gas carbbnico e, indiretamente, a
biodegradacéo de contaminantes do solo.

A pesquisa foi realizada em trés ensaios. No primeiro ensaio foi avaliada a
capacidade de biodegradacédo das 19 cepas isoladas, tendo areia e vermiculita como
substrato. O segundo ensaio avaliou 4 cepas (1, 2, 13 e 14) com quatro
hidrocarbonetos (A, B, C e D), formando assim 16 tratamentos em forma matricial,
tendo areia e vermiculita como substrato, e objetivando avaliar a especificidade das
cepas isoladas. O terceiro ensaio envolveu 2 cepas (1 e 14) com 4 hidrocarbonetos
(A, B, C e D), em forma matricial, utilizando solos arenoso e argiloso objetivando
avaliar as possiveis diferencas de biodegradacéo nos solos.

As cepas avaliadas apresentaram potencial de biodegradacdo dos hidrocarbonetos
derivados de petroleo. A analise de biodegradacdo foi realizada por meio da
liberacdo de gas carbbnico gerado pelas bactérias no sistema respirométrico. Os
dados foram ajustados de acordo com o calculo da taxa de biodegradag&o proposto
pela cinética quimica. Foram observados valores de até 32% de biodegradacao de
hidrocarbonetos em um periodo de 15 dias, considerando o modelo de
biodegradacdo Unico proposto por Firme (2005). A taxa de biodegradacao
apresentou variacdes de acordo com tipo de composto organico e a cepa isolada

utilizados nos tratamentos de cada ensaio.



ABSTRACT

The environmental pollution caused by oil and derivatives” leaking is a great worry
about environment. With the target of recovering the environment from the pollution
caused by those accidents, this work intends to isolate and characterize
microorganisms with capacity of petroleum biodegradation in ground environment.
The research achieve 19 isolated, which were analyzed through manual system,
based in Bartha respirometric method (modified), described by NBR 14.283 (1999),
by literature through condutivimetrics, which determines microbiologic activity by
carbonic gas generation and, indirectly, biodegradation of ground contaminant.

The research was done in three experiences: in first, biodegradation capacity of 19
isolated strains was verified, with sandy and vermicuta as substracts. The second
experience tested four strains (1, 2, 13 and 14) with four hydrocarbons (A, B, C and
D), forming 16 matricial treatments, with sand and vermicuta as substracts, with the
purpose of verify isolated strains specificity. The third experience involved two strains
(1 and 14) with four hydrocarbons (A, B, C and D), in matricial form, using sandy and
clay ground, with the purpose of verify possible differences of ground biodegradation.
The evaluted strains showed biodegradation potential of petroleum derivatives
hydrocarbons. The biodegradation analysis was done by carbonic gas generated by
bacterias in respirometric system. Data were adjusted according with biodegradation
rate calculations proposed by chemical kinetics. Values until 32% hydrocarbons
biodegradation in a 15 day period were observed, considering the only
biodegradation model proposed by Firme (2005). The biodegradation rate presented
variation according with each type of organic composites and isolated strain utilized

in each experience treatment.
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1. INTRODUCAO

Os crescentes derramamentos de 6leo, em terra ou em mar, tém sido motivo de
desenvolvimento de pesquisas, objetivando solucionar os problemas que causam
impacto ambiental ou a busca de alternativas possiveis, menos agressivas, para a

recuperacao do Meio Ambiente, preocupacdo do homem contemporéaneo.

O petroleo, palavra formada do latim petra . oleum, 6leo que vem da pedra, € uma
mistura de hidrocarbonetos resultantes de processos fisico-quimicos sofridos pela
matéria organica que se depositou juntamente com fragmentos de rochas durante a
formacdo de rochas sedimentares, milhdes de anos atrds. Devido a efeitos
mecanicos, ocorre a migracdo do petrdleo no subsolo, acumulando-se em rochas

porosas e permeaveis denominadas rochas reservatorio.

Os hidrocarbonetos de petréleo incluindo os hidrocarbonetos policiclicos arométicos
(PAH) tém sido categorizados como 0s principais poluentes pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) e outras organiza¢cdes ambientais e
de saude em todo mundo. Também aqui no Brasil, a partir dos anos oitenta, as
pesquisas tém se voltado para os efeitos, no Meio Ambiente, da exploragcédo de
petroleo em nosso territério, a utilizacdo de seus derivados e a necessidade de

politicas ambientais consequentes.

O petroleo, especificamente o brasileiro, € tipicamente um 6leo pesado que, quando
fracionado em refinaria, produz uma quantidade muito grande de nafta, gasolina,

6leo combustivel e, em quantidade menor, o 6leo diesel.

Apesar da separacao da agua, Oleo, gés e solidos produzidos, ocorrer em estagdes
ou na proépria unidade de producdo, € necessario o processamento e refino da
mistura de hidrocarbonetos provenientes das rochas reservatério, para a obtencao
dos componentes que serdo utilizados nas mais diversas aplicacbes. Esses
hidrocarbonetos sdo compostos organicos formados por carbono e hidrogénio e

podem ser caracterizados em saturados, insaturados ou aromaticos. Os
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hidrocarbonetos saturados, também denominados de alcanos ou parafinas sao
agueles cujos atomos de carbono sdo unidos somente por ligacbes simples e ao
maior numero possivel de atomos de hidrogénio, constituindo cadeias lineares,
ramificadas ou ciclicas, interligadas ou n&o. Os hidrocarbonetos insaturados,
também denominados de olefinas, apresentam pelo menos uma dupla ou tripla
ligagdo carbono-carbono, enquanto que os hidrocarbonetos aromaticos, também

chamados de arenos, apresentam pelo menos um anel de benzeno na sua estrutura.

A contaminacao por petréleo e derivados tem causado bastante preocupacdo, seja
pela freqiéncia dos eventos ou pelo elevado potencial dos mesmos. A
contaminacdo de ecossistemas aquaticos e terrestres por hidrocarbonetos pode ser
atribuida as atividades das refinarias de petroleo e seus derivados ou vazamentos

de tanques de combustiveis subterraneos.

Quando o 6leo é derramado na 4gua do mar, a principio, somente 0os componentes
soluveis afetam os organismos que vivem sub-superficie. Porém, quando ventos,
ondas e correntes agem sobre a mancha de Oleo, misturando-a a agua, outros
componentes nao sollveis, passam também afetar os organismos ali presentes.

Quanto mais soluvel for o composto, mais téxico sera ele.

Segundo Domingues (2005), um litro de 6leo é capaz de esgotar o oxigénio de 1
milhdo de litros de agua, formando, em poucos dias, uma fina camada sobre a
superficie de 1000 m? o que bloqueia a passagem de agua e luz, impedindo a

respiracao e a fotossintese.

Devido a essa preocupacdo ambiental, desenvolveram-se pesquisas para avaliar a
biodegradabilidade de hidrocarbonetos de petrdleo no solo, pela acdo de bactérias

presentes no Meio Ambiente.

O tratamento bioldgico ou técnicas de biorremediagdo sdo métodos alternativos para
tratamento do solo contaminado. Essas técnicas sdo econdmica e politicamente

atrativas e tém mostrado resultados promissores no tratamento de solos
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contaminados com compostos organicos, particularmente com hidrocarbonetos de

petréleo.

As bactérias heterotréficas sdo os organismos mais importantes na transformacao
de compostos organicos perigosos, e esquemas de tratamento de solos podem ser

direcionados para o realce de suas atividades.

A biorremediacdo é a reducdo biolégica de substancias quimicas complexas
catalisadas por microorganismos. A biorremediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos pode ser realizada através da simulacdo da microflora nativa, pela
introducéo de nutrientes e oxigénio dentro do solo (bioestimulacdo) ou por meio de
uma inoculacdo de uma populagdo microbiana mista ou pura, enriquecida dentro do

solo (bioaumentagéo).

A cultura pura de um dado microrganismo € uma cultura de células genética e
morfologicamente idénticas, ja a cultura mista € uma cultura de células diferentes. A
imobilizacdo das células num meio soélido torna possivel a visualizagdo do

crescimento em massas celulares isoladas denominadas colonias.

Nos ultimos anos, tem sido dada atencdo a obtencdo de consércios microbianos,
gue comparativamente as culturas puras, tém se mostrado mais efetivos na

degradacdo de compostos organicos.

A biodegradacédo de hidrocarbonetos pode ser aerdbia ou anaerédbia. A aerébia no
solo é dominada por uma variedade de microorganismos, incluindo bactérias e
fungos, os quais requerem oxigénio durante a degradacdo quimica. A anaerdbia no
solo é dominada por uma quantidade menor de microorganismos que nao utilizam o

oxigénio para a degradacao quimica.
Este trabalho tem por objetivo avaliar uma alternativa capaz de tratar

adequadamente as contaminagfes em solos decorrentes de acidentes ambientais

com hidrocarbonetos derivados do petréleo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Avaliar uma alternativa capaz de tratar adequadamente as contaminagfes em
solos decorrentes de acidentes ambientais com hidrocarbonetos derivados do

petréleo.

2.2 Objetivos especificos:

1. Isolar e caracterizar microrganismos com atividade de biodegradacéo

de hidrocarbonetos de petréleo e fracoes.

2. Avaliar o potencial de biodegradabilidade aerdbia de microorganismos

isolados, caracterizados em diferentes tipos de solos.

3. Comparar os diferentes tipos de ambientes com o potencial de

biodegradabilidade utilizando os microorganismos isolados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Composicao Quimica do Petrdleo

O petroleo é uma mistura complexa de ocorréncia natural formada por diversos
componentes organicos e inorganicos, entre 0S compostos organicos encontram-se
principalmente hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aroméaticos. As
propriedades fisicas e termodindmicas e o comportamento de uma mistura desse
tipo dependem principalmente de seus constituintes, das quantidades relativas

desses constituintes e das condi¢cfes termodindmicas nas quais ela se encontra.

O petroleo € um ligquido escuro acastanhado, de consisténcia oleosa, de cheiro
desagradavel e coloracdo que pode variar do preto ao castanho, originando-se da
decomposicdo de animais e vegetais marinhos soterrados em desabamentos da
crosta terrestre em épocas remotas. Alguns podem ser escuros, densos e Viscosos,
com pouco gas, enquanto outros podem apresentar tonalidades mais claras, baixa
densidade e viscosidade, com quantidade expressiva de gas, em funcdo dos

diferentes reservatérios em que os 6leos sao obtidos.

A caracterizacdo adequada dos constituintes de petroleo é uma informacgéo
indispensavel para a determinacdo do comportamento termodinamico e é, portanto,
de grande importancia para todas as operacfes de producdo de petréleo, desde a
estimativa das reservas existentes até os projetos para sua producdo nas fases

primaria e suplementar, seu transporte, refino e a distribuicdo de seus produtos.

Os oOleos crus contém muitas substancias toxicas como benzeno, tolueno, xileno
além de outras substancias de baixo peso molecular (Kennish, 1996). As principais
caracteristicas de um ‘tipo’ de petroleo sdo, conforme Martins (2005) a densidade do
6leo, o tipo de hidrocarboneto — ou base — predominante na mistura e o teor de

enxofre. De acordo com o autor, em relacdo a densidade, os diferentes tipos de
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petréleo sado classificados segundo uma gradacédo que vai de leves (menos densos)
a pesados (mais densos). De acordo com as normas do American Petroleum
Institute, essa classificacdo € conhecida também como “grau API”. Segundo essa
classificacdo, quanto menor a densidade do petréleo, maior o grau API e
consequentemente maior o valor comercial do petréleo, tendo em vista que sera
possivel produzir uma parcela maior de derivados nobres, de elevado valor
comercial, como a gasolina, o diesel e o GLP, relativamente a outro tipo de dleo,

mais pesado (menor grau API).

O grau API é maior quando se diz que o petréleo é mais leve. Petréleos com grau
API maior que 32° sdo considerados leves; entre 24° e 31° API, sdo médios; abaixo
de 23° API, sao considerados pesados; e com grau API igual ou inferior a 10°, s&o
petroleos extrapesados. O 6leo leve (alto °API) é constituido predominantemente de
hidrocarbonetos alifaticos mais facilmente degradados pela populagdo microbiana do
gue o Oleo mais pesado, que pode conter maior abundancia de hidrocarbonetos
aromaticos (Peters e Moldowan, 1993). Quanto ao teor de enxofre, o petréleo pode
ser classificado como doce ou &cido. Sao classificados como &cidos os 6leos com
percentual de enxofre superior a 0,5%; estes tém seu valor comercial reduzido
devido a corrosividade e toxicidade do enxofre, que resultam em maiores custos no
processo de refino. A Tabela 1 relaciona a classificacdo do petréleo de acordo com o

teor de enxofre e do grau API.

De acordo com Mariano (2005), as caracteristicas do petréleo tém grande influéncia
sobre a escolha das técnicas que serdo adotadas para a sua refinacdo, e de um
modo geral sdo elas que irdo determinar quais serdo os produtos que melhor
poderdo ser obtidos de um dado petréleo. Nem todos os derivados podem ser
produzidos com qualidade e de forma economicamente viavel a partir de qualquer
tipo de petroleo. Também nédo existe uma técnica Unica de refino que seja aplicavel

a qualquer tipo de 6leo bruto.
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Tabela 1 — Classificagdo do Petréleo segundo o Grau API e o Teor de Enxofre

Categoria % Enxofre | Grau API
Leve com baixo teor de enxofre 0-0,5 >32
Pesado com médio teor de enxofre 0,35-1,1 >24
Leve com elevado teor de enxofre >1,1 >32
Pesado com elevado teor de enxofre >1,1 24-33
Muito pesado com elevado teor de enxofre >0,7 0-23

Fonte: Tavares (2005)

Técnicas instrumentais convencionais permitem a separacao e identificacdo precisa
dos componentes organicos em uma mistura de petroleo desde o metano até o
pentano. Os hidrocarbonetos de massa molecular mais elevada néo séo facilmente
separados e identificados, e geralmente definem-se estes constituintes como fragdes
de determinadas propriedades fisicas como temperatura de ebulicdo, massa
molecular ou densidade. O fracionamento € obtido por destilacdo convencional ou
simulada, por exemplo, cromatografia gasosa. Novas técnicas experimentais
permitem caracterizar mais detalhadamente estas fragbes em termos de
constituintes parafinicos, nafténicos e arométicos (analise PNA). Mesmo assim,
permanece sempre uma fracdo residual que é de dificil identificagdo por ser
termicamente degradavel. Uma alternativa para identificar e caracterizar essa fracao
pesada € através do comportamento de solubilidade dos constituintes em solventes
organicos parafinicos e aromaticos, o que classifica as fracbes em saturados,

aromaticos, resinas e asfaltenos (SARA).

A presenca dessa fracdo pesada, mesmo em quantidades pequenas, tem
implicacdes importantes sobre o comportamento de fases de fluidos de petréleo e
gas natural nas condicbes encontradas durante as operagcbes de producdo,
transporte e refino. A natureza quimica, a quantidade e a interacdo dessa fracao
com o0s outros constituintes do fluido influenciam significativamente algumas
propriedades e fendmenos importantes como, por exemplo, o ponto de orvalho de
um gas natural, a precipitacdo de parafinas em petréleos sujeitos a ambientes frios
(linhas de transporte de petroleo em aguas profundas) e a desestabilizacdo e

deposicdo de asfaltenos no reservatério, na coluna de producdo e em linhas de
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transporte, devido a alteragbes nas composicfes e condicbes termodinamicas de
temperatura e pressdo durante a producdo de petréleo. A presenca de agua em
sistemas de gas natural pode gerar outros problemas como a formacao e deposicao
de hidratos. A formacao de solidos durante a producdo de petréleo traz prejuizos
qgue variam do aumento dos gastos energéticos devido ao aumento de viscosidade

até a catastrofica interrupcdo da producéo.

Entre os constituintes na fracdo pesada de petréleo que vem despertando interesse
e atencdo mundialmente estdo os asfaltenos e a parafina. A comprovacdo de que
petréleos brasileiros produzidos das jazidas de maiores reservas no pais contém
qguantidades apreciaveis de asfaltenos juntamente com parafinas de alta massa
molecular despertou o interesse para a realizagdo de pesquisas nesta area. Foram
realizados tanto trabalhos experimentais como tedricos com bastante sucesso,
revelando a complexidade de comportamentos destas fragbes e dos fenémenos
envolvidos e sugerindo a necessidade de estudos mais detalhados para desvendar

0S passos e mecanismos que levam a deposicéo de asfaltenos e parafinas.

O petroleo consiste basicamente em compostos de apenas dois elementos que, no
entanto, formam grande variedade de complexas estruturas moleculares.
Independentemente das variagdes fisicas ou quimicas, quase todos os petroleo
variam de 82 a 87 % de carbono em peso e 12 a 15% de hidrogénio. Os asfaltos
mais viscosos geralmente variam de 80 a 85% de carbono e de 8 a 15% de

hidrogénio.

De acordo com a origem do petr6leo, a composi¢cdo quimica e as propriedades
fisicas do Oleo cru podem variar demasiadamente, e é devido a esses fatores
(composicdo complexa e variabilidade na composicdo) que se encontram

dificuldades para o tratamento de &reas contaminadas por tal substancia.

Em geral, todas as formas do petréleo sdo compostas quase que completamente por

atomos de carbono e de hidrogénio, com menores propor¢cdes de nitrogénio e
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oxigénio (Solomons, 1996). Existem mais de 600 compostos de hidrocarbonetos

identificados no petréleo (Fetter, 1993).

3.2. Processo de Separacao do Petroleo

Os hidrocarbonetos de petroleo séo separados por destilagcdo fracionada, pois o 6leo
bruto extraido ndo contém muitas propriedades para uso. Na destilagdo, separam-se
0s varios compostos em grupos chamados fragdes do petréleo, conforme mostrado
na figura 1. Se a amostra original consiste em véarios liquidos volateis, os liquidos
componentes aparecem no destilado sucessivamente em uma série de fracdes, ou
amostra do destilado, que fervem em intervalos de temperatura especificos. O
componente mais volatil destila primeiro e o componente menos volatil € obtido
como fracao final. Todas as fracdes do petréleo obtidas na destilagéo sao utilizadas,
como é o caso da gasolina, que contém oito atomos de carbono. Os Oleos
lubrificantes - 6leos basicos - sdo obtidos de fracdes mais pesadas, devido a sua

estrutura molecular, pois séo hidrocarbonetos de cadeia del6 carbonos.

Como pode-se verificar pela tabela 2, a porcentagem de gasolina obtida através da
destilacao fracionada é relativamente pequena, ndo atendendo as necessidades do
consumo mundial e a quantidade de oleo obtida € muito grande (maior que a
demanda). Com isso, sobrava muito 6leo e faltava gasolina, de maneira que foi
possivel desenvolver um método que permitisse a quebra de 1 molécula de dleo
(compostos com 15 a 18 carbonos) em 2 moléculas menores (5 a 12 atomos de
carbono) por meio do aquecimento desse Oleo a uma temperatura de
aproximadamente 500°C utilizando um catalisador apropriado. Esse processo €&

chamado de pir6lise ou cragueamento catalitico.
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Torre de
Fracionamento

Armazenamento || 4' Querosene

de petréleo

i (3) Oleo combustivel

- (2) Oleo lubrificante

: ::1:' Residuos (parafina, asfalto)

Figura 1 — Esquema de separacdo do petréleo a partir da destilagcao fracionada que aquece, separa e
esfria os produtos.

Tabela 2 — Produtos obtidos a partir do fracionamento do petr6leo

~ Temp. N° de
[+)
Fragao (%) destilacao(°C) carbonos
Gas de cozinha 7.5 abaixo de 20 l1a4d
(GLP)
Solvente para colas 11.2 60 - 100 5a7
e tintas
Gasolina 16.2 80 - 205 5a12
Querosene 5.0 175 - 275 12 a16
Oleo Diesel e 50.4 | acima de 250 15a 18
combustivel
Oleo lubrificante e 1.2 acima de 350 acima de 17
parafina
Asfalto 1.8 sélidos ndo |estr. policiclicas
volateis
Outros 6.7
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As industrias utilizam colunas de fracionamento gigantescas para separar misturas
complexas como Oleo cru. Utiliza-se as fragBes volateis como gas natural (ferve
abaixo de 0° C), gasolina (ferve entre 180 e 325° C). As fragbes menos volateis sdo
usadas como diesel combustivel (acima de 275° C). O residuo que permanece

depois da destilacao é asfalto, que é usado em rodovias.

3.3. Classificacdo dos Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos séo constituidos por atomos de carbono e hidrogénio arranjados
em varios tipos de configuracdes estruturais, basicamente divididos em dois grupos,

os alifaticos e os aromaticos.

Na classificacdo estrutural dos alifaticos existem quatro classes denominadas
alcanos, alcenos, alcinos e cicloalcanos. Os aromaticos sdo divididos em

monoaromaticos e poliaromaticos (Potter e Simmons,1998).

Os alcanos formam cadeias com ligagdes simples, os alcenos possuem ligagoes
duplas e os alcinos possuem pelo menos uma ligacao tripla. Os hidrocarbonetos
aromaticos sdo formados por anéis benzénicos. As principais classes estédo

apresentadas na figura 2.

Hidrocarbonetos

|
' |

Alifaticos Aromaticos

[ [ | |
Alcanos Alcinos

Monoaromaticos

Alcenos

Ciclanos Poliaromaticos

Figura 2 — Fluxograma de classifica¢do dos hidrocarbonetos.
Fonte:Potter e Simmons,1998
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Figura 3 — Exemplos de hidrocarbonetos alifaticos
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Figura 4 — Exemplos de hidrocarbonetos aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos, também chamados de BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzenos e xilenos) ndo formam concentragdes abundantes na maioria dos 6leos
brutos. Eles s&o produzidos durante o processo de destilagdo e sdo associados aos
produtos de petroleo refinados, como a gasolina, o querosene e o Oleo diesel
(Robbins et al., 1993).

Os hidrocarbonetos que possuem dois ou mais anéis sdo denominados

hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PAH), estes hidrocarbonetos séo

considerados os mais tdxicos componentes do petroleo e estdo associados a efeitos
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carcinogénicos. Muitos dos PAH de baixo peso molecular sdo soluveis em agua,
aumentando o risco de contaminag&o.

Os PAHSs séo os poluentes que mais preocupam tratando-se de poluicdo ambiental.
Esta preocupacao origina-se do fato que os PAHSs, sdo conhecidos como potentes
cancerigenos. O benzo(a)pireno, o mais extensivamente PAH estudado, tém sido
demonstrado que produz metabdlitos cancerigenos quando agem nas enzimas do
corpo. Outra preocupacgao crescente é a contaminacéo do solo por PAH, que segue
para aguas subterraneas, cuja contaminagdo é associada a uma grande gama de
locais contaminados por substéncias perigosas (Haimann, 1995). Os
hidrocarbonetos policiclicos arométicos, ainda sdo produzidos hoje por processos
industriais da refinacdo de petréleo, producdo de coque e estacdo de tratamento de
esgotos na industria petrolifera. (Cutright e Lee, 1994).

O conjunto de hidrocarbonetos presentes em uma amostra de petrdleo ou de seus
derivados é conhecido como TPH (Total Petroleum Hydrocarbons). Os TPH sao
definidos como a soma dos compostos alifatico e aroméaticos (Weisman, 1998). Os
grupos BTX e PAH s&o os compostos de maior mobilidade e toxicidade no Meio
Ambiente (Schneider, 2005).

3.4. Poluicéo e Contaminagcdo Ambiental

A Poluicdo pode ser definida como a introducdo no Meio Ambiente de qualquer
matéria ou energia que venha a alterar as propriedades fisicas ou quimicas ou
biolégicas desse meio, afetando, ou podendo afetar, por isso, a "saude" das
espécies animais ou vegetais que dependem ou tenham contato com ele, ou que
nele venham a provocar modificacbes fisico-quimicas nas espécies minerais
presentes. A contaminacdo € quando a poluicdo resulta em prejuizos a saude

humana.
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Entre as principais fontes de contaminacdo do solo e das aguas subterraneas
podem-se citar os vazamentos em dutos e tanques de armazenamentos
subterraneos de combustivel, atividades de mineracéo e uso de defensivos agricolas
(Alaburda e Nishihara, 1998).

Os postos de gasolina compbem uma parte significativa do total dos
empreendimentos implantados nos centros urbanos representando potencialmente
uma fonte de impacto ambiental caracterizada por vazamentos de derivados de
petréleo no solo, 0os quais conduzem impactos ambientais, contaminando aguas

subterraneas e o solo.

As normas ABNT estabelecem padrdes para os equipamentos e dispositivos de
protecdo contra vazamentos e derramamentos a serem instalados nos postos, em
funcéo de sua classe 1, 2 ou 3 (NBR 13.786/97). Esta classe é determinada a partir
de fatores de agravamento tais como: proximidade de escolas, hospitais, tlneis, ou
seja, de acordo com o tipo de vizinhanca no entorno do posto, a uma distancia de

100 metros a partir de seu perimetro.

O termo poluicdo do solo usualmente se refere a presenca de substancias toxicas de
classes quimicas tais como VOC (Volatile Organic Compounds), hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos como BTX (Benzeno, Tolueno e Xileno), 6leos pesados, sub
produtos do craqueamento dos derivados petroquimicos, elementos
radionucleotideos, metais pesados, solventes e compostos clorados, PAH
(Hidrocarbonetos  Poliaromaticos), fenois, pesticidas halogenados, aminas
nitrogenadas, ésteres, alcoois e produtos intermediarios. Todos eles alteram
negativamente a qualidade do solo e podem, por conseguinte, afetar a vegetacao
qgue dele depende, a quantidade da 4gua subterranea, ou ainda representar um risco
para a salude das pessoas que com ele entrem em contato direto ou indiretamente
(Rodriguez, 2006).

Quando ocorre um derramamento de gasolina, uma das principais preocupacdes € a
contaminacdo de aquiferos que sédo usados como fonte de abastecimento de agua
para consumo humano. Por ser muito pouco solivel em agua, a gasolina derramada,

contendo mais de uma centena de componentes, inicialmente estara presente no
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subsolo como liquido de fase ndo aquosa (NAPL). Em contato com a agua, 0s
compostos BTEX se dissolverdo parcialmente, sendo os primeiros contaminantes a
atingir o lencol freatico (Silva, 2002).

Alguns estudos tém demonstrado que a presenca de etanol no ambiente
subterraneo afeta a intemperizacéo dos hidrocarbonetos monoaromaticos (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos — BTEX) e dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAH). Os principais efeitos observados pela presenca do etanol em A&reas
contaminadas por hidrocarbonetos de petréleo sdo: (a) o aumento das
concentracdes dos hidrocarbonetos na agua subterranea, decorrente do incremento
da solubilidade aquosa dos compostos, provocado pelo efeito co-solvéncia; (b) o
aumento da distancia percorrida pelos contaminantes devido ao fluxo da &agua
subterranea, decorrente do aumento da massa destes contaminantes e reducao da
sorgao na fracdo organica dos hidrocarbonetos dissolvidos; (c) consumo preferencial
do etanol pelos microorganismos que resulta na diminuicdo da atividade
microbiolégica devido a toxicidade, alteracdo do meio, consumo de nutrientes e de
receptores de elétrons presentes no solo, principalmente o oxigénio dissolvido; (d)
intensificacdo da biodegradagcdo dos hidrocarbonetos dissolvidos no meio apos o
esgotamento da massa de etanol, provocado pela grande quantidade de biomassa

gerada para a degradacéo do etanol.

A composicdo de combustiveis presentes no solo e na agua subterranea de areas
impactadas pode variar ao longo do tempo. Isto ocorre porque os hidrocarbonetos
do petréleo estdo sujeitos a atuacdo de um conjunto de processos naturais que,
combinados, influem na persisténcia, mobilidade e reducdo da massa dos
contaminantes. Este conjunto de processos inclui a dissolucdo, a biodegradacéo e a

volatilizacdo, e recebe a denominacéo de intemperismo ou atenuacao natural.

A comunidade microbiana presente nos solos é ativa e metabolizante e sua
atividade esta associada aos inumeros compostos nele existentes. Portanto,
numerosos nichos ecoldgicos sdo formados a partir da atividade dos microrganismos
nos solos. O solo pode ser visto como um vasto local de reciclagem que

continuamente recebe e modifica compostos de carbono na tendéncia de oxida-los a
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CO, e agua.

N&o obstante as qualidades do solo como atenuador de poluicdo, exercendo o papel
de filtro e imobilizador de grande parte das impurezas nele depositadas, esse pode
degradar-se. A capacidade do solo é limitada, podendo ocorrer alteragcdo da sua
gualidade devido ao efeito cumulativo da deposicdo de poluentes. Assim, ndo é
possivel desvincular-se o tratamento de um residuo em solo dos cuidados a serem

tomados para ndo causar rapida contaminacédo da area.

O Meio Ambiente possui uma capacidade natural de se regenerar, restabelecendo
seu equilibrio inicial propicio a vida. Sabe-se que estes processos regeneradores
naturais ocorrem com velocidades finitas e muito variaveis, em fungéo do tipo de
fator que tenha causado o desequilibrio. Também é sabido que, ultrapassados
certos limites, a capacidade regenerativa do ambiente pode ser superada, dando

lugar ao aparecimento de mudancas que sao irreversiveis (Gomes, 1995).

A poluicdo ambiental é geralmente consequéncia da atividade humana, sendo
causada pela introducdo de substancias (ou de condi¢des), que normalmente néo
estdo no ambiente ou que nele existem em pequenas quantidades. Poluente é o
detrito introduzido em um ecossistema ndo adaptado a ele, ou que ndo suporta as

guantidades de poluentes que nele so introduzidos (FEEMA, 1992).

No Brasil, ainda ndo existe uma legislagcdo especifica para as questdes que
envolvam éareas contaminadas (AC). No entanto, a legislacdo ambiental existente
oferece uma certa base, referindo-se indiretamente a diferentes aspectos do
problema de &reas contaminadas, como, por exemplo, os itens que abordam a
preservacgéo ou a recuperacao da qualidade ambiental, os instrumentos legais como
as politicas nacional ou estadual de meio ambiente e diretrizes e normas para o
controle de poluicdo. Ha também leis especificas que estabelecem instrumentos
legais especiais com certa relevancia para o problema de &reas contaminadas,
como, por exemplo, o parcelamento do solo urbano. De acordo com a estrutura

federativa, encontram-se legislacbes ambientais no ambito federal, estadual e
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municipal que podem, tendo em vista a falta de legislacio especifica, ser utilizadas
nas acdes dos 6rgdos ambientais nas questdes que envolvem esse tema. Como, por
exemplo, a Lei n® 6.938/81 que dispde sobre a Politica Nacional do Meio Ambiente e
a Lei 9.605/98 que dispde sobre as sancfes penais e administrativas derivadas da
lei de crimes ambientais, condutas atividades lesivas ao Meio Ambiente (Lei dos

Crimes Ambientais).

O petréleo e seus derivados estdo entre 0s principais compostos organicos que, nos
Ultimos decénios, tém sofrido aumento na sua producdo e industrializacéo,
aumentando, também a quantidade dos mesmos como poluente ambiental, pois,
guando em contato com a agua, o petréleo se espalha sobre a superficie formando
uma fina pelicula que impede a troca de gases entre o ar e a agua e a chegada de
luz ao fitoplancton, afetando, assim, as cadeias alimentares. Nas plantas, veda a
entrada dos estdbmatos, impedindo a respiracdo e a fotossintese. Nos peixes e
caranguejos a pelicula de petréleo recobre as guelras e os Orgaos respiratérios,
impedindo a respiracdo. No solo, bloqueia a absor¢édo de nutrientes pelas raizes das
plantas. Como 0s homens e 0s animais ndo possuem enzimas capazes de promover
a decomposicao de petroleo, a sua ingestao impede a absorcao dos alimentos pelas
mucosas do aparelho digestivo, além de conter substancias toxicas ao organismo.
(Fellenberg, 1980).

Ao longo do tempo, o petréleo foi se impondo como fonte de energia e hoje, com o
advento da petroquimica, o petréleo, além de produzir combustivel, passou a ser
imprescindivel as facilidades e comodidades da vida moderna assumindo uma
importancia cada vez maior na vida das pessoas. Do lencol de fibra sintética aos
combustiveis, do plastico da escova de dentes ao chiclete, ele se faz presente no dia
a dia em diversos momentos, sendo o componente basico de mais de seis mil
produtos (Abadie, 1984).

A busca pela produtividade entra muitas vezes em conflito com as necessidades de

preservar o Meio Ambiente. Um dos grandes problemas da industria de petréleo é a

guantidade de substancias quimicas que sao lancadas nos solos, &guas
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subterraneas, sedimentos, aguas superficiais e ar. A industria do petrdleo, em suas
diversas atividades — exploracao, producdo, refino, transporte e comercializacdo —
apresenta um risco ambiental inerente, que precisa ser constantemente gerenciado,

visando prevenir 0s seus impactos ao meio ambiente (Seabra, 2001).

O controle efetivo da geracdo, do armazenamento, do tratamento, da reciclagem e
reutilizacdo, do transporte, da recuperacdo do depdsito dos residuos perigosos séo
de extrema importancia para a saude humana, assim, como para a protecao
ambiental. Uma das primeiras prioridades do manejo de residuos perigosos é a sua
minimizagcdo, como parte de um enfoque mais amplo de mudangas dos processos
industriais e dos padrdes de consumo, por meio de estratégias de prevencao a

poluicdo e de tecnologias limpas (CNUMAD, 2001).

3.5. Biodegradacéao

A biodegradacdo se da através do aproveitamento dos contaminantes pelos
microorganismos como fonte de carbono que os permitem produzir novas células e,
também, suprir-se de elétrons que possibilitem a obtencdo de energia. A energia €
obtida mediante a catélise de reagfes quimicas que, dentre outras formas, podem
ser por oxidacdo ou reducdo. O que ocorre € a quebra das liga¢cdes quimicas e a
transferéncia de elétrons do contaminante. Para microorganismos degradarem
completamente o petréleo, centenas de diferentes compostos tém que ser
metabolizados.

A biodegradacdo pode ser dividida em trés categorias: (a) mineralizacdo, onde 0s
compostos quimicos organicos sao transformados a compostos quimicos
inorganicos como diéxido de carbono, agua e aménia; (b) biotransformacao, onde os
compostos organicos quimicos sao transformados em estruturas menores e (c) co-
metabolismo, onde outro composto €é metabolizado primeiramente ou
simultaneamente a um composto especifico (Dalton, 1982). A escolha de um método

de tratamento vai depender das caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e quimicas do
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residuo e da disponibilidade de instalacbes para processar esses materiais (Rocca
et al., 1993).

Biodegradacéo é a transformacéo de compostos organicos pela atividade metabdlica
dos organismos, especialmente microrganismos. Por ser o petr6leo composto
principalmente de hidrocarbonetos, a sua degradacdo completa resulta na producao

de CO, e agua, fendbmeno denominado de mineralizacao.

O termo biodegradacdo tem sido utilizado para a descricdo de todos os tipos,
incluindo aquelas que originam produtos menos téxicos que o composto original,
pela sua inativagdo, assim como aquelas responsaveis pela completa mineralizagédo
até CO,, H,O e outros (Musumeci, 1992).

Segundo Grishenkov et al. (2000), a biodegradacéo de hidrocarbonetos pode ocorrer
sob condi¢cBes aerdbicas e anaerdbicas, entretanto, sob condicbes anaerdbicas, a
taxa e a extensdo de biodegradac&o de hidrocarbonetos decresce e a variedade de

substancias degradadas é tipicamente mais estreita.

Cerca de 60% a 90% sao hidrocarbonetos alifaticos, passiveis de biodegradacéo.
Nessa classe, o fitano e o pristano sdo mais resistentes a degradacédo e podem ser
usados como marcadores quimicos em monitoramento. Entre os aromaticos, deve-
se monitorar benzeno, tolueno e xileno (BTEX), mais toxicos aos seres Vivos;
hopano pode ser usado como marcador quimico, em monitoramento. Nos seres
Vivos, 0 petroleo pode ser incorporado as gorduras, causar distarbios metabdlicos ou

interromper a quimiorrecepcao.

A biorremediacdo de uma area degradada pode ser realizada por processo in situ ou
ex situ. No primeiro, a remediagéo biologica € aplicada diretamente no local poluido,
ao contrario dos processos ex situ, em que o0 meio impactado é removido e tratado

em local apropriado.



Bactérias, leveduras e fungos filamentosos que degradam substratos insollveis em
agua como os hidrocarbonetos sélidos e liquidos, gorduras, 6leos e graxas,
usualmente produzem biosurfactantes, moléculas com porc¢des hidrofobicas e
hidrofilicas que atuam como detergentes e auxiliam na disponibilidade destes

compostos a célula microbiana através das emulsdes formadas (Gerson, 1993).

Os microorganismos sao 0s principais agentes responsaveis pela reciclagem do
carbono na natureza, incluindo bactérias, leveduras e fungos. As bactérias capazes
de degradar estes hidrocarbonetos podem, as vezes, produzir biossurfactantes, os
quais melhoram a solubilidade de poluentes hidrofébicos e assim a sua
biodegradabilidade. Em muitos ecossistemas ja existe uma adequada comunidade
microbiana hidrocarbonoclastica nativa capaz de uma extensiva biodegradacao de
6leo, provando que condi¢cdes ambientais sdo favoraveis para a atividade metabdlica

de degradacao de 6leo (Atlas, 1977).

As bactérias e os fungos sdo dois grupos de microorganismos dominantes na
biodegradacdo. As bactérias tém a vantagem de reterem facilmente o substrato e
proverem um rapido crescimento. Em condi¢Bes favoraveis, as bactérias dominam
mesmo na presenca de fungos, embora degradem apenas pequenas moléculas
organicas que sao facilmente incorporadas nas suas células. Pseudomonas e

Nocardia sdo normalmente bactérias presentes nestas situagdes.

Os microrganismos necessitam de condigbes ambientais de crescimento. Por sua
vez, a velocidade e a extensdo com que o0s componentes do petréleo séo
degradados dependem da existéncia de, pelo menos, quatro fatores principais
(Rodrigues, 1984, Baird, 2002):

I- Umidade, para facilitar as reagoes;

II- Oxigénio, para rapida oxidacdo dos hidrocarbonetos e outros compostos do
petroleo, ja que sob condicbes anaerdbicas, a biodegradacdo é mais lenta e
normalmente efetuada por bactérias sulfato-redutoras;

Ill- Contato 6leo-agua, devido a relativa insolubilidade do 6leo na agua, tal contato

controla a velocidade de oxidagéo e da degradacao;
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IV- Presenca de nutrientes (fosfatos, sulfatos, nitratos, etc) para o desenvolvimento

microbiano.

A biodegradacédo do etanol e de hidrocarbonetos é uma reacao de oxidag¢ao-reducao
realizada durante o processo respiratério microbiano, na qual estes sao oxidados, ou
seja, doam elétrons a um receptor. Desta forma, microorganismos presentes no solo
podem consumir os hidrocarbonetos de petréleo, se estes forem utilizados como
fonte de doadores de elétrons para o metabolismo microbiano para obtencao de

energia, producédo e manutencao celular, como demonstra a equacéo 1.

Hidrocarboneto (doador de elétrons) + O, (receptor de elétrons) 1)
+ microorganismos + nutrientes - CO, + H,O

+ microorganismos + metabdlitos

As bactérias se caracterizam por seu crescimento rapido, sua versatilidade
metabdlica, plasticidade genética e capacidade de adaptacéo rapida as variacdes
ambientais. Como todos o0s seres vivos, as células bacterianas necessitam
basicamente de energia, carbono e nutrientes (nitrogénio, fésforo, enxofre, potassio,
calcio, magnésio, etc).

No processo de biorremediagdo, € necessario que o pH seja compativel com 0s
microrganismos. Bactérias desenvolvem-se com um pH 6timo entre 5 e 9, enquanto
gue os fungos que degradam compostos complexos tem o pH étimo de 5 ou menos
(Skaladany e Metting,1992).

Muitas espécies de fungos desenvolvem-se em grandes intervalos de pH, desde o

extremo de 9 até 3 a 4. Mas pelo fato das bactérias e actinomicetos dominarem em

solo de pH préximo ao neutro, os fungos geralmente dominam as areas com baixo
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pH (Alexander, 1980). A presenca da agua é fundamental para a comunidade
microbiana. Entretanto, a disponibilidade de oxigénio é o maior limitante para
microrganismos aerobios. A falta de oxigénio é causada principalmente pelo excesso

de a&gua no solo (Skaladany e Metting,1992).

Os organismos mais comumente isolados em areas contaminadas por
hidrocarbonetos sdo bactérias heterotréficas do género Pseudomonas,
Achromobacter, Micrococcus, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium,
Corynebacterium, Flavobacterium (Kobayashi e Rittmann, 1982), Mycobacterium
(Gholson, Guire, e Friede, 1972; Soli, 1973).

A Pseudomonas, que é uma bactéria gram negativa, pertence a um género de
bactérias bastante heterogéneo, capaz de utilizar diferentes compostos como a

Unica fonte de carbono e energia para o seu crescimento.

Sao conhecidos 25 géneros de bactérias e 27 de fungos, que fazem a degradacgéo
dos hidrocarbonetos no ambiente marinho (Floodgate, 1984), enquanto que nos
solos sao registrados 22 géneros de bactérias e 31 de fungos (Bossert e Bartha,
1984; Rosato, 1997). Os fungos parecem ser mais importantes na biodegradacgéo de
hidrocarbonetos presentes em solos (Jones e Eddington, 1968; Rosato, 1997). Em
geral, as bactérias e leveduras apresentam capacidade decrescente de degradacao
de acordo com o aumento da cadeia carbdnica ao passo que os fungos nao exibem

degradacéo preferencial de tamanho (Walker et al., 1975).

A tomada de nutrientes e posterior metabolismo séo influenciados por fatores fisicos
e quimicos do meio ambiente. Os principais fatores sdo: temperatura, pH, presenca
de oxigénio e luz.

Cada tipo de bactéria apresenta uma temperatura 6tima de crescimento, em torno
desta temperatura observa-se um intervalo dentro do qual o desenvolvimento
também ocorre, sem, no entanto, atingir o seu maximo. Ultrapassado o limite
superior, rapidamente ocorre desnaturacdo do material celular e, conseqientemente,

a morte da célula. As temperaturas inferiores a 6tima levam a uma desaceleragéo
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das reacdes metabdlicas, com diminuicdo da velocidade de multiplicagéo celular,

gue em caso extremo, fica impedida.

Os valores de pH em torno da neutralidade sdo os mais adequados para absorcao
de alimentos para a grande maioria das bactérias. Existem, no entanto, grupos

adaptados a viver em ambientes &cidos e alcalinos.

Algumas caracteristicas dos fungos filamentosos, como a bioatividade e o
crescimento morfolégico, os tornam melhores degradadores potenciais do que as
bactérias. Além disso, os fungos sdo capazes de crescer sob condigbes ambientais
de estresse: meios com baixos valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa
disponibilidade de &gua, favorecendo o seu desenvolvimento diante de outros

microorganismos (Mollea et al., 2005).

Os fungos geralmente crescem mais devagar e as suas dimensdes superiores levam
a uma relacdo baixa entre a superficie e o volume de retencdo de substrato. No
entanto, os fungos sdo capazes de degradar uma grande variedade de
contaminantes e alguns de elevada complexidade, excretando enzimas que
guebram as ligacdes entre os polimeros e resistem a condigdes bastante adversas.

E importante notar que os fungos produzem grandes filamentos que podem bloquear

o fluxo de ar e impedir a biodegradacéao pelas bactérias.

As bactérias apresentam-se em maior proporcdo no solo, se comparado as
leveduras, atuando com efeito inibitério sobre as mesmas, competindo pelos

nutrientes presentes.

A utilizacdo de microrganismos em saneamento basico e ambiental é pratica comum
desde os primordios do desenvolvimento dos processos biologicos de tratamentos
de aguas residuarias e residuos sélidos. Foi a capacidade microbiana de catabolizar
diferentes compostos organicos, naturais ou sintéticos, e inorganicos, extraindo

destes compostos fontes nutricionais e, energéticas, que possibilitou o emprego
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desses agentes bioldgicos como solucdo aos problemas gerados pelos rejeitos

langados no meio ambiente.

Ururahy (1998) estudaram a viabilidade técnica do tratamento biolégico de borra
oleosa em escala de bancada. A partir de estimulo de microrganismos nativos
presentes no residuo oleoso, concluiram que os mesmos foram capazes de crescer
em meio contendo borra de 6leo como Unica fonte de carbono e energia. A
identificacdo desses microrganismos revelou a presenca das bactérias
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas aureofaciens, Pseudomonas picketti,
Flavobacterium indologenes, Xanthomonas maltophilia e Ochrobactrum anthropi, das
leveduras Candida tropicalis e Rhodotorula mucilaginosa, além de duas espécies de

fungos filamentosos.

Os hidrocarbonetos possuem diferentes valores de densidade. A principal razéo de
se conhecer a densidade de uma substancia é determinar se esta flutuara sobre a
agua (densidade < 1,0 mg/l) ou se mesclard com a agua (densidade > 1,0 mg/l)
(Ferreira et al., 1998).

Os hidrocarbonetos sado classificados como contaminantes de fase liquida nao
aquosa (NAPL) e podem ser divididos em duas subfases: a) fase liquida ndo aquosa
densa (DNAPL - dense non-aqueous phase liquids) e b) fase liquida ndo aquosa

leve (LNAPL- light non-aqueous phase liquids) (Hasan, 1996).

Os compostos soluveis dos NAPL's sdo dissolvidos pela agua de infiltracdo que os

transportam pelas zonas saturadas até as zonas insaturadas (Hasan, 1996).

Para a biodegradacéo dos hidrocarbonetos é essencial uma rea¢ao redox, em que 0
hidrocarboneto é oxidado (doador de elétron) e um aceptor de elétron é reduzido.
Existem diferentes compostos que podem agir como aceptores de elétron, entre eles
0 oxigénio (O), o nitrato (NO3), os éxidos de Fe (lll), o sulfato (SO4°), entre outros.
Bactérias aerébicas usam oxigénio molecular como aceptor de elétron e bactérias
anaerébicas usam outros compostos, tais como nitrato (NOs?), éxidos de Fe (lll),

sulfato (SO,4”) como aceptor de elétron. O oxigénio é o aceptor preferencial, pois os
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microorganismos ganham mais energia nas reacdes aerobicas. Dentre os aceptores
de elétron das reacdes anaerdbicas, o nitrato € um dos ions mais encontrados em
aguas naturais, ocorrendo geralmente em baixos teores nas aguas superficiais, mas

podendo atingir altas concentracfes em aguas subterraneas (Borden et al., 1995).

A ingestdo de nitrato, através das aguas de abastecimento, esta associada a
inducdo a metemoglobinemia, especialmente em criancas, e a formacao potencial de
nitrosaminas e nitrosamidas carcinogénicas, dois efeitos adversos a saude. O
desenvolvimento da metemoglobinemia com base no nitrato presente nas aguas
potaveis depende de sua conversao bacteriana a nitrito durante a digestao que
ocorre no trato gastrointestinal. As criangas, principalmente as menores de trés
meses de idade, sdo bastante suscetiveis ao desenvolvimento dessa doenca por
causa das condi¢cdes mais alcalinas do seu sistema gastroinstestinal, fato também
observado em pessoas adultas que apresentam gastroenterites, anemia, por¢des do
estbmago cirurgicamente removidas e mulheres gravidas (Alaburda e Nishihara,
1998). Portanto, existem dois motivos para que seja determinada a concentracao de
nitrato em agua de consumo humano contaminada por BTEX, primeiro, como fator
benéfico, por ser um aceptor de elétron no processo de biodegradacédo dos BTEX, e
0 segundo, que € maléfico, por ser um parametro de avaliacdo da contaminacao de
aguas por compostos nitrogenados que, no caso do nitrato, é prejudicial & saude
humana acima de 10 mg.L™ segundo estabelecido pelo Ministério da Saude na
Portaria 518/2004 (MS, 2004).

Cassarini et al. (1988) relatam, que o tratamento de residuos oleosos de petréleo
estd sujeito a varios mecanismos que promovem a degradacdo. Muitas das
substancias do petroleo séo volateis e instaveis sob condi¢des normais. O 6leo esta
sujeito a evaporacao, fotoevaporacao, adsorcéo, percolacao e biodegradacéo. Citam
ainda que aproximadamente 50% do carbono presente no teor de 6leos e graxas de

um lodo oleoso é convertido para biomassa e himus no solo.
O potencial de biodegradagdo de hidrocarbonetos, utilizando microrganismos

isolados de solos poluidos por compostos téxicos, vem sendo descrita como prética

de grande eficiéncia, baixo custo e crescente utilizagdo. Dentre outras linhagens
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selecionadas, uma cultura do género Acinetobacter apresentou-se como efetiva na
assimilagdo de hidrocarbonetos arométicos e resinas em 6leos (Chaineau et al.,
1999).

Alcanos de cadeia ramificada, alcenos e cicloalcanos sé&o atacados por uma limitada
faixa de organismos. Compostos aromaticos sédo parcialmente oxidados por muitos,
mas sdo assimilados por poucos organismos. Aromaticos polinucleares sdo menos
toxicos que aromaticos simples e sdo metabolizados por poucos organismos a
baixas taxas de degradac&o. Cicloalcanos sdo bem toxicos e a degradagéo inicial é
geralmente acompanhada de cometabolismo. As classes mais resistentes sdo 0s
poliaromaticos, substancias aliciclicas (como os tripentaciclicos, hopanos) e os

alifaticos de cadeia muito longa (Atlas, 1981).

A sequéncia de degradacdo de hidrocarbonetos no solo é determinada por uma
sucessao de microorganismos. Microorganismos degradadores de alcanos, com
rapidas taxas de crescimento competem com o0s decompositores de lento
crescimento de hidrocarbonetos mais recalcitrantes pelos recursos nutricionais até a
exaustao dos primeiros. Estes organismos serdo substituidos por micrébios com
lenta taxa de crescimento, mas grande flexibilidade metabdlica para degradar os
hidrocarbonetos mais recalcitrantes. A relativa biodegradabilidade dos
hidrocarbonetos tem sido reportada (em ordem de decréscimo de degradabilidade):
alcanos lineares (Cy a Cy9), gases (C, a C,), alcanos (Cs a Cy), alcanos ramificados
com até 12 carbonos, alcenos (Csz a Cii), alcenos ramificados, aromaticos e
cicloalcanos. A tendéncia é encontrar menos microorganismos com o aumento da
dificuldade de degradacéo (Heely et al., 1992).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo se inicia com a oxidagdo do
substrato por oxidases, em condicdes aerdbias. Os alcanos séo transformados em
acidos carboxilicos, os quais sdo também metabolizados pelos microorganismos. Os
compostos aromaticos sao geralmente hidroxilados, formando didis, os quais sao

degradados a catecais.
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Muitos hidrocarbonetos como n-alcanos sao facilmente degradados por um grande
namero de microorganismos 0s quais 0os usam como fonte de carbono e energia. Por
outro lado, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHS) e os cicloalcanos sdo
principalmente degradados por co-oxidacdo no meio ambiente (Bouchez et al.,
1995).

O petréleo cru no ambiente nunca é completamente degradado, sempre persistindo
residuos mais complexos, geralmente contendo compostos asfélticos, os quais sédo
mais inertes, possuem baixa disponibilidade e toxicidade e ndo apresentam grandes
riscos ecologicos aparentes (Atlas, 1995). Devido as caracteristicas de determinados
contaminantes, inclusive sua concentragdo, por vezes a degradacdo ndo acontece
por completo, gerando os produtos recalcitrantes, que podem apresentar um nivel de
toxidade bastante perigoso ou mais alto que o proprio contaminante original. Em
geral, quanto maior é o numero de &tomos de carbono do composto presente no
petréleo, maior serd a sua persisténcia no ambiente, mais lenta serd a sua
evaporagcdo e a sua solubilidade e menor serd a sua susceptibilidade a

biodegradacéo (Marques et al., 2002).

Quando um substrato é adicionado ao solo, este € prontamente utilizado pelos
organismos colonizadores pioneiros, favorecendo sua competicao, e isso leva a uma
seletividade dos mais aptos, dependendo da velocidade de crescimento, rapidez de
assimilagcdo de nutrientes e tolerdncia aos fatores bidticos e abidticos (Cardoso,
1992). Posteriormente, podera ocorrer alteragcdo na comunidade microbiana,
considerando que ha uma modificacdo no substrato, ou seja, alguns microrganismos
vao sendo eliminados, dando lugar a outros mais aptos a degradarem 0S novos
substratos. A degradacdo microbiolégica possui uma sequéncia preferencial de
compostos a serem degradados. Os hidrocarbonetos alifaticos (alcanos e alcenos)
sdo mais rapidamente e facilmente degradados, seguidos pelos hidrocarbonetos
aromaticos e finalmente cicloalcanos. Quando ha multiplicidade de compostos em
um determinado ambiente, os microorganismos dao preferéncia aqueles que sédo de

digestao facil ou fornecem mais energia.
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Nem sempre os contaminantes encontram-se dispostos de uma forma facilmente
assimilavel pelos micrébios que os devem degradar. Em razdo desse fator, os
contaminantes a serem degradados podem nao ser degradados ou serem de forma

extremamente lenta em razao de uma baixa concentracao (Martins et al., 2003).

A populagcdo microbiana da camada reativa de solo € resultado da selegcédo e
aclimatacdo de microorganismos capazes de degradar os residuos adicionados e
seus subprodutos de ressintese e intermediarios resultantes da degradacgéo
(populacéo ativa), e de microorganismos que convivem neste ecossistema sem
necessariamente estarem envolvidos diretamente na degradacdo (populacdo
associada). Conforme as condigbes do solo (aeragéo, pH, temperatura, salinidade,
atividade aquosa, nutrientes, presenca de compostos toxicos, etc.), pode haver
variagbes na relacdo populacdo ativa e populagdo associada e, também na

biomassa microbiana de camada reativa do solo (Almeida e Carvalho, 1995).

Segundo Bicego (1988), a degradacao do 6leo € bem mais lenta no sedimento do
gque na agua, inclusive os compostos mais leves persistem mais tempo no

sedimento.

Muitos estudos tém empregado culturas mistas de bactérias ou bactérias-fungos
para maximizar a degradacgdo. As vantagens do emprego de culturas mistas ao invés
do uso de culturas puras na biorremediacdo de solos contaminados tém sido
amplamente demonstradas. Isso pode ser atribuido aos efeitos das interagbes de

sinergismo entre os membros das associaces.

Muitos compostos considerados ndo biodegradaveis em culturas puras passam a ser
biodegradaveis em cultura mista; isto porque, o cometabdlito uma vez transformado
por uma determinada espécie, pode resultar em uma substancia util para outra

espécie, podendo ser assimilado em uma via metabdlica comum (Ururahy, 1998).



A completa degradacédo de um composto organico para CO, (mineralizacdo) e outros
minerais constituintes é o resultado da atividade microbiana, tanto individual como

em um consorcio.

Os n-alcanos sao considerados os mais facilmente degradaveis e ja foi comprovada
a biodegradacao de até C44 (Hainnes e Alexander, 1974). A biodegradacédo dos n-
alcanos procede normalmente por um ataque monoterminal: ha formacdo de um
alcool priméario, seguido de um aldeido e um &acido carboxilico (Mackenna e Kallio,
1964; Van Eyk e Bartels,1968). O &cido carboxilico é degradado via [3-oxidacdo com
a formacéo de &cidos graxos com dois carbonos a menos e a formacao de acetil-
coenzima A, com liberac@o eventual de CO,. Alguns &cidos graxos toxicos, podem

se acumular durante o processo de biodegradacéo (Atlas e Bartha, 1973).

Os alcanos ramificados fazem (-oxidagdo, como via de degradagdo mais comum,
com formacéao de &cidos dicarboxilicos (Fall et al., 1979). Os grupos metil aumentam
a resisténcia dos hidrocarbonetos ao ataque microbiano. O ciclo alcano é
particularmente resistente a biodegradacao (Chosson et al.,1991), porém ha estudos
mostrando que os hidrocarbonetos ciclicos, até seis anéis condensados, podem ser
degradados (Walker et al., 1975).

Os compostos arométicos de até trés anéis sdo degradados mais facilmente.
Tipicamente, a degradacéo bacteriana envolve a acdo de uma dioxigenase que gera
a formacédo de um diol, com subseqiente clivagem e formac¢do de um diacido. Os
compostos aromaticos mais leves estdo sujeitos a evaporacdo e a degradacgéo
microbiana no estado dissolvido. O ataque enzimatico pode ser no substituinte alquil
ou diretamente no anel (Gibson, 1971; Rosato,1997). H& linhagens de
microorganismos capazes de degradar compostos com cinco ou mais anéis
aromaticos. Geralmente a oxidacdo dos hidrocarbonetos aromaticos se processa

produzindo principalmente fendis.

A biodegradacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs) por uma cultura

mista microbiana, foi descrita por Yuan et al. (2000). As culturas foram selecionadas



de locais conhecidos por continuos descartes de efluentes petroquimicos no sul de
Taiwan e cultivadas em meio mineral minimo, contendo como Unica fonte de

carbono, o fenantreno.

Segundo Corseuil e Maris (1997), a biodegradacédo dos compostos BTEX pode ser
representada por uma reagdo quimica onde os hidrocarbonetos, em presenca de um
aceptor de elétrons, nutrientes e microorganismos sdo transformados em agua,
diéxido de carbono, e mais microorganismos. Os aceptores de elétrons, compostos
que recebem elétrons e sdo, portanto, reduzidos, sédo principalmente o oxigénio,

nitrato, ferro férrico e sulfato.”

Os hidrocarbonetos mais leves, com 4 a 12 carbonos sdo 0s primeiros a
volatilizarem, pois quanto maior o numero de carbonos, menos volatil é o
hidrocarboneto. O aumento da cadeia de carbonos normalmente esta associado a
menor mobilidade do composto no solo e a maior facilidade em ficar adsorvido a
matéria organica. Os hidrocarbonetos com 10 a 20 carbonos, mais densos, sao
menos volateis, menos sollveis em agua e apresentam menor mobilidade no

ambiente do que os mais leves (Finotti et al., 2001).

Alcanos C;oa Cys sdo mais facilmente degradados. Entre os aromaticos, os de baixa
massa molecular como o benzeno, tolueno e xileno, que estdo entre o0s
componentes toxicos do petroleo sédo facilmente degradados pelos microorganismos
marinhos. Moléculas com estruturas mais complexas, contendo ramificages e anéis
aromaticos sao degradados por um ndmero menor de microorganismos e com uma
taxa de degradacdo menor, se comparadas com moléculas de estrutura mais

simples.

3.6. Solo

Os solos se caracterizam por serem ambiente de vida, apresentando uma microbiota

ativa, inclusive atuante em processos de dispersdo e decomposi¢ao de poluentes.
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O solo é um corpo natural, com uma composicado extremamente diversa, em que
interagem com uma enormidade de fatores, como o clima, material de origem e sua

utilizagéo pelo homem, entre outros (Kabatas-Pendias et al., 1986).

Suas interacdes entre as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas extremamente
complexas e, inclusive, as condi¢cdes locais com as interacfes antropogénicas, criam
especificidades que precisam ser consideradas para andlise de processos de
contaminacdo, pois cada sitio € um ambiente especifico, com caracteristicas Unicas.
O solo é constituido por trés fases: sélida, liquida e gasosa. A fase sélida é
constituida pelo material parental (rocha) local ou transportado e material organico,
originario da decomposicdo vegetal e animal. A fase liquida do solo (elementos
organicos e inorganicos em solucdo) e fase gasosa, de composicao variavel, de
acordo com os gases produzidos pelas raizes das plantas e dos animais, conforme

pode-se visualizar na figura 5.

Matéria

. mineral
Agua

Matéria organica

Figura 5 — Constituicdo do solo em seus trés tipos de fases: sélida, liquida e gasosa.
Fonte: José Salsa (2004).

As propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo sdo determinadas pelo
processo geologico de sua formacdo, origem dos minerais, e sua evolucdo de

acordo com o clima e o relevo do local, além dos organismos vivos que o habitam.

A fracdo do solo chamada matéria organica € constituida por um sistema complexo

de substancias, cuja formacdo depende da adi¢do continua de restos de plantas e
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animais, e materiais excretados pelos mesmos, independente de seu estado de
decomposicao, transformacédo, alteracbes quimicas e enzimaticas e ressintese
(Alexander, 1967)

O solo possui, naturalmente, diversos microrganismos com atividades metabdlicas
variadas capazes de degradar 6leo cru. Entretanto, a técnica de biorremediacdo em
solos contaminados com Oleo cru sofre limitacdo devido ao baixo nivel de
disponibilidade dos hidrocarbonetos (baixa solubilidade em agua, alta fixacdo sobre
a matriz do solo e pouca transferéncia dos poluentes absorvidos da fase sélida para
a fase aquosa). Dessa forma, a utilizagdo de um biossurfactante pode minimizar
estes problemas e aumentar os indices de biodegradacédo de 6leo cru (Volkering et
al., 1995).

Conjuntamente com a matéria organica do solo, a biota (macro e micro) tem
fundamental importancia nas reagdes que ocorrem nos solos e principalmente sobre
a interacdo com 0s compostos organicos como os hidrocarbonetos. A energia para o
crescimento microbiano provém da decomposicdo enzimatica dos compostos
organicos e da decomposi¢cdo dos compostos inorganicos e metais (Alexander,
1977).

Os solos de mangue séo formados pela deposi¢do de particulas de origem terrigena
e marinha, organicas e inorganicas, que estdo em suspensdo na agua, € que se
movimentam em fungdo das correntes de fluxo e refluxo das marés. Por meio da
acdo mecanica, as particulas grossas se depositam primeiro, seguidas das
particulas de argila e silte, as quais se agregam e sedimentam apos floculacéo
(Vannucci, 1999; Stralher, e Stralher, 2000 ; Woodhouse et al., 1974). Apesar da
origem e transporte dos sedimentos serem similares, os solos de mangue podem
apresentar caracteristicas diferentes devido a variacdo na intensidade de geracéo e

do transporte dos mesmos.

Os manguezais sdo considerados verdadeiros celeiros bioldgicos, abrigando

espécies tipicas desses sistemas ou aquelas que passam, pelo menos, uma parte
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do ciclo de vida, podendo ainda ser tratados como recurso renovavel finito, quando
se considera a sua producdo natural ou como um recurso nao renovavel, quando
substituidos por aterros, lixdes, empreendimentos imobiliarios ou distritos industriais
(Maciel, 1991).

Esses sistemas desempenham fun¢cdes como manutencdo e preservagdo da linha
de costa, retencdo de sedimentos, filtro biol6gico e bercario, sendo ainda
exportadores de carbono organico e de nutrientes para as aguas costeiras. O
ecossistema de manguezal é considerado &rea de preservacdo permanente (Lei
Federal n® 4.771, 15/09/65) e reserva bioldgica, “em toda a sua extensdo” (Res.
CONAMA, n° 004, 18/09/85).

O petréleo e seus derivados podem persistir por mais de 20 anos nos manguezais,
antes que a vegetacao se recupere totalmente (Michel, 2002). Esta alta persisténcia
€ explicada pela lenta biodegradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo, devido a
limitagdo de oxigenag&o do meio e lenta ciclagem de nutrientes, essenciais para a

atividade microbiana aerdbia (Sherrer e Mille, 1989).

3.7. Biorremediacéo

A biorremediagdo € o processo de tratamento que utiliza a ocorréncia natural de
microrganismos para degradar substancias toxicamente perigosas, transformando-
as em substancias menos ou ndo toxicas, possibilitando a despoluicdo de areas
contaminadas.

O objetivo principal da biorremediacdo é criar condi¢cdes favoraveis para o
crescimento e atividade bacterianas.

A Dbiorremediacdo baseia-se em trés aspectos principais: a existéncia de

microorganismos com capacidade catabodlica para degradar o contaminante; a



disponibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou enzimatico e condi¢des

ambientais adequadas para o crescimento e atividade do agente biorremediador.

A éarea sera considerada contaminada se, entre outras situacfes, as concentracoes
de elementos ou substancias de interesse ambiental estiverem acima de um dado
limite denominado valor de intervencéo, indicando a existéncia de um risco potencial
de efeito deletério sobre a saude humana, havendo a necessidade de uma acédo
imediata na area, a qual inclui uma investigacéo detalhada e a minimizacdo das vias
de exposicdo como a restricdo do acesso de pessoas a area e suspensao do

consumo da 4gua subterranea.

A eficiéncia da biorremediacdo depende da biota (microorganismos com enzimas
capazes de degradar o contaminante), das propriedades do contaminante (o
contaminante tem que estar biodisponivel), das condic¢bes fisico-quimicas da agua
tais como pH adequado e temperatura adequada, da biodisponibilidade dos
nutrientes necessarios aos microorganismos, da presenca de receptores de elétrons,
da auséncia de substancias toxicas aos microorganismos e de um grau de
biodegradacdo maior do que o grau de migracao da agua subterranea (Nriagu, 1989;
Alexander, 1994; Corseuil e Alvarez, 1996). O monitoramento destes parametros
permite avaliar e compreender a cinética microbiana mostrando a persisténcia dos
compostos quimicos no ambiente, como as respectivas concentracdes em que estes
podem estar sendo transportados a possiveis sitios de exposicdo ao homem e
outras espécies (Alexander,1994). Sendo assim, estudos sobre fatores que
influenciam os mecanismos de a¢do microbiana na degradacdo de compostos
organicos de interesse sdo de extrema importancia jA& que podem otimizar as
tecnologias de biorremediacdo, auxiliando nos processos de descontaminacdo de

solos e 4guas subterraneas.
A escolha de uma técnica para remediar em uma area contaminada dependera de

um grande namero de variaveis, incluindo tipo de poluentes do solo, os tipos de solo,

as condi¢cdes de circulagdo das aguas subterrédneas, e a natureza do risco a saude
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humana e aos ecossistemas decorrentes da presenca desses poluentes (Rodriguez,
2006).

A técnica da biorremediacdo pode ser classificada como “in situ” e “ex situ”. No
tratamento “in situ” a técnica envolve tratamento no préprio local contaminado e no

tratamento “ex situ” o material contaminado € removido para outro lugar e tratado.

A técnica de biorremediacdo € aplicada por meio da bioaumentacdo e da
bioestimulacdo. A bioaumentacao ocorre pela adicdo de microrganismos especificos
em regides impactadas, adaptados em laboratério as condiges ambientais. Ao usar
essa técnica, faz-se a avaliacdo dos microrganismos presentes no ambiente,
identificando-se os degradadores de Oleo. Em seguida, através de bioreatores
estimula-se em laboratério, o crescimento microbiano das espécies de interesse e,
posteriormente, injeta-se 0 “pool” de microrganismos no local contaminado com o

objetivo de aumentar a populagdo microbiana, responsavel pela degradacgéo do 6leo.

A bioestimulagcdo é a aceleracdo da reproducao microbiana e de suas atividades
metabdlicas, pela adicdo de oxigénio, 4gua e nutrientes ao meio ambiente
contaminado. Tanto a adicao de agua como a oxigenacao do ambiente contaminado

favorece a atuacgéo da biodegradacéao.

O sucesso total por tratamentos de biorremediacdo depende de inUmeros fatores,
tais como: caracteristica do residuo, presenca de condi¢cdes microbiologicas 6timas,
a selecdo correta da tecnologia de biorremediacdo, o uso de métodos analiticos
apropriados para determinar o tipo e a extensdo da contaminagdo (Huesemann,
1994).

Geralmente, 0s microorganismos utilizados para o tratamento bioldgico sao
organismos que existem na natureza. Estas populagcdes microbianas podem ser
dominadas por uma Unica espécie em particular, ou podem interagir com um grande

namero de espécies para atuar em um poluente particular.
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A Dbiodegradacdo tem enormes vantagens. Em primeiro lugar, como o0s
microorganismos estao presentes em todos 0s ambientes, muitas vezes, 0 processo
pode ser realizado no proprio local, € impossivel incinerar-se um solo de milhdes de

hectares contaminados, mas a biodegradacao esta em curso em todos os hectares.

Em segundo lugar, é um processo que permite grande desenvolvimento:

1) Pela selecdo de mutantes capazes de degradacdo mais eficiente;

2) Pela engenharia genética, que permite a transferéncia de genes, responsaveis
pelas enzimas de degradagéo a microrganismos ja ambientados no local;

3) Pela versatilidade nas estagdes de tratamento.

Finalmente seus custos sdo muito mais baixos que aqueles processos de
incineracdo e, por isso, a biodegradacdo se torna o Unico método viavel
(Langenbach, 1994).

Microrganismos que degradam hidrocarbonetos estdo amplamente distribuidos no
solo e em ambientes aquéticos. Popula¢gBes desses microrganismos normalmente
constituem menos que 1% da comunidade microbiana total, mas quando
hidrocarbonetos estdo presentes, essas populagcbes aumentam em 10% da
comunidade (Atlas, 1995).

Os hidrocarbonetos de petréleo, por serem poluentes hidrofébicos, tendem a ficar
sorvidos na matriz do solo, diminuindo assim a sua disponibilidade aos

microorganismos e, consequentemente limitando a sua biodegradacéao.

A adicdo de biossurfactante na técnica de biorremediacdo tem efeitos positivos em
relacéo a dessorcédo dos COHs (compostos organicos hidrofobicos) sorvidos no solo

e ao aumento da solubilidade dos mesmos.
Os biossurfactantes diminuem a tensédo superficial e possuem alta capacidade

emulsificante e consistem em subprodutos metabdlicos de bactérias, fungos e
leveduras (Nitschke e Pastore, 2002).
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Os microrganismos séo capazes de consumir os hidrocarbonetos de petréleo e os
biossurfactantes, utilizando-os como fonte de carbono e de energia. Sendo assim, a
geracao de CO; nos ensaios de biodegradacao seria tanto do biossurfactante quanto

dos hidrocarbonetos presente no solo contaminado.

Diferentes microorganismos utilizam diferentes processos metabolicos para obter
energia. Heterotroficos aerdbicos empregam a respiracao para oxidar compostos
organicos como fonte de carbono e energia. Os heterotréficos sdo os mais
importantes para degradacdo de contaminantes organicos e podem obter energia da

fermentacdo, respiracao aerdbica e anaerébica (Alexander, 1977).

Os microrganismos presentes no solo, embora ocupem pequena porcentagem em
seu volume total, desempenham uma funcao fundamental sobre a matéria organica
e sobre a sua mineralizagdo. Portanto, o consumo de oxigénio ou a producéo de gas
carbbnico sao técnicas geralmente Uteis para se avaliar o grau de mineralizacao de

um composto organico disposto no solo.

Segundo Atlas (1995), durante a biorremediacdo de um derramamento de éleo em
aguas marinhas, a taxa de biodegradacdo aumentou de 3 a 5 vezes apés a
aplicagao de fertilizantes. Margesin e Schinner (2001) compararam a biorremediacao
de solo poluido por 6leo diesel com concentragdo inicial de 2612 mg/kg de solo
através da atenuacgdo natural e bioestimulacdo por fertilizantes e verificaram reducao
de aproximadamente 70% no solo bioestimulado enquanto que no solo n&o tratado a

reducéo foi de 50%.

Ururahy (1998) estudaram a biodegradacdo de residuos oleosos de petréleo em
meio liquido e verificaram que a eficiéncia da biodegradagdo no meio contendo 5%
(v/v) de residuo foi maior do que a eficiéncia da biodegrada¢do no meio contendo
10% (v/v) do mesmo. O fato € que em altas quantidades, as popula¢gdes microbianas

podem sofrer inibicdo pelo efeito téxico do residuo.
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Considerando que os microorganismos tém a capacidade de biodegradacdo de
petréleo e seus derivados, tais microrganismos poderdo ser utilizados em programas
de biorremediacdo de areas impactadas por poluentes derivados de petréleo, com

intuito de otimizar esse processo.

A taxa de decomposicdo de compostos organicos depende da propria composicao
guimica e dos fatores do solo como a textura, infiltracdo e permeabilidade,
capacidade de retencdo da agua, densidade, conteddo de matéria organica,
capacidade de troca de cations, conteuddo de macronutrientes, salinidade e

micronutrientes (Atlas, 1981).

3.8. Respirometria Aerdbia

A respirometria € uma metodologia bastante adequada a quantificacdo da atividade
biol6gica aerdbia, a qual determina a velocidade de respiracdo de uma biomassa

ativa.

A NBR 14.283 especifica o0 método respirométrico de Bartha para determinacdo do
indice de biodegradacdo da matéria organica contida em residuos a serem tratados
em solos. Por meio desse método é possivel avaliar a tratabilidade de residuos em
solos e inferir as condicdes de manejo de sistema de tratamento de residuos em

solo.

O método respirométrico de Bartha, adaptado de uma norma holandesa, € um
método simples e economicamente viavel para determinar a atividade microbiol6gica
pela geracdo de gas carbbnico e, indiretamente, a biodegradacdo de contaminantes

organicos no solo.
O oxigénio pode ser fornecido sem fluxo de ar, com retengéo passiva de CO,, e com

fluxo de ar, continuo ou intermitente, pelo sistema chamado de aeracado forcada. O

primeiro processo € de simples utilizag&o, principalmente quando se tem um grande
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namero de tratamentos envolvidos, porém pode se tornar limitado em ensaios

prolongados (Caldeira, 1997).

O CO; liberado na respirometria € capturado pelo NaOH e determinado por
condutivimetria. O método da condutivimetria usa a relacdo direta entre as
producdes de CO, e as mudancas de condutividade da solucdo basica receptora
para analise de biodegradabilidade. Junto com os ions de uma solucédo aquosa de
hidréxido de sédio (NaOH), o CO, gerado produz carbonato de sddio (Na,CO3). O
carbonato é menos dissociével que a base, e mostra uma menor condutividade. A
relacdo linear entre a quantidade de CO, liberada e as mudancas na condutividade

pode ser usada para determinar a formacéo de CO, com bastante preciséo.

Os métodos utilizados para a determinacdo da eficiéncia de biodegradacgéo
baseiam-se na medicdo de CO, gerado no processo de biodegradagéo e construcao
de uma curva da massa acumulada desse CO, em funcdo do tempo, que deveréo
apresentar fases distintas, tais como: inicio da curva com baixissima inclinacao, que
devera corresponder a fase de adaptacdo dos microrganismos, seguida de um
elevado crescimento exponencial, uma vez que nesta fase estara ocorrendo elevada
atividade microbiana e, por fim, a formagdo de um patamar, onde a eficiéncia da

biodegradacéo é drasticamente reduzida (Borges, 2006).

3.9. Modelos cinéticos

7

O conhecimento da cinética da biodegradacdo é essencial para a avaliacdo da
persisténcia dos poluentes organicos e a avaliagdo a exposi¢cdo de humanos,
animais e plantas. A degradacdo de substancias quimicas, a quantidade que
desaparece com o tempo e a forma do desaparecimento da curva é funcdo do
composto em questdo, sua concentragdo, 0S 0rganismos responsaveis e a
variedade de fatores ambientais.



Uma determinacdo importante no estudo da cinética de uma reacao quimica € a da

ordem da reacao, que pode ser de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem.

A forma integrada da lei de velocidade mostra que a reacéo de zero ordem da uma
linha reta em uma figura se os valores medidos das concentracfes do reagente
forem colocados na figura em funcdo do tempo. A inclinacdo da reta sera a
constante da velocidade de zero ordem aparente. Esta constante de velocidade de
zero ordem deve ter a mesma unidade que a velocidade da reacao, a qual é em mol

m? s?. A equacdo 2 demonstra a equacédo de ordem zero.

C=C,—-kt )

Onde,

C = guantidade total acumulada de CO, liberada no tempo t de incubacéo;

Co = indica a quantidade de CO; produzida num tempo infinito, ou em termos
praticos, a quantidade total de CO, produzida quando a liberacdo desse gas deixa
de ter acréscimos mensuraveis apds um periodo de incubacao;

k = constante de velocidade de primeira ordem de reacéo de degradacéo.

t=tempo

O modelo de primeira ordem baseia-se no principio de que a velocidade de
decomposicdo de determinado substrato, em determinado instante, é diretamente
proporcional a quantidade de substrato presente neste mesmo momento (Lathan,
1974). Como a quantidade do substrato € maxima no inicio e diminui com o tempo, a

velocidade de decomposicéo € decrescente.

Utilizou-se a cinética para avaliar as taxas de degradacdo dos hidrocarbonetos
testados na respirometria. O conhecimento dos parametros cinéticos é de extrema
importancia para a modelacdo do processo bioquimico, pois permite avaliar as
velocidades de utilizacdo de substrato e de crescimento de biomassa, nas condicdes
estabelecidas (Zaiat et al., 1997).
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Levando em consideragcdo a importancia da cinética na biodegradacdo dos
compostos quimicos utilizou-se um modelo cinético de primeira ordem (Equacao 3),
de acordo com Jenkinson e Rayner (1977) para avaliar a taxa de biodegradac&o dos

hidrocarbonetos expressa por k.

C=C,l1-e™) 3)

Onde,

C = guantidade total acumulada de CO, liberada no tempo t de incubacéo;

Co = indica a quantidade de CO; produzida num tempo infinito, ou em termos
praticos, a quantidade total de CO, produzida quando a liberacdo desse gas deixa
de ter acréscimos mensuraveis apds um periodo de incubacao;

k = constante de velocidade de primeira ordem de reacdo de degradacéo.

t= tempo da reacao

A matéria organica € um sistema complexo, formado via de regra por uma gama de
compostos organicos diferentes, constituindo diferentes compartimentos, aos quais
se pode atribuir velocidades de degradacao diferenciadas. Nesse sentido, pode-se
adotar um modelo estendido de cinética de primeira ordem considerando-se mais de

uma fase, como mostrado na equagéao 4.

C=C[l-e*)+C,[1-e*?) @)
Onde,

C = gquantidade total acumulada de CO, liberada no tempo t de incubacéo;
Ci: = indica a quantidade de CO, produzida num tempo infinito, ou em termos
praticos, a quantidade total de CO, produzida quando a liberacdo desse gas deixa

de ter acréscimos mensuraveis apos um periodo de incubacao, na fase rapida;
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C, = indica a quantidade de CO, produzida num tempo infinito, ou em termos
préaticos, a quantidade total de CO, produzida quando a liberacdo desse gas deixa
de ter acréscimos mensuraveis apos um periodo de incubacgéo, na fase lenta;

t= tempo da reacao

k; = constante de velocidade de primeira ordem de reacdo de degradacédo, na fase
rapida.

k, = constante de velocidade de primeira ordem de reacédo de degradacéo, na fase
lenta.

Na avaliacdo do comportamento da matéria organica no solo é conveniente de
ajustar um modelo de cinética, pois através de parametros numéricos, como
constante de velocidade, o processo pode ser relacionado com diferentes variaveis
(Reis e Rodella, 2002).

Walker et al., (1976) pesquisaram as taxas de biodegradacdo de componentes do
petroleo e concluiram que a degradagdo microbiana dos componentes do 6leo cru €
um processo dinamico caracterizado pela biodegradacdo das varias fracdes e

diferentes taxas.

Por se tratar de equacdes exponenciais, observa-se que quando maior a magnitude
de k melhor o desempenho do processo. Os valores de k sdo caracteristicos para
cada tipo de substrato e existem varios fatores que podem influenciar na taxa de
degradacdo do substrato, principalmente, quando o substrato utilizado € solido. A
constante de biodegradacéo fornece uma idéia da velocidade com que o substrato é
bioestabilizado no interior do reator. Assim, quando maior o valor da constante maior

a taxa de bioestabilizagdo do material.

Para a cinética de segunda ordem, as leis da velocidade de segunda ordem
envolvem dois reagentes, e para ambos a concentragao depende do tempo. Devido
ao fato de haver varias pequenas diferentes formas possiveis de leis da velocidade
de segunda ordem, é mais conveniente tratd-las separadamente. A formula da

cinética de segunda ordem é demonstrada segundo a equacao 5.
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C=C,—
*1+k.C,t ®)
Onde,

C = guantidade total acumulada de CO, liberada no tempo t de incubacéo;

Co = indica a quantidade de CO, produzida num tempo infinito, ou em termos
praticos, a quantidade total de CO, produzida quando a liberacdo desse gas deixa
de ter acréscimos mensuraveis apos um periodo de incubacgéao;

k = constante de velocidade de primeira ordem de reacéo de degradacéo.

t= tempo da reacao
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo baseou-se em isolar e caracterizar 0s microrganismos com
capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo. Para isso, utilizaram-se solos
de horta e mangue, que sdo solos ricos em matéria organica, para a obtencédo das
cepas e posterior ensaio da biodegradabilidade. A figura 6 apresenta o fluxograma

das etapas do experimento.

Amostras
Enriquecimento com adic¢do de 6leos
brutos e fracdes de petroleo

Incubacéo a
temperatura
ambiente

v

Isolamento dos microrganismos

A 4

Caracterizagdo dos
microrganismos

A 4

Avaliacdo do potencial de

biodegradabilidade aerdbia
(Ensaios |, 11 e 111)

Figura 6 — Fluxograma de etapas do experimento de respirometria aerdbia.
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4.1 Coleta e enriquecimento de amostras

4.1.1 Fase de enriquecimento

Foram coletados o0s seguintes solos como fonte de inb6culo na fase de
enriguecimento das amostras:

e Solo de mangue

e Solo de horta

As amostras foram coletadas de acordo com os procedimentos segundo a NBR
14.283 e encaminhadas ao Laboratério de Saneamento da Universidade Federal do
Espirito Santo — UFES. O solo de mangue foi coletado do Campus da UFES de
Goiabeiras e o0 solo organico de uma residéncia doméstica, sem adicdo de

agrotoxicos.

Para a fase de enriguecimento, as amostras coletadas foram dispostas em dois
recipientes, sendo o primeiro com 50 g de solo de mangue e o segundo com 50 g de
solo de horta. Foram adicionados 50 g de areia e 5% de hidrocarboneto em cada

recipiente.

As amostras de hidrocarbonetos utilizados foram cedidas pelo Laboratério de
Pesquisa de Desenvolvimento de Metodologias para Analises de Petréleos —
LABPETRO UFES, sendo provenientes de quatro tipos de reservatorios diferentes I,
I, Il e IV. As principais caracteristicas dos hidrocarbonetos estudados estao
descritos na tabela 3.
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Tabela 3 — Caracteristicas das frag8es de petréleo e 6leos brutos avaliados

) Densidade
Oleos brutos e fragdes | Temperatura Relativa
de petréleo °c) (g/cm?) °API Origem

FD 6 377 0,9004 25,0 Reservatorio |
FD 17 134 0,7468 56,9 Reservatorio |
FD 26 226 0,8264 38,9 Reservatorio |
FD 30 360 0,8948 26,0 Reservatorio |
FD 23 277 0,8494 34,3 Reservatorio |
FD 13 475 0,9524 16,5 Reservatério Il
FD 29 323 0,8858 27,6 Reservatorio Il
FD 31 360 0,9086 23,6 Reservatorio Il
Oleo bruto (1) 0,9039 40 Reservatorio |11
Oleo bruto (2) 0,8906 28 Reservatorio [V

FD = Fracéo destilada.
Fonte: Labpetro — UFES

As misturas foram dispostas em recipientes plasticos de 600 mL sem tampa,
umedecidos com agua deionizada e protegidos da luz, incubados por 60 dias, a
temperatura ambiente para o crescimento de microrganismos com capacidade de

biodegradacéo.

4.2 Isolamento e Caracterizacdo dos microorganismos

4.2.1 Isolamento de bactérias

Os microorganismos isolados de ambientes naturais pertencem a uma populacao
mista. Ao determinar as caracteristicas de um microrganismo, ele deve estar em
cultura pura, ou seja, em que todas as células na populagéo séo idénticas no sentido

de que elas se originaram de uma mesma célula parental.

Para a fase de isolamento, adicionou-se 1 g da mistura enriquecida a 10 mL de
Cloreto de Sdédio a 0,75% (NaCl). A partir disso, uma aliquota da solucdo foi
inoculada em placa de Petri contendo Meio Minimo e hidrocarbonetos. Utilizou-se a
técnica de esgotamento por meio de estrias superficiais, onde a amostra € semeada

na superficie do meio solidificado com uma alca de semeadura para esgotar a
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populacdo, assim em algumas regibes do meio, células individuais estardo
presentes. Apds a semeadura, as placas inoculadas foram mantidas em temperatura

ambiente até o visivel crescimento das col6nias bacterianas.

Para o isolamento de culturas puras, uma colonia individual foi transferida da placa
de Petri para outra placa, com a mesma composi¢ao da primeira. Este procedimento

foi repetido por trés vezes até a total purificagdo das amostras.

4.2.2 Meios de Cultivo

Para o preparo do meio de cultura sélido (Meio Minimo), utilizaram-se as
substancias descritas nas tabelas 4 e 5, de acordo com Pelczar (1996) e
Chernicharo (1997). A mistura foi convenientemente homogeneizada e esterilizada

em autoclave e conservada em geladeira até ser usada.

Para o preparo das placas de Petri utilizou-se 5% (p/v) de hidrocarboneto derivado
do petréleo para 20 mL de Meio Minimo em cada placa de Petri, as quais foram
devidamente identificadas e conservadas em geladeira. A seguir foram preparadas

as placas de Petri por meio da adi¢cdo de hidrocarbonetos.

Tabela 4 — Composicao do Meio Minimo (MM)

Substancia Quantidade

Cloreto de sddio anidro ( NaCl) 1g/l
Sulfato de amonio anidro ((NH4)2S04) 5g/l
Fosfato de sédio monobasico anidro ( Na,HPO,) 6,2 g/l
Fosfato de potassio monobésico ( KH,PO,) 0,9 g/
Sulfato de magnésio (MgSO,. 7 H,0) 0,3 g/
Solugdo micronutriente Iml/l
Agua deionizada 1000 ml

Para o meio solido adicionou-se 15g/l de Agar.
Fonte: Pelczar(1996)
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Tabela 5 — Solu

ao de Micronutrientes

Substancia Concentracao
KH,PO, 1500 mg/l (Tampé&o)
KoHPO, 1500 mg/Il
NH4CI 500 mg/l (Macronutriente)
Na,S. 7H20 50 mg/I
2 FeCls. 6H,0 2000 mg/l (Micronutriente)
ZnCl, 50 mg/I
CuCl,. 2H,0 30 mgl/l
MnCl,. 2H,0 500 mg/l (Macronutriente)
(NH4)6.M070,4 .4H,0 50 mgl/l
AICl; 50 mg/l
CoCls. 6H,0 2000 mg/l (Micronutriente)
HCI (concentrado) 1ml/l

Fonte: Chernicharo (1997)

4.2.3 Inoculagéo e Incubacéo

Para o preparo do inéculo, as cepas foram transferidas para erlenmeyers de 250 mL,
contendo 20 mL de Meio Minimo liquido e 5% de hidrocarboneto. As amostras foram
mantidas sob agitacdo a uma temperatura constante de 30 ° C durante cinco dias.
Apos o periodo de crescimento foram realizadas leituras por meio de valores de
absorbancia, utilizando espectrofotbmetro, a 420 nm, para o ajuste da biomassa
microbiana. As cepas utilizadas no experimento respirométrico foram selecionadas

de acordo com o padréo de densidade 6ptica (D.O.) das amostras.

Foram diluidas pequenas fracbes das amostras enriquecidas em tubos de ensaio
contendo 5 mL de solugéo salina (0,75 %). A suspensao foi semeada em placas de
Petri contendo 20 mL do meio de cultura e 5% (p/v) de hidrocarboneto. Apds serem
inoculadas, as placas foram embaladas em papel aluminio, identificadas e
incubadas a uma temperatura ambiente até o visivel crescimento bacteriano, por um
periodo de 10 a 15 dias, evidenciado pela formacao de col6nias em crescimento na

superficie do meio.
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Apés esta etapa, as cepas foram armazenadas em geladeira a 4°C, dentro de tubos
inclinados especificos para conservacéo e retardamento do crescimento bacteriano

até a sua utilizacdo nos experimentos de biodegradabilidade.

4.2.4 Caracterizacdo dos isolados

ApOs a obtencéo de culturas puras, foi realizada uma caracterizacdo preliminar das
cepas isoladas, utilizando os critérios de Silva (1999), principalmente quanto a
morfologia de coldnia, coloracdo de gram e testes bioquimicos (indol, catalase e
coagulase).

4.3 Avaliacdo da Biodegradabilidade Aerobia

4.3.1 Preparo dos Sistemas de Avaliacao

Para a avaliacdo da biodegradabilidade dos compostos organicos propostos,
utilizaram-se potes de vidro com tampa de rosca, hermeticamente fechados, com
capacidade de 1700ml cada. A vermiculita e a areia foram lavadas e autoclavadas
antes de serem utilizadas. Utilizou-se um potinho de polietiieno de 50 mL para
armazenar a solucdo de NaOH. O sistema é formado por tratamentos, controles e

brancos, todos em duplicata, conforme mostra as figuras 6 e 7.

Composicao dos tratamentos:

e 100 g de solo (50% de vermiculita e 50% de areia - v/v);

e Meio Minimo liquido (fonte de micro e macronutrientes, de acordo com 60%
da capacidade de campo);

e 1 mL do inéculo bacteriano (previamente ajustado por densidade Optica -
D.0O.);



e 5% de hidrocarboneto (fonte de carbono);
e 20mL de NaOH a 0,5M

Composicéao dos controles:
e 100 g de solo (50% de vermiculita e 50% de areia - v/v);
e Meio Minimo liquido (fonte de micro e macronutrientes, de acordo com 60%
da capacidade de campo);
e 5% de hidrocarboneto (fonte de carbono);
e 20mL de NaOHa0,5M

Composicéo dos brancos:

e 20mLde NaOHa0,5M

Figura 7 — Experimento respirométrico aerébio composto de vermiculita e areia, meio minimo, in6culo
bacteriano e hidrocarbonetos derivados do petréleo.
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Figura 8 — Ensaios de biodegradabilidade através da respirometria de Bartha.

4.3.2 Avaliacao da producao de CO;

Para os ensaios de biodegradabilidade aerdbia, utilizou-se a metodologia de
respirometria aerébia de amostras com e sem inoculacdo de bactérias isoladas,
avaliando-se a formagédo de CO,, adaptado do método respirométrico de Bartha
(1999) descrito pela NBR — 14.283 — Residuos em solos — Determinagcdo da
Biodegradacdo pelo Meétodo respirométrico. Nesta metodologia foi realizada
utilizando-se um sistema fechado de frascos estaticos com analise da condutividade
elétrica da solucéo de coleta do CO; produzido para as diversas combinacdes de

substratos (amostras ambientais) e hidrocarbonetos sob avaliagcéo.

No ensaio de biodegradabilidade observou-se o decaimento da condutividade a
medida que se processa 0 experimento, ou seja, quanto maior a producdo de COa,
menor sera a condutividade. Isso ocorre porque o CO, produzido pelas bactérias, ao
realizarem o processo de degradacdo de um composto, entra em contato com a
solucdo aquosa de NaOH (solugcédo alcalina) do frasco coletor do respirdbmetro e
forma, inicialmente, H,CO3 (acido carb6nico) que em seguida da origem a duas

séries de sais, os bicarbonatos, NaHCO; e carbonatos, Na,CO3; (Lee, 2000),
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conforme as equagdes 6a e 6b. A condutividade foi determinada através do método
descrito por Rodella e Saboya (1999).

As principais reacdes de avaliagcdo no sistema de respirometria aerobia séo:

CO,+H>,0 = H,CO3 (68.)
H,CO3 + 2NaOH-> Na,CO3; + 2H,0 (6b)

A calibracdo do sistema foi efetuada preparando-se solugbes padrdao de NaOH e
Na,CO3; obtendo-se concentragdes equivalentes em carga de anions. Cada solugéao
pode ser relacionada a uma hipotética quantidade de CO, que, se efetivamente
absorvida, resulta nas mesmas concentracdes de COs;2 Para cada solucdo foi
obtida uma curva padrdo especifica para condutividade. As leituras da condutividade
elétrica foram efetuadas em condutivimetro da marca Jenco, modelo 1671, com
correcdo de temperatura de leitura a 25 °© C. Os resultados foram obtidos por meio
da equacao 7, sendo expostos em forma de mg de CO, cumulativamente no periodo

do experimento.

mg de CO2=MxV x22.[(C1—Cy)/(C1—C2)] (7)

Onde,

M= molaridade da solucéo de NaOH utilizada (expressa em mol %)

V= volume utilizado (ml) da solug&o padrédo de NaOH no frasco de captura
C1= concentracao padrdao de NaOH

Cx = valor da condutividade elétrica por amostra

C, = concentracao da solucédo de Na,COs3

67



4.3.3 Condic¢des experimentais

Foram isoladas 19 cepas a partir dos 10 hidrocarbonetos derivados do petréleo. O
experimento consistiu na avaliagdo da biodegradabilidade aerdbia que foram
divididos em 3 ensaios (Ensaio I, Il e Ill). O ensaio | consistiu na avaliacdo das cepas
isoladas a partir de Oleos e fracdes como fator de selecdo, conforme a tabela 6.
Assim, foram obtidas 19 cepas com o0s respectivos hidrocarbonetos. Os ensaios
foram realizados por meio da avaliacdo da respirometria aerdbia utilizando frascos

estaticos e avaliacdo da condutividade de acordo com a metodologia proposta.

A cada frasco foi adicionado um tipo de hidrocarboneto juntamente com a respectiva
cepa isolada anteriormente, originando assim 19 tratamentos com duas repeticdes
mais controle, com um total de 40 unidades experimentais. Os controles consistiram

de substrato, hidrocarboneto e Meio Minimo, sem inoculacao.

Tabela 6 — Composicao dos tratamentos do ensaio | da respirometria.

Tratamentos Composicéao
1 Cepa 1 + Oleo bruto 1
2 Cepa2+FD6
3 Cepa 3 +FD 29
4 Cepa4d4+ FD 31
5 Cepa 5 + FD 30
6 Cepa 6 + FD 23
7 Cepa 7 + FD 13
8 Cepa8+FD 17
9 Cepa 9 + FD 26
10 Cepa 10 + Oleo bruto 2
11 Cepa 11 + Oleo bruto 1
12 Cepal2 + FD 6
13 Cepa 13 +FD 29
14 Cepa 14 + FD 31
15 Cepa 15+ FD 30
16 Cepa 16 + FD 23
17 Cepa 17 +FD 13
18 Cepa 18 + FD 17

19 Cepa 19+ FD 26
FD: Fragdo destilada
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O ensaio Il consistiu em avaliar quatro tipos de cepas (1, 2, 13 e 14), com quatro
hidrocarbonetos (A, B, C e D, respectivamente 6leo bruto 1, fracdo 6, fracdo 29 e
fracdo 31). As cepas utilizadas neste ensaio foram escolhidas de acordo com a
producdo de CO, acumulado do ensaio |. A partir dai, as quatro cepas foram
adicionadas, individualmente aos quatro hidrocarbonetos, formando assim 16
tratamentos diferentes: 1A, 1B, 1C e 1D; 2A, 2B, 2C e 2D; 13A, 13B, 13C e 13D;
14A, 14B, 14C e 14D, conforme tabela 7. O experimento foi realizado em duplicata,
contendo assim, um total de 40 unidades experimentais. As leituras do ensaio Il
foram realizadas através do condutivimetro durante 29 dias para obtencdo da curva
de biodegradagédo. Nos primeiros 9 dias as leituras foram realizadas diariamente,
apos este periodo as leituras passaram a ser feitas a cada dois dias até o final de 29

dias. A composicéo dos tratamentos do ensaio Il esta descrito na tabela 7.

Tabela 7 — Composicdo dos tratamentos da segunda etapa da respirometria

Tratamentos Composicéo

1A Cepa 1 + 6leo bruto 1
1B Cepa 1 + fracdo 6
1C Cepa 1 + fracdo 29
1D Cepa 1 + fragédo 31
2A Cepa 2 + 6leo bruto 1
2B Cepa 2 + fragdo 6
2C Cepa 2 + fragédo 29
2D Cepa 2 + fracdo 31
13A Cepa 13 + 6leo bruto 1
13B Cepa 13 + fracé@o 6
13C Cepa 13 + fracdo 29
13D Cepa 13 + fragéo 31
14A Cepald + 6leo bruto 1
14B Cepa 14 + fragédo 6
14C Cepa 14 + fragéo 29
4D Cepa 14 + fragéo 31

O ensaio Ill consistiu em avaliar duas cepas (1 e 14) com quatro hidrocarbonetos (A,
B, C e D, respectivamente 6leo bruto 1, fracdo 6, fracdo 29 e fracdo 31) em dois

tipos de solos diferentes (X e Y, sendo arenoso e argiloso, respectivamente). Este
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ensaio contou com um solo arenoso, tendo como composi¢cdo 70% de areia e 30%

de argila e o solo argiloso contendo 30% de areia e 70% de argila.

Neste ensaio obtiveram-se entdo 16 tratamentos: 1AX, 1BX, 1CX e 1DX; 14AX,
14BX, 14CX e 14DX (arenosos) e 1AY, 1BY, 1CY e 1DY; 14AY, 14BY, 14CY e
14DY (argilosos), conforme tabela 8. O experimento foi realizado em duplicata. As
leituras do ensaio Il foram realizadas através do condutivimetro durante 31 dias
para obtencéo da curva de biodegradacdo. Nos primeiros 5 dias as leituras foram
realizadas diariamente, apds este periodo as leituras passaram a ser feitas a cada
dois dias até o dia 13 e depois a cada 3 dias até o final de 31 dias. A composicao
dos tratamentos do ensaio Il esta descrita na tabela 8.

Tabela 8 — Composicao dos tratamentos da terceira etapa da respirometria.

Tratamentos Composicao
1AX Cepa 1 + 6leo bruto 1
1BX Cepa l + fracéo 6
1CX Cepa 1 + fragéo 29
1DX Cepa 1 + fragdo 31
14AX Cepa 14 + 6leo bruto 1
14BX Cepa 14 + fragédo 6

14CX Cepal4 + fracédo 29
14DX Cepa 14+ fracédo 31
1AY Cepa 1 + 6leo bruto 1
1BY Cepal + fragcédo 6
1CY Cepa 1 + fragéo 29
1DY Cepa 1 + fragdo 31
14AY Cepa 14 + 6leo bruto 1
14BY Cepa 14 + fragédo 6
14CY Cepa 14 + fragéo 29
14DY Cepa 14 + fracdo 31

X= solos arenosos
Y =solos argilosos
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4.3.4 Condic¢des experimentais

A metodologia empregada para a avaliacdo das taxas de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos foi realizada de acordo com a cinética de primeira ordem descrita
por Firme (2005). A escolha dessa ordem de reacdo foi realizada através da

avaliacdo dos dados e empregando a metodologia do “best fitting”.

O experimento respirométrico foi desenvolvido em trés ensaios e o programa
computacional utilizado nos estudos estatisticos deste do trabalho foi realizado
através de um pacote estatistico. O desenho experimental de cada ensaio foi
inteiramente casualizado, utilizando cepas e hidrocarbonetos como tratamentos, com
duas repeticdes em cada ensaio.

Foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) calculando a estatistica F, a um nivel

de significancia de 5%, nos resultados obtidos durante o estudo da

biodegradabilidade dos hidrocarbonetos através do teste respiromeétrico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao das cepas isoladas — Ensaio |

5.11 Caracterizagdo Morfolégica e Bioguimica

Na avaliagao das 19 cepas isoladas dos solos de mangue e horta, foram realizadas

técnicas de caracterizagcdo morfolégica de acordo com Neder (1992), conforme

ilustrado nas tabelas 9 e 10 e nas figurasde 9a 12 .

Tabela 9 — Caracterizagdo morfolégica das colbnias isoladas dos solos de mangue e horta, utilizadas
no experimento respiromeétrico.

Cepas | Tamanho| Forma |Elevacdo| Bordos |Estrutura Brilho Cor | Aspecto
1 pequena circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
2 pequena circular convexa lisos lisa translicidos | incolor viscosa
3 pequena circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
4 pequena circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
5 média irregular | achatada lobados granulosa opaca incolor viscosa
6 média circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
7 pequena circular convexa lisos lisa translicida incolor viscosa
8 pequena irregular convexa lisos lisa translicida incolor viscosa
9 grande circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa

10 média irregular | achatada | ondulados | granulosa opaca incolor | membranosa
11 pequena circular convexa lisos lisa translicida incolor viscosa
12 média irregular | achatada | ondulados lisa translicida incolor viscosa
13 pequena circular convexa lisos lisa translicida incolor viscosa
14 pequena circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
15 média irregular | achatada lisos lisa translicida incolor viscosa
16 média circular convexa lisos lisa translicida incolor viscosa
17 pequena circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
18 média irregular | convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
19 média circular convexa lisos lisa translicida | incolor viscosa
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Figura 11 — Visualizagdo em placa da cepa 4 Figura 12 — Visualizacdo em placa da cepa 16.

Na caracterizagdo morfoldgica das colonias realizada nas 19 cepas isoladas,
observou-se que o tamanho varia de pequena a média, somente a cepa 9
apresentou tamanho grande. A forma das cepas € irregular ou circular. Quanto a
elevacdo, a maioria é convexa, mas algumas sdo achatadas. A maioria das cepas
apresentam bordos lisos, com excec¢do das cepas 10 e 12 que sdo onduladas e a 5
que € lobada. A estrutura € lisa na maioria das cepas, somente as cepas 5 e 10
apresentam estrutura granulosa. Quanto ao brilho somente as cepas 5 e 10 séo
opacas, as demais sdo translicidas. Todas as cepas sao incolores e quanto ao

aspecto, somente a 10 € membranosa, as demais cepas sdo viscosas.
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Tabela 10 — Caracterizacéo bioguimica das bactérias

Teste da Teste da
Cepas Testede Gram Forma Teste de Indol Catalase Coagulase
1 - COoCOosS + + -
2 - cocos + + -
3 - C0oCOosS + + +
4 - Ccocos + + +
5 - COoCos + + +
6 - C0oCosS + + +
7 - COoCOosS + + -
8 - COoCOoS + + -
9 + CcoCcos + + -
10 - COoCOosS + + +
11 - COoCos + + +
12 - Ccocos + + +
13 - C0oCOosS + + +
14 - COoCOosS + - +
15 - COoCOoS + + +
16 - C0oCOosS + + -
17 - COoCOosS + + -
18 - bacilo + + -
19 - COoCOosS + + +

Os testes bioquimicos foram realizados de acordo com Silva (1999). No teste de
gram, as bactérias que fixam o composto iodo-pararrosanilina sdo denominadas
gram-positivas, e as bactérias que nao fixam o composto e deixam-se descorar pela

solucéo descorante recebem o nome de gram-negativas.

Para a caracterizacdo morfologica das bactérias, observou-se que a maioria das
cepas sdo gram-negativas e somente a cepa 9 € positiva. Quanto a forma, observou-

se que somente a cepa 18 tem a forma de bacilo, enquanto as demais sao cocos.

Para os testes bioquimicos realizados, todas as cepas tiveram teste de indol
positivo. Para o teste de catalase, somente a cepa 14 foi negativa, as demais cepas
sdo positivas. Para o teste de coagulase as cepas 1, 2, 7, 8, 9, 16, 17 e 18 sao

negativas, as demais cepas sao positivas para o teste.
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De acordo com os testes morfolégicos e bioquimicos realizados, observa-se que ha
uma baixa biodiversidade das cepas isoladas, tendo em vista que os testes
utilizados séo insuficientes para a identificacdo dos isolados.

5.1.2 Atividade de respirometria

Para a avaliagdo das cepas isoladas e caracterizadas previamente (tabela 6) foi
utilizado o sistema de respirometria, segundo Bartha (1999), utilizando vermiculita e
areia. Os resultados estéo ilustrados nas figuras 13, 14, 15 e 16.
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Figura 13 — Producgdo acumulada de CO, de 6leos brutos e fracdes de petroleo, tendo como substrato
areia e vermiculita, por um periodo de 15 dias.

75



120
100
80
60

mg de CO2

40
20

1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias
—4=—Tratamento 6 =—fl=Tratamento7 =—t—Tratamento8

==e=Tratamento 9 ====Tratamento 10

Figura 14 — Produgdo acumulada de CO, de 6leos brutos e fragBes de petréleo, tendo como substrato
areia e vermiculita, por um periodo de 15 dias.
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Figura 15 — Producgdo acumulada de CO, de 6leos brutos e fracdes de petroleo, tendo como substrato
areia e vermiculita, por um periodo de 15 dias.
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Figura 16 — Producgdo acumulada de CO, de 6leos brutos e fracdes de petroleo, tendo como substrato
areia e vermiculita, por um periodo de 15 dias.

A partir da andlise das figuras 13, 14, 15 e 16 observa-se o comportamento das 19
cepas isoladas dos 6leos brutos e das frac6es de hidrocarbonetos derivados de
petroleo, por um periodo de 15 dias. Os isolados apresentam uma fase de
adaptacdo nos primeiros dias do experimento (fase lag), seguida de um aumento
exponencial (fase log) que ocorre a partir do quinto dia.

Com base nos resultados obtidos, pode-se observar que, durante o periodo avaliado
de 15 dias, as cepas mostraram diferentes potenciais de biodegradacgéo, avaliadas
em termos de producéo de CO,. As maiores producdes de CO, foram observadas
para as cepas 2, 5, 15, 12, 16, 1, 10 e 11, variando de 80,71 a 112,21mg de CO,,
apos 15 dias. Estas cepas correspondem aos isolados de solo de horta e mangue,
apresentando distintas propriedades conforme a tabela de caracterizacéo (tabelas 9
e 10).
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De acordo com Teles (2006), os ensaios de biodegradabilidade de lodo de esgoto,

apresentaram uma variacdo na producdo de CO, de 170 a 680 mg de CO,, em 47

dias de incubacéo, em funcdo das dosagens utilizadas.

De acordo com Firme (2005), os valores acumulados de CO, produzidos pelos

microorganismos na degradacao da torta de filtro, chega a aproximadamente 1221,8

mg de CO,, em 72 dias de ensaio utilizando 40 Mg ha™ de torta de filtro. Ao utilizar a

mesma dosagem de torta de filtro e acrescentar 62,5 mg Kg* de niquel, a

qguantidade de CO, diminui, resultando também em diminui¢cdo da biodegradacéo.

Utilizou-se a cinética de primeira ordem para avaliar os dados obtidos na

respirometria. Os valores da constante de biodegradacao (k) dos tratamentos do

Ensaio | e seus respectivos ajustes de reta (R?) estdo ilustrados na tabela 11 em

ordem decrescente de biodegradabilidade dos compostos.

Tabela 11 — Valores da constante de biodegradacéo (k) e respectivo ajuste da reta (Rz) para os
tratamentos do Ensaio |

Tratamentos k (dia™) R’
18 0,3275 0,8875
3 0,2731 0,8881
5 0,2317 0,7983
12 0,2250 0,6124
10 0,2141 0,7978
6 0,2119 0,9021
13 0,2078 0,8950
19 0,1991 0,8621
7 0,1956 0,7619
14 0,1878 0,8325
4 0,1795 0,8846
16 0,1672 0,6218
9 0,1653 0,9106
8 0,1554 0,9380
17 0,1542 0,9132
11 0,1512 0,4802
2 0,1398 0,5533
15 0,1391 0,6087
1 0,1301 0,4508
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De acordo com os valores da taxa de biodegradacédo (k) observados, verifica-se que
os hidrocarbonetos apresentaram uma grande variedade de respostas. A andlise da
taxa de biodegradacdo no ensaio | foi realizada levando-se em consideracdo do
primeiro ao ultimo dia de experimento, em uma Unica fase. O tratamento 18 foi o que
apresentou a maior taxa de velocidade de biodegradacdo, com k= 0,3275. J4 o
tratamento 1 apresentou a menor taxa de velocidade de biodegradacdo, com
k=0,1301. Desta forma, pode-se afirmar, baseando-se na figura 17, que o tratamento
18 tem potencial de biodegradacdo de 32% da concentracdo inicial do
hidrocarboneto presente neste tratamento enquanto que o tratamento 1 tem
capacidade de biodegradagdo de 13% da concentragdo inicial do hidrocarboneto

presente neste tratamento.

0,35

0,30

0,25

0,20
0,15
0,10

0,05

Taxa de biodegradacdo (%)

0,00

H1EE3 NS5 E12E10N6 M13E1Sm7 E14

H4 mlom9 m3 17m11m2 1501

Figura 17 — Taxa de biodegradacao (k) dos tratamentos do ensaio |, por um periodo de 15 dias.

O tratamento 18, em solo contendo areia e vermiculita como substrato, apresentou
uma taxa de biodegradagcdo de 32%, em 15 dias. De acordo com a literatura,
Andrade (2006), obteve o valor médio das taxas de degradacdo de biossolidos

aplicados ao solo, apés 70 dias de incubacdo de 21,63%. Isso pode ser explicado
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pela presenca predominante de compostos orgéanicos recalcitrantes, isto é, de dificil

degradacéo biol6gica no solo.

Cansfield et al., (1978), trabalharam com residuos de hidrocarbonetos provenientes
de tanques de armazenamento de 6leo cru incorporados ao solo. O contetido de
6leo no solo ap6s a contaminacdo era de 1,45 %. Foram analisadas as fracGes
saturadas, monoaromaticas, diaromaticas, poliaromaticas e compostos polares e
material de alto peso molecular, tais como asfaltenos. No final do experimento, a
degradacédo dessas fracOes era respectivamente: 54,6 %, 50,0 %, 57,1 %, 44,4 % e
11,1 %, mostrando que a degradacgédo de fragdes mais pesadas se processam de

forma mais lenta.

Segundo Firme (2005), os compostos organicos possuem diferentes velocidades de
degradacdo em fungcdo da sua constituicdo variavel. Por este motivo, o célculo da
taxa de biodegradacao (k) também foi realizado em duas etapas, neste experimento,
sendo a primeira k;, representando a fase rapida da biodegradabilidade dos

compostos organicos e a segunda, k», representando a fase lenta da biodegradacéao.

A tabela 12 apresenta os valores da velocidade de degradacgéo (k) dos tratamentos,
e seus respectivos ajustes de reta (R?), do ensaio | do experimento em duas fases,
gue sao a fase rapida (ki) e a fase lenta (ky), levando e consideracdo que a
degradacdo dos hidrocarbonetos € realizada pelas cepas com diferentes
velocidades, dependendo de cada composto organico. A fase rapida foi calculada
até o 5 © dia de experimento e a outra fase considerou os demais dias até o final do

experimento da primeira etapa.
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Tabela 12 — Valores da constante de biodegradacéo (k) e respectivo ajuste da reta (R?) para os
tratamentos do ensaio |, destacando a fase rapida (k;) e fase lenta (k»).

Tratamentos  k; (dia ™) R%(1) k(dia™) R%*(2)
12 0,8544 0,7622 0,0835 0,9299
18 0,7127 0,9532 0,2025 0,9538
11 0,6849 0,6783 0,0368 0,9461
16 0,6664 0,8589 0,0583 0,9739
5 0,6475 0,9118 0,1171 0,9641
1 0,6001 0,6116 0,0400 0,9245
7 0,5791 0,8823 0,0914 0,9069
3 0,5508 0,9490 0,1664 0,8909
2 0,5493 0,6318 0,0608 0,9687
15 0,5208 0,6992 0,0633 0,9555
14 0,5091 0,8698 0,1264 0,9667
13 0,4521 0,8047 0,1731 0,9653
19 0,4436 0,9827 0,0972 0,8752
10 0,4386 0,7741 0,1020 0,6160
4 0,3758 0,9457 0,1043 0,9791
9 0,3210 0,9758 0,1094 0,9118
17 0,2612 0,9005 0,1025 0,8980

E interessante ressaltar que essas duas fases, por vezes identificadas como 1 e 2
ndo sdo simultaneas. Contudo, como uma delas € muito mais rapida que a outra,
uma etapa mais lenta que a outra domina a maior parte da degradagdo da matéria
organica do material organico em estudo. (Firme, 2005).

A partir da analise do modelo duplo de cinética de biodegradacédo (fases rapida e
lenta) pode-se observar que os tratamentos apresentam comportamentos diferentes

na degradacao dos hidrocarbonetos,conforme demonstrado na tabela 12.
O tratamento 12 apresenta a melhor taxa de velocidade de biodegradacdo, com

k;=0,8544 e k,=0,08535, quando analisado em duas fases, isso se deve ao diferente

comportamento que 0S compostos organicos apresentam.
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O tratamento 18, em fase Unica, apresenta uma taxa de biodegradacdo de 32%,
mas quando comparado com o modelo de fase dupla, 71% da biodegradacdo é

alcancada na fase rapida (k1) e apenas 2% ¢é biodegradada na fase lenta (k»).

Segundo Firme (2005), os valores das taxas de biodegradacédo da fase rapida (k;) da
torta de filtro variam de 0,1649 a 0,7829. A taxa de degradacado (k) depende das
dosagens de matéria organica e se a mesma esta ou ndo na presenca do metal

(niquel).

De acordo com Tauk (1990), no solo ocorre uma rapida decomposicao inicial da
matéria labil e, posteriormente, num processo mais lento, a decomposicao de
materiais resistentes. Esta fase lenta pode ocorrer devido ao mecanismo de

adsorcao, a estabilizacao dos metabdlitos e a queda da taxa de biomassa no solo.

Os valores da cinética da biodegradacdo (k) e o tempo (t) s6 sédo inversamente
proporcionais se o valor de k for calculado em uma Unica fase ou se for considerado

o valor da taxa de biodegradacgao na fase lenta (k).

5.2 Avaliacao das cepas isoladas — Ensaio Il

No ensaio Il, foi avaliada a especificidade de 4 cepas isoladas (1,2,13 e 14) com 4
hidrocarbonetos (A, B, C e D que sdao, respectivamente, 6leo bruto 1, fracdo 6,
fracdo 29 e fracdo 31). As cepas e os hidrocarbonetos foram selecionados a partir
de uma andlise quantitativa de CO, no ensaio |. Nesta etapa utilizou-se como
substrato areia e vermiculita, sendo 50% de cada (v/v). As leituras foram realizadas
por meio do condutivimetro por um periodo de 29 dias. Os tratamentos estao

descritos na tabela 7.

Os graficos da figura 18, 19, 21 e 21 apresentam os valores de CO,;, em mg,

emanados dos isolados no experimento respirométrico do ensaio |l.
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Figura 18 — Os resultados referentes a acumulacéo de CO, nos diferentes tratamentos, envolvendo

as cepas 1, 2, 3 e 4 com o hidrocarboneto A ( 6leo bruto 1).
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Figura 19 — Os resultados referentes a acumulac¢éo de CO, nos diferentes tratamentos, envolvendo

as cepas 1, 2, 3 e 4 com o hidrocarboneto B (fracéo 6).
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Figura 20 — Os resultados referentes a acumulacéo de CO, nos diferentes tratamentos, envolvendo
as cepas 1, 2, 3 e 4 com o hidrocarboneto C (fragcéo 29).
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Figura 21 — Os resultados referentes a acumulacédo de CO, nos diferentes tratamentos, envolvendo
as cepas 1, 2, 3 e 4 com o hidrocarboneto D (fragdo 31).

De acordo com os gréficos 18, 19, 20 e 21, utilizando a producdo do CO, como

indicador do processo de biodegradabilidade que ocorreu no sistema
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solo/hidrocarboneto nos respirdbmetros de Bartha, verificou-se que a adicdo do

hidrocarboneto no solo proporcionou aumento na producéo de CO..

Segundo Morais (2005), a adicdo do inéculo mais o fertilizante proporcionaram
acréscimo de 1,8% e 5,3% respectivamente, na evolugao de CO,, comparado com o
controle solo/residuo no tratamento do residuo oleoso através do sistema de

biopilhas.

A partir dos gréficos representados pelas figuras 18, 19, 20 e 21, pode-se observar
que os hidrocarbonetos A e B (6leo bruto 1 e fragcdo 6) foram mais facilmente
biodegradados em relacéo a C e D (fragéo 29 e 31), de acordo com a producao de
CO..

O hidrocarboneto A é classificado como leve, de acordo com o grau APl (American
Petroleum Institute), assim, é mais facilmente biodegradado em relacdo aos

hidrocarbonetos B, C e D que sao classificados como médios.

Entre os valores apresentados graficamente pelas figuras 18, 19, 20 e 21, a cepa 1
foi a Unica que ndo apresentou fase de aclimatagdo como as demais cepas (2, 13 e
14) para a biodegradacdo dos hidrocarbonetos, mostrando uma alta especificidade
em relagcdo as demais cepas estudadas. Observa-se que as cepas tiveram um
periodo de cerca de cinco dias de adaptacdo para posteriormente entrarem na fase

log.

A cepa 1, isolada do hidrocarboneto A, apresentou o0 maior indice de
biodegradabilidade com os 4 tipos de hidrocarbonetos em relacdo as cepas 2, 13 e
14. Observa-se que a cepa 1 produziu 250,41 mg de CO, quando associada ao
hidrocarboneto A (6leo brutol) e a menor producdo, 109,45 mg de CO,, quando
associada ao hidrocarboneto C (fragéo 29). Isso demonstra que o hidrocarboneto A

€ mais facilmente biodegradado pela cepa em relacdo ao hidrocarboneto C.
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A biodegradacéo dos hidrocarbonetos segue a seguinte ordem: cepa 1 (A>B>D>C);
cepa 2 (A>B>D>C); cepa 13 (A>B>C>D) e cepa 14 (A>B>C>D). Ascepas 1e 2tém
uma maior capacidade de biodegradacdo do hidrocarboneto D (fracdo 29) em
relacéo as cepas 13 e 14. O hidrocarboneto A é proveniente de um 6leo leve, ja os
demais hidrocarbonetos (B, C e D) sao fracdes provenientes de dois 6leos pesados

do mesmo reservatorio.

Utilizou-se a cinética de primeira ordem para avaliar os dados obtidos na
respirometria. Os valores da constante de biodegradacédo (k) dos tratamentos do
ensaio Il e seus respectivos ajustes de reta (R?) estdo ilustrados na tabela 13 e os
valores de k; e k, e seus respectivos ajustes sdo demonstrados na tabela 14 em

ordem decrescente de biodegradabilidade dos compostos.

Tabela 13 — Valores da constante de biodegradacao (k) e respectivo ajuste da reta (R?) para os
tratamentos do ensaio Il

Tratamentos K (dia ™) R?
14A 0,1313 0,6748
13A 0,1276 0,6451
2A 0,1146 0,6563
14C 0,0992 0,8436
13B 0,0971 0,6156
13D 0,0962 0,8382
1D 0,0960 0,8910
13C 0,0951 0,8447
1C 0,0912 0,8606
14B 0,0896 0,5646
2D 0,0848 0,7602
14D 0,0835 0,7446
2B 0,0833 0,6104
2C 0,0785 0,7576
1A 0,0636 0,5396
1B 0,0515 0,7124

A cinética da biodegradacdo nos permite afirmar através dos dados demonstrados

na tabela 13 que o tratamento 14A foi o que apresentou a maior taxa de
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degradacdo, com k=0,1313 e o tratamento 1B com a menor taxa de degradacao,
com k=0,0515.

De acordo com a figura 19, pode-se afirmar que o tratamento 14A apresentou um
potencial de biodegradacdo de 13% da concentracdo inicial do hidrocarboneto
presente neste tratamento, da mesma forma que o tratamento 1B foi somente 5%

biodegradado em 29 dias de experimento.
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Figura 22 — Taxa de biodegradacao (k) dos tratamentos do ensaio Il por um periodo de 29 dias.

Considerando a velocidade da taxa de degradacéo (k) dos tratamentos obteve-se a
seguinte ordem: cepa 1 (D>C>A>B), cepa 2 (A>D>B>C), cepa 13 (A>B>D>C) e
cepa 14 (A>C>B>D).

Quanto menor o periodo de avaliacdo, apenas uma fracdo mais facilmente
decomponivel sera degradada e ndo serdo atingidos grupos mais recalcitrantes, o
gue levara o maior valor da constante de velocidade.

Nocentini et al.(2000) contaminaram solos com diferentes petroderivados, entre eles

0 querosene, e relataram que o microcosmo presente no solo degrada quase que
totalmente o querosene em 100 dias de experimento.

87



Tabela 14 — Valores da constante de biodegradacao (k) e respectivo ajuste (R?) para os tratamentos
do ensaio Il, destacando a fase rapida (k;) e fase lenta (k»).

Tratamentos k, (dia™) R*(1) ko(dia™) R%(2)
13A 0,5745 0,9961 0,0291 0,8638
14B 0,5240 0,9158 0,0243 0,9260
2A 0,5208 0,9961 0,0302 0,9283
14A 0,5163 0,9464 0,0337 0,8224
13B 0,4945 0,9919 0,0227 0,9244
2B 0,4423 0,8799 0,0289 0,9722
14D 0,3283 0,8888 0,0396 0,9735
1A 0,3273 0,5435 0,0347 0,9770
13D 0,3191 0,9164 0,0608 0,9716
2D 0,3139 0,8511 0,0427 0,9502
2C 0,3106 0,8997 0,0404 0,9780
14C 0,3053 0,8646 0,0638 0,9356
13C 0,3034 0,9212 0,0590 0,9782
1C 0,2853 0,9513 0,0584 0,9932
1D 0,2757 0,9348 0,0678 0,9909
1B 0,2053 0,6412 0,0329 0,9947

O célculo da taxa de biodegradacéo (k) do ensaio Il foi realizado em duas fases,
segundo o modelo de cinética duplo descrito por Firme (2005), considerando a
biodegradacdo em duas fases (rdpida e lenta). A fase rapida (k;) de
biodegradabilidade dos compostos organicos foi calculada até o sétimo dia de
experimento e a fase lenta (ky) foi calculada a partir do oitavo dia até o final do

experimento do ensaio Il.

Observa-se na tabela 14 que o tratamento 13A € 0 que apresenta a maior taxa de
degradacdo, com k;= 0,5745 e kp= 0,0291, em relacdo aos demais tratamentos,
sendo assim, pode-se afirmar que o tratamento 13A apresentou 57% de degradacéo
do hidrocarboneto presente, em 7 dias (fase rapida) e 2% até o dia 29 (fase lenta). A
primeira fase se caracteriza por ser curta e muito biodegradavel, j& que sao
degradados os compostos mais biodegradaveis, restando para a outra fase os

recalcitrantes.
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O tratamento 14A, em fase Unica, apresenta uma taxa de biodegradacdo de 13%,
mas quando comparado com o modelo de fase dupla, 51% da biodegradacédo é

alcancada na fase rapida (k1) e apenas 3% ¢é biodegradada na fase lenta (k»).

Os valores da cinética da biodegradacédo (k) e o tempo (t) s6 sédo inversamente
proporcionais se o valor de k for calculado em uma Unica fase ou se for considerado

o valor da taxa de biodegradacao na fase lenta (k2).

Ghaemghami et al. (1998) trabalharam com solos contaminados com solventes e
notaram que as taxas de mineralizacdo sdo mais elevadas nas primeiras semanas
de incubacdo, sugerindo a existéncia de uma comunidade adaptada a
biodegradacédo e também a existéncia de compostos mais facilmente degradados.

Segundo Moraes (2005), nos primeiros 45 dias de sua analise, foram produzidos

mais de 50% do total de CO, acumulado em todos os respirometros. Nesse periodo,

provavelmente, 0s microrganismos consumiram mais rapidamente aqueles
compostos que sao facilmente biodegradaveis, restando, portanto, os que sdo mais
resistentes a degradacéo (recalcitrantes), que foram consumidos posteriormente de

forma mais lenta.

Os dados estatisticos do ensaio Il foram realizados em duas etapas, sendo que a
primeira etapa (fase rapida) foi realizada do primeiro ao sétimo dia. A segunda etapa
(fase lenta) foi realizada do oitavo ao vigésimo nono dia de experimento. Realizou-se
também a analise dos dados em uma Unica etapa, do primeiro ao vigésimo nono dia
de experimento. Os resultados estéo dispostos em mg de CO; e estao apresentados

nas tabelas de 15a 17.
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Tabela 15 — Médias de CO, acumulado (mg) das cepas e dos hidrocarbonetos A, B, C e D do
primeiro ao sétimo dia de ensaio.

Hidrocarbonetos
Cepas A B C D X
1 81,54 65,20 14,52 15,83 44,27
2 31,05 44,59 17,28 16,08 27,25
13 16,23 35,05 16,23 15,50 20,75
14 23,18 41,35 15,89 14,72 23,78
X 38,00 46,55 15,98 15,53
X= média

Através da tabela 15, que demonstra a fase rapida, observa-se que a cepa 1
relacionada aos hidrocarbonetos A, B, C e D apresenta, em média, a maior producéo
de CO; (44,27 mg) em relacdo as demais cepas estudadas, portanto € a cepa com
maior potencial de biodegradagdo. J& a cepa 13 quando relacionada aos

hidrocarbonetos A, B, C e D apresenta, em média, a menor producdo de CO, (20,75

mg).

Os tratamentos compostos pelo hidrocarboneto B apresentaram, em média, a maior
producao de CO; (46,55 mg) emanado nesta etapa do experimento, sendo, portanto,
considerado o composto organico mais facilmente biodegradavel em relacdo aos

demais hidrocarbonetos.

Observa-se que a cepa 1 associada ao hidrocarboneto A apresenta uma producgéo
de 81,54 mg de CO,, ao passo que quando utiliza-se 0 mesmo hidrocarboneto com
a cepa 13 a producao € de 16,23 mg de CO,. Ja a cepa 2 quando associada ao
hidrocarboneto B apresenta uma produc¢éo de 65,20 mg de CO,, enquanto a cepa 13
associada ao mesmo hidrocarboneto apresenta uma producéo de 35,05 mg de COs.
A cepa 2 associada ao hidrocarboneto C apresenta 17,28 mg de CO,, enquanto que
a cepa 1 associada ao hidrocarboneto C apresenta uma producédo de 14, 52 mg de
CO.,. A cepa 2 quando associada ao hidrocarboneto D produz 16,08 mg de CO,
enguanto que a cepa 14 associada ao mesmo hidrocarboneto produz apenas 14,72

mg de CO,. Dessa forma, afirma-se que a avaliagdo da biodegradabilidade ocorre de
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acordo com o tipo de cepa que € utilizada nos experimentos e a composi¢cdo dos

compostos organicos.

Levando em consideracdo os tratamentos da fase rapida, a maior producédo de CO,
(81,54 mg), foi observada pela cepa 1 quando associada ao hidrocarboneto A e a
menor producéo de CO, (14,52 mg), foi observada pela cepa 1 quando associada ao
hidrocarboneto C. dessa forma, afirma-se que o hidrocarboneto A € mais

biodegradavel em relacdo aos demais hidrocarbonetos.

Tabela 16 — Médias de CO, acumulado (mg) das cepas e dos hidrocarbonetos A, B, C e D, do oitavo

ao vigésimo nono dia de ensaio.

Hidrocarbonetos
Cepas A B C D X

1 183,03 137,60 59,91 69,90 112,61
2 172,45 146,55 57,41 60,53 109,24
13 178,94 146,66 70,94 67,37 115,98
14 189,38 141,01 74,08 53,86 114,58

X 180,95 142,96 65,59 62,92

X= média

A tabela 16 mostra os dados da fase lenta do experimento, do oitavo ao vigésimo
nono dia. Observa-se que, a cepa 13 relacionada aos hidrocarbonetos A, B, C e D
apresenta, em média, a maior producdo de CO, (115,98 mg), em relagdo as demais
cepas estudadas, portanto é a cepa com maior potencial de biodegradacdo nesta
etapa do oitavo ao vigésimo nono dia de experimento. JA a cepa 2 quando
relacionada aos hidrocarbonetos A, B, C e D apresenta, em média, a menor
producao de CO; (109, 24 mg).

Os tratamentos compostos pelo hidrocarboneto A apresentaram, em média, a maior
producdo de CO, (180,95 mg) emanado nesta etapa do experimento, sendo,
portanto, considerado o composto organico mais facilmente biodegradavel em

relacéo aos demais hidrocarbonetos.
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A cepa 14 relacionada ao hidrocarboneto A apresentou, em média, maior potencial
de biodegradabilidade (189,38 mg), em contrapartida, a cepa 2 quando relacionada

ao hidrocarboneto A apresentou, em média, uma producéo de CO, (172,45 mg).

Ja a cepa 13 quando associada ao hidrocarboneto B apresenta uma producao de
146,66 mg de CO,, enquanto a cepa 1 associada ao mesmo hidrocarboneto
apresenta uma producdo de 137,60 mg de CO,. A cepa 14 associada ao
hidrocarboneto C apresenta 74,08 mg de CO,, enquanto que a cepa 2 associada ao
hidrocarboneto C apresenta uma producéo de 57,41 mg de CO,. A cepa 1 quando
associada ao hidrocarboneto D produz 69,90 mg de CO, enquanto que a cepa 14
associada ao mesmo hidrocarboneto produz 53,86 mg de CO,. Dessa forma, afirma-
se que a avaliacdo da biodegradabilidade ocorre de acordo com o tipo de cepa que

€ utilizada nos experimentos e da composi¢cdo do composto organico.

Levando em consideracdo os tratamentos da fase lenta, a maior producdo de CO,
(189,38 mg), foi observada pela cepa 1 quando associada ao hidrocarboneto A e a
menor producéo de CO; (53,86 mg), foi observada pela cepa 14 quando associada
ao hidrocarboneto D. Dessa forma, afirma-se que o hidrocarboneto A é mais

biodegradavel em relacdo aos demais hidrocarbonetos.

Tabela 17— Médias de CO, acumulado (mg) das cepas e dos hidrocarbonetos A, B, C e D do
primeiro ao vigésimo nono dia de ensaio.

Hidrocarbonetos
Cepas A B C D X
1 145,64 110,93 43,19 49,98 87,43
2 120,36 108,98 42,62 44,15 79,03
13 122,92 105,54 50,78 48,26 81,88
14 128,15 104,29 52,64 39,44 81,13
X 129,27 107,44 47,31 45,46

A partir da tabela 17, observa-se que a cepa 1 relacionada aos hidrocarbonetos A,
B, C e D apresenta, em média, a maior producédo de CO; (87,43 mg) em relacédo as

demais cepas estudadas, portanto é a cepa com maior potencial de biodegradacéo.
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Ja a cepa 14 quando relacionada aos hidrocarbonetos A, B, C e D apresenta, em

média, a menor producdo de CO; (81,13 mg).

Os tratamentos compostos pelo hidrocarboneto A apresentaram, em média, a maior
producdo de CO, (129,27 mg), sendo, portanto, considerado 0 composto organico

mais facilmente biodegradavel em relacdo aos demais hidrocarbonetos.

Observa-se que a cepa 1 associada ao hidrocarboneto A apresenta uma producao
de 145,64 mg de CO,, ao passo que quando utiliza-se 0 mesmo hidrocarboneto com
a cepa 2 a producdo é de 120,36 mg de CO,. J4 a cepa 1 associada ao
hidrocarboneto B produz 110,93 mg de CO2 enquanto que a cepa 14 relacionada ao
mesmo hidrocarboneto produz 104,29 mg de CO,. A cepa 14 associada ao
hidrocarboneto C produz 52,64 mg de CO, e a cepa 2 com 0 mesmo hidrocarboneto
produz 42,62 mg de CO,. J4 a cepa 1 quando associada ao hidrocarboneto D
produz 49,98 mg de CO, enquanto que a cepa 14 associada ao hidrocarboneto D
produz 39,44 mg de CO,. Esse fato confirma que a avaliagao da biodegradabilidade
ocorre de acordo com o tipo de cepa que € utilizada nos experimentos e a

composi¢cao do composto organico.

Levando em consideragéo os tratamentos desta segunda etapa (fase lenta), a maior
producdo de CO, (145,64 mg), foi observada pela cepa 1 quando associada ao
hidrocarboneto A e a menor producao de CO; (39,44 mg), em média, foi observada

pela cepa 14 quando associada ao hidrocarboneto D.

Foram realizados testes descritivos para as cepas de acordo com as categorias de
“hidrocarbonetos”. Para verificar a existéncia de diferenca de médias entre
categorias dos hidrocarbonetos (A, B, C e D) para cada cepa, foi utilizada a técnica

de analise de variancia, ANOVA, considerando um nivel de significancia de 5%.

Atraveés do resultado do teste conclui-se que existe diferenca significativa (valor — p <

0,05) entre as categorias dos hidrocarbonetos com todas as cepas.
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Para detectar as diferencas entre as categorias, foi realizado um teste de
comparacao multipla onde foi realizado o teste de Tukey, considerando um nivel de

significancia de 5%, conforme mostra a tabela 18.

Tabela 18 — Valores médios de biodegradabilidade de frag6es de hidrocarbonetos, expostos em mg
de CO, cumulativo, durante 29 dias.

Hidrocarbonetos
Cepas A B C D
1 81,54A 65,20A 14,52B 15,83B
2 31,05A 44,59A 17,28B 16,088
13 16,23A 35,05A 16,23B 15,508
14 23,18A 41,35A 15,89B 14,72B

De acordo com o teste de média, descrito na tabela 18, observa-se que o0s
hidrocarbonetos A e B séo iguais entre si e os hidrocarbonetos C e D também sao
iguais entre si, embora o primeiro grupo (A e B) s&o diferentes do segundo grupo (C
e D).

5.3 Avaliacéo das cepas isoladas — Ensaio Il

O ensaio Il foi realizado com 2 cepas ( 1 e 14) e 4 hidrocarbonetos (A, B, C e D,
respectivamente, 6leo bruto 1,fracdo 6, fracdo 29 e fracdo 31), e com dois tipos de
solos diferentes (arenoso e argiloso). O solo arenoso possui 70% de areia e 30% de
argila e o solo argiloso possui 70% de argila e 30% de areia. As terminacdes X

identificam os solos arenosos e as terminacdes Y identificam os solos argilosos. Os
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gréficos relacionados ao ensaio Il do experimento estdo apresentados nas figuras 20

e 21, e os tratamentos estdo descritos na tabela 8.

1 2 3 4 5 7 9 11 13 18 24 28 31
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Figura 23 — Ensaio de biodegradabilidade (I — IV) dos hidrocarbonetos A, B, c e D (6leo bruto 1,
fracdo 6, fracdo 29 e fragcdo 31, respectivamente), por respirometria aerébia, com as cepas 1 e
14, utilizando solo argiloso (Y) como substrato, por um periodo de 31 dias.
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Figura 24 — Ensaio de biodegradabilidade (I-IV) dos hidrocarbonetos A, B, C e D (6leo bruto 1, fracao
6, fracdo 29 e fragcdo 31, respectivamente), por respirometria aerébia, com as cepas 1 e 14,
utilizando solo arenoso como substrato, por um periodo de 31 dias.

Observa-se que, os tratamentos em solos arenosos apresentam maior capacidade
de biodegradacdo dos hidrocarbonetos em relagdo aos tratamentos em solos
argilosos.

Isso se deve a quantidade de oxigénio que é maior nos solos arenosos, facilitando a
biodegradabilidade. As cepas que estdo relacionadas aos hidrocarbonetos A e B,
tanto para os tratamentos em solo arenoso quanto para o argiloso, sdo mais
biodegradaveis em relagdo as cepas que estdo relacionadas aos hidrocarbonetos C
eD.

Os gréficos das figuras 23 e 24 representam 0s ensaios de biodegradabilidade em
solos argilosos e arenosos, respectivamente. Os tratamentos, em solos arenosos,

1AX, 1BX e 1CX apresentaram uma producdo maior de CO, em relacdo aos
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tratamentos 1AY, 1BY e 1CY, em solos argilosos. Em contrapartida, os tratamentos
14AY, 14CY, 1DY e 14DY, em solos argilosos, apresentaram uma producdo maior

de CO, em relacao aos tratamentos 14AX, 14CX, 1DX e 14DX, em solos arenosos.

A tabela 19 apresenta os valores da constante de biodegradacédo (k) e o respectivo
ajuste de reta (R?) dos tratamentos 1AX, 1BX, 1CX, 1DX, 14AY, 14BY, 14CY, 14DY,
1AY, 1BY, 1CY, 1DY, 14AY, 14BY, 14CY e 14DY em ordem crescente de
biodegradabilidade.

Utilizou-se a cinética de primeira ordem para avaliar os dados obtidos na
respirometria. Os valores da constante de biodegradacédo (k) dos tratamentos do
ensaio Ill e seus respectivos ajustes de reta (R?) estdo ilustrados na tabela 19 e os
valores de k; e k, e seus respectivos ajustes sdo demonstrados na tabela 20 em

ordem decrescente de biodegradabilidade dos compostos.

Tabela 19— Valores da constante de biodegradacéo (k) e respectivo ajuste da reta (RZ) para os
tratamentos ensaio 11l do experimento.

Tratamentos k (dia™) R?
14DY 0,1101 0,8089
14BX 0,1091 0,6786
14CX 0,1079 0,7649
14AY 0,1064 0,7235
14DX 0,1047 0,7537
14AX 0,1009 0,5989
1AY 0,1009 0,7503
14CY 0,1005 0,8193
14BY 0,1003 0,8137
1CX 0,0997 0,7144
1DX 0,0947 0,8227
1CY 0,0882 0,8354

1BY 0,0871 0,7040
1DY 0,0838 0,8270
1AX 0,0785 0,5428
1BX 0,0783 0,6169
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Observa-se que o tratamento 14DY foi o que apresentou a maior taxa de

degradacéo, com k=0,1101 e o tratamento 1BX com a menor taxa de degradacao,
com k=0,0783.

De acordo com a figura 25, pode-se afirmar que o tratamento 14DY apresentou um
potencial de biodegradacdo de 11% da concentracdo inicial do hidrocarboneto
presente neste tratamento, da mesma forma que o tratamento 1BX foi somente 7%
biodegradado em 31 dias de experimento.

0,12

0,1
0,08
0,06

0,04

Taxa de biodegradacao (%)

0,02

0

B 14DY m 14BX m 14CX m14AY m 14DX W 14AX B 1AY m14CY
B 14BY m1CX m1DX mI1CY 1BY 1DY 1AX = 1BX

Figura 25 — Taxa de biodegradacao (k) dos tratamentos do ensaio lll, por um periodo de 31dias.

Os tratamentos que foram testados em solos arenosos apresentaram, em média,

uma velocidade de degradacdo maior que a dos tratamentos testados em solos
argilosos.

O célculo da taxa de biodegradacéo (k) do ensaio Ill também foi realizado em duas
etapas, segundo Firme (2005). A fase rapida (ki), considerando os dados do
primeiro ao nono dia de experimento e a fase lenta (k), considerando do décimo ao
trigésimo primeiro dia de experimento, conforme tabela 20.
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Richard e Vogel (1999) analisaram a cinética de degradacéo de Oleo diesel por duas
linhagens de Pseudomonas fluorescens e constataram que 10,4% e 12,3% dos
hidrocarbonetos foram degradados pelas bactérias ao final de 50 dias de

experimento.

Tabela 20 — Valores das constantes de biodegradacao (k; e k,) e respectivos ajustes da reta (R%) para
os tratamentos do ensaio Il do experimento.

Tratamentos ke (dh) R%(1) ko(d™) R*(2)
14AX 0,5549 0,8814 0,0316 0,9525
14BX 0,4886 0,9630 0,0333 0,9219
1BY 0,4528 0,9026 0,0393 0,9339
1AX 0,4419 0,7255 0,0243 0,9457
14AY 0,4306 0,9732 0,0384 0,9256
1CX 0,4036 0,9870 0,0325 0,9550
1BX 0,3854 0,7543 0,0288 0,9367
14DX 0,3771 0,8682 0,0454 0,8892
14CX 0,3768 0,9153 0,0459 0,8756

1AY 0,3714 0,8847 0,0436 0,8709
14DY 0,3411 0,9589 0,0515 0,9282
14CY 0,3064 0,9587 0,0494 0,9273
14BY 0,3053 0,9742 0,0469 0,9342
1CY 0,2691 0,9847 0,0462 0,9497
1DX 0,2906 0,8855 0,0506 0,9352
1DY 0,2577 0,9750 0,0428 0,9330

No ensaio lll, os valores da cinética da biodegradacdo (k) e o tempo (t) s6 séo
inversamente proporcionais se o valor de k for calculado em uma Unica fase ou se

for considerado o valor da taxa de biodegradacgéo na fase lenta (k»).

Os dados estatisticos do ensaio Ill foram realizados em duas etapas, sendo que a
primeira etapa (fase rapida) foi realizada do primeiro ao nono dia. A segunda etapa
(fase lenta) foi realizada do décimo ao trigésimo primeiro dia de experimento.
Realizou-se também a andlise dos dados em uma Unica etapa, do primeiro ao
trigésimo primeiro dia de experimento. Os resultados estao dispostos em mg de CO,

e estédo apresentados nas tabelas de 21a 23.
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Tabela 21 - Estatisticas descritivas das Cepas 1 e 14 , utilizando solos texturizados, sendo solo X
(arenoso) e solo Y (argiloso) e dos hidrocarbonetos A, B, C e D (petroleo leve, fracéo 6, fracdo 29
e fracdo 31), considerando a analise do primeiro ao décimo dia.

Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1Y 24,01 25,56 13,38 15,37 19,58
14Y 26,76 15,81 13,22 12,85 17,16
X 25,39 20,69 13,30 14,11

Y = solo argiloso

Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1X 51,10 36,64 17,03 12,26 29,26
14X 34,74 21,60 12,04 11,11 19,87
X 42,92 29,12 14,54 11,69

X= solo arenoso

Observa-se, a partir da tabela 21, que os tratamentos em solos arenosos
apresentam um potencial de biodegradacdo maior aos tratamentos em solos
argilosos, isso se deve ao fato da aeragdo ser maior em solos arenosos, facilitando,
assim, a biodegradacdo. A cepa 1, mostra mais facilidade na degradacdo do
hidrocarboneto B (25,56 mg), em solo argiloso, e na degradacdo do hidrocarboneto
A (51,10 mg) em solo arenoso. A cepa 14X apresentou maior producdo de CO;
(34,74 mg) quando associada ao hidrocarboneto A, em solo arenoso. O
hidrocarboneto D é o que apresenta, em média, o menor potencial de degradacao

microbiana, em relagdo aos demais hidrocarbonetos.

Tabela 22 - Estatisticas descritivas das Cepas 1 e 14, utilizando solos texturizados, sendo solo X
(arenoso) e solo Y (argiloso) e dos hidrocarbonetos A, B, C e D (petroleo leve, fracdo 6, fracdo 29
e fracdo 31), considerando a analise do décimo primeiro ao trigésimo primeiro dia.

Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1Y 123,05 97,82 61,21 63,99 86,52
14Y 132,45 83,84 71,25 78,54 91,52
X 127,75 90,83 66,23 71,27

Y= solo argiloso
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Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1X 151,40 110,42 74,76 60,13 99,18
14X 131,60 102,02 69,01 59,87 90,63
X 141,50 106,22 71,89 60,00

X= solo arenoso

Nesta etapa (fase lenta), ocorre a maior parte de degradacdo dos hidrocarbonetos.
As maiores producdes de CO, foram observadas nos tratamentos realizados em
solos arenosos, devido a aeracdo. A cepa 1Y, em solo argiloso, produz 123,05 mg
de CO, quando associada ao hidrocarboneto A, ja a cepa 1X, em solo arenoso,
produz 123,05 mg de CO,. A cepa 14Y, em solo argiloso, associada ao
hidrocarboneto produz 132,45mg de CO, enquanto que a cepa 14X, em solo

arenoso, produz 131,50 mg de CO..

Tabela 23 - Estatisticas descritivas das Cepas 1 e 14, utilizando solos texturizados, sendo solo X
(arenoso) e solo Y (argiloso) e dos hidrocarbonetos A, B, C e D (petroleo leve, fragdo 6, fragao 29
e fragdo 31), considerando a andlise do primeiro ao trigésimo primeiro dia.

Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1Y 69,72 58,91 35,70 37,81 50,54
14Y 75,54 47,21 40,00 43,17 51,48
X 72,63 53,06 37,85 40,49

Y= solo argiloso

Hidrocarbonetos

Cepas A B C D X
1X 97,39 69,62 43,67 34,35 61,26
14X 79,44 58,71 38,34 33,62 52,53
X 88,42 64,17 41,01 33,99

X=solo arenoso

A partir da analise da tabela 23 observamos que, nesta etapa Unica (do primeiro ao
trigésimo primeiro dia), as maiores producdes de CO, sdo dos tratamentos
realizados em solos arenosos. A cepa 1Y produziu 69,72 mg de CO, quando

associada ao hidrocarboneto A. Ja a cepa 1X produziu 97,39 mg de CO,, associada
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ao hidrocarboneto A. A cepa 14Y produziu 75,54 mg de CO, quando associada ao
hidrocarboneto A, ja a cepa 14X, produziu 79,44 mg de CO, quando associada ao

hidrocarboneto A.

5.4 Comparacéo das taxas de biodegradacao nos ensaios |, Il e lll

Tabela 24 — Comparacéo das taxas de biodegradacéo (k) entre os tratamentos nos trés ensaios

Tratamentos Ensaio | Ensaio Il Ensaio Il
arenoso | argiloso
1 0,1301 0,0636 0,0785 0,1009
2 0,1998 0,0833
13 0,2078 0,0951
14 0,1878 0,0835 0,1047 0,1101

O tratamento apresentou um potencial de biodegradagcdo de 13% no ensaio |, com
15 dias de experimento, 6% no ensaio Il, com 29 dias de experimento e 7% no
ensaio lll (solos arenoso) e 10% (solo argiloso), em 31 dias de experimento. O
tratamento 14 apresentou um potencial de biodegradac&o de 18% no ensaio I, 8%
no ensaio Il e 10% (solo argiloso) e 11% (solo arenoso) no ensaio lll. O tratamento
14 apresentou um comportamento de biodegradacdo similar ao primeiro,
diferenciando na biodegradacdo dos solos, sendo mais biodegradavel no solo
argiloso.

O tratamento 2 apresentou um potencial de 19% de biodegradacao no ensaio | e 8%

no ensaio Il. O tratamento 13 apresentou um potencial de biodegradagcao de 20% no

ensaio | e 9% no ensaio |l.
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No ensaio | e Il, o tratamento 13 foi 0 que apresentou o maior potencial de
biodegradacdo e no ensaio lll, o tratamento 14 foi o que apresentou o maior

potencial de biodegradacéo, tanto para solo arenoso quanto para o argiloso.
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6. CONCLUSOES

As cepas isoladas neste trabalho apresentam potencial de biodegradabilidade de
hidrocarbonetos derivados do petrdleo. Assim, as mesmas podem ser utilizadas
como uma alternativa eficaz no tratamento de &reas contaminadas por

hidrocarbonetos de petroleo.

Foram isoladas um total de 19 cepas, a partir de solos de horta e mangue, que
apresentam capacidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos derivados do

petroleo.

Observou-se, a partir dos controles, que a adicdo do inéculo bacteriano nos
tratamentos é fundamental para a biodegradacdo dos compostos organicos,

influenciando diretamente nos resultados dos ensaios de biodegradabilidade.

Os testes morfoldégicos e bioquimicos realizados nas cepas isoladas neste

experimento sdo insuficientes para a classificacdo das bactérias.

O hidrocarboneto A (petroleo leve) apresentou ser mais biodegradavel em relacéo

aos hidrocarbonetos B (fracdo 6), C (fracdo 29) e D (fracédo 31).

Estatisticamente, ndo existe diferenca significante entre os hidrocarbonetos A e B e

os hidrocarbonetos C e D, nos estudos realizados neste experimento.
De acordo com a cinética empregada neste estudo, a fase rapida (k;) dos

experimentos representam a maior parte da degradacdo dos hidrocarbonetos

derivados do petroéleo.
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7. RECOMENDACOES

e Analisar os compostos organicos estudados através de cromatografia com a
finalidade de identifica-los.

e Caracterizar o solo utilizado como fonte de in6culo sob os aspectos fisicos,
quimicos e biologicos.

105



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABADIE,E. Petréleo e seus derivados. Rio de Janeiro. Petrobras/DIVEN/SEM-RIO,
122p., 1984.

ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas. Residuos em solos:
determinacdo da biodegradacdo pelo método respirométrico. NBR 14.283. Rio de
Janeiro, 1999.

ABNT — Associacdo Brasileira de Normas Técnicas. NBR 13786. Selecdo de
equipamentos e sistemas para instalacdes subterraneas de combustiveis em postos

de servigo. Rio de Janeiro, 1997.

ALABURDA, J. NISHIHARA, L. Presenca de compostos de nitrogénio em aguas de
pocos. Revista de Saude Publica, 32:160-165, 1998.

ALMEIDA, M. H.; CARVALHO, F. P. Manual de Operagcdo do Landfarming.
PETROBRAS - REPAR, Araucaria, 1995.

ANDRADE, C.A.; OLIVEIRA, C.; CERRI. Cinética de Degradacdo da Matéria
Organica de Biossolidos apds aplicacdo no solo e relacdo com a composi¢ao

guimica inicial. Tese (Doutorado). Universidade de S&o Paulo — USP, 2006.

ARAUJO, A.S.F. Biodegradacio, extracdo e analises de glifosato em dois tipos de

solo. Dissertacdo de mestrado. Universidade de Sao Paulo, 2002.

ALEXANDER, M. Introduction to soil microbiology. 22 ed. New York: John Wiley &
Sons, 1977.

ALEXANDER, M. Introdution to Soil Microbiology. 4° Ed., Jonh Wiley, New York,
472p., 1967.

106



ALEXANDER, M. Introduccion a la microbiologia del suelo. 2°. Ed. Planta Alta,

México: libros y editoriales, 1980.

ATLAS, R. M. Stimulated petroleum biodegradation. Critical Reviews in Microbiology,
9(1):371-386, 1977.

ATLAS, R.M. Petroleum biodegradation and oil spill bioremediation. Marine Pollution
Bulletin, v.31, n® 9, p. 178-182, 1995.

ATLAS, R. M.; BARTHA, R. 1973. Inhibition by fatty acids of the biodegradation of
petroleum. Antoine van Leeuwenhoek Journal of Microbiology & Serology, V. 39, p.
257-271, 1973.

ATLAS, R. M. Microbial degradation of petroleum hydrocarbons: na environmental

perspective. Microbiological Reviews, V 45, p. 180-209, 1981.

BAIRD, C. Quimica Ambiental. Ed. Bookman. S&o Paulo-SP. p. 662, 2002.

BENTO, A.M. Andlise quimica da degradac¢éo de hidrocarbonetos de 6leo diesel no
estuario da Lagoa dos Patos - Rio Grande- RS. Dissertagdo de mestrado, Rio
Grande do Sul, 2005.

BICEGO, M.C.. Contribuicdo ao estudo de hidrocarbonetos biogénicos e do petréleo

no ambiente marinho. Ed. Resenha Tributaria. Sdo Paulo. 156p, 1988.
BOUCHEZ, M., Blanchet, D., Vandecasteele, J.P.. Degradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons by pure strains and by de®ned strain associations: inhibition

phenomena and cometabolism. Appl. Microbiol. Biotechnol 43, 156164, 1995.

BORDEN, R. C.; GOMES, C. A. & BECKER, M. T. Geochemical indicators of intrinsic
bioremediation. Ground Water, 33:180-189, 1995.

107



BORGES, F.A.T. Biodegradacdo de fluidos de base e de cascalhos oriundos da
perfuracdo de pocos de petréleo e gas. Dissertacdo de mestrado. Universidade
Federal do Espirito Santo — UFES, Vitoria, 2006.

BOSSERT, |.; BARTHA, R. The fate of petroleum in soil ecosystems. In: Atlas, R.M.
(Ed.), Petroleum Microbiology. Macmillan Publishing Company, New York. p. 435—
473, 1984.

CALDEIRA, D.S.A. Cinética da degradacdo de compostos organicos no solo.
Piracicaba. Dissertacdo (Mestrado). Escola Superior de Agricultura “Luiz de

Queiroz”, Universidade de Sao Paulo, 1997.

CARDOSQO, L.C. Petroleo : do poco ao posto. Rio de Janeiro: Qualitymark, 192 p,
2005.

CANSFIELD, P.E., RACZ, G.J. Degradation of hydrocarbon sludges in the soil.
Canadian Journal of Soil Science. Vol. 58, p. 339- 345, 1978.

CHAINEAU, C.H., MOREL, J., DUPONT, J., BURY, E., OUDOT, J. Comparison of
fuel oil biodegradation potential of hydrocarbon-assimilating microorganisms isolated

from a temperate agricultural soil. The Sci. of the T. Environ., v.227, p.237-247, 1999.

CHANG, B.V.; SHIUG, S.Y.Y. Anaerobic biodegradation of polycyclic aromatic
hydrocarbon in soil. Chemosphere 48 (717-724), 2002.

CHERNICHARO, Carlos Augusto de Lemos. Principios do tratamento biolégico de
aguas residuarias, vol. 5, Reatores Anaerobios. Belo Horizonte: DESA/UFMG, 1997.

CHOSSON,P.;LANAN,C.;CONNAN J.; DEEORT,D. Biodegradation of refractory

hydrocarbon biomakers from petroleum under laboratory conditions. Nature London,
V.351, p. 640-642, 1991.

108



CNUMAD - Conferéncia das Nacdes Unidas sobre Meio Ambiente e
Desenvolvimento. Agenda 21. 32 ed. Brasilia: Senado Federal, subsecretaria de

edicdes técnicas, 598 p., 2001.

CORSEUIL,H.X.; MARINS, M.D.M. Contaminacdo de aguas subterraneas por
derramamentos de gasolina: o problema é grave? Revista Eng. Ambiental, Vol 2,
p.50-54, 1997.

CURY, J. C. Atividade microbiana e diversidades metabdlica e genética em solo de
mangue contaminado com petréleo. Dissertagdo de mestrado. Piracicaba — Sao
Paulo, 2002.

CUTRIGHT, T.J. LEE,S. In Situ Soil Remediation: bacteria or fungi? Department of
Chemical Engineering. University of Akron — Ohio. USA.. P. 413-419,1994.

DOMINGUES, R.F. Estudo da Biodegradacéo de Efluente Oleoso Automotivo. Rio
Claro: PIBIC/CNPg. Relatério de bolsa PIBIC/CNPq, 2005.

FALL, R.R.; BROWN, J.L.; SHAEFFER, T.L. Enzyme recruitment allows the
biodegradation of recalcitrant branched hydrocarbons by Pseudomonas citronellolis.
Applied & Environment Microbiology, V.38. p.715-722, 1979.

FEEMA — Fundagdo Estadual de Engenharia do Meio Ambiente. Vocabulario basico
de meio ambiente. 42 ed. Rio de janeiro: Petrobras. Servico de Comunicagéo Social
246p,1992.

FELLENBERG,G. Introdugdo aos problemas da poluigdo ambiental. EPU: S&o
Paulo, 1980.

FERREIRA, J.; ZUQUETTE, L. V. Consideracdes sobre as interacdes entre

contaminantes constituidos de hidrocarbonetos e os componentes do meio fisico. In:
Geociéncias: Sdo Paulo, n. 2, v. 17, p. 527 — 557,1998.

109



FETTER, C. W. Contaminant Hydrogeology. New York: Macmillan, 1993.

FIRME, L.P. Cinética de degradacdo microbiolégica de torta de filtro no solo na

presenca de cadmio e niquel. Dissertacao (Mestrado). Piracicaba. S&o Paulo, 2005.

FINOTTILA. R.; Caicedo, N.L.; Rodriguez M.T.R. Contaminag¢des subterraneas com
combustiveis derivados do petroleo: toxidade e a legislagdo brasileira, Revista
Brasileira de Recursos Hidricos/Associacéo Brasileira de Recursos Hidricos, ABRH,
vol. 6, n° 2, p. 29-46, 2001.

FORESTI, E.; FLORENCIO, L.; VAN HAANDEL, A.; ZAIAT, M.; CAVALCANTI,
P.F.F. Fundamentos do Tratamento Anaerdbio. In: CAMPOS, J.R. (Coord.).
Tratamento de Esgotos Sanitarios por Processo Anaerobio e Disposi¢cdo Controlada
no Solo. Rio de Janeiro: ABES, p. 29-52, 1999.

FORNO, R.G. D. Avaliacdo da Poluicdo do Solo por Derivados de Petréleo e sua
Remediacé&o. Dissertacdo (Mestrado). Curitiba, 2006.

FLOODGATE, G. 1984. The of petroleum in marine ecosystems. In: Atlas, R. M. ed.
Petroleum Microbiology. New York, Macmillan. p. 355-398.

GERSON, D. F. Biosufactants: production — properties — applications / editado por
Naim Kosaric. 269-286, 1993.

GHAZALI, F.M; RAHMAN,R.N.Z.A.; SALLEH,A.B.; BASRI,M. Biodegradation of
hydrocarbons in soil by microbial consortium. International Biodeterioration &
Biodegradation, 2004.

GHAEMGHAMI, J.; BAKER, R.S.; SIMKINS, S. Outgassing losses of Toluene and M-

xylene Evaluated by 14C-based Mass Balances for Laboratory Bioventing
Simulations. Journal of Soil Contamination. Vol. 7, p.697-708, 1998.

110



GIBSON, A.T. The microbial oxidations of aromatic hydrocarbons. Critical reviews in
microbiology, V .1, p.199-223, 1971.

GRADY, C. P. L., LIM, H. Biological wastewater treatment: theory and application.
Marcel Dekker, New York. 1980.

GRISHCHENKOV, V.G.; Townsend, R.T.; McDonald, T.J.; Autenrieth, J.S.; Boronin,
A.M. Degradation of petroleum hydrocarbons by facultative anaerobic bacteria under

aerobic and anaerobic conditions. Process Biochemistry 35 (889-896), 2000.

GHOLSON, Guire, e Friede, 1972; Soli, 1973, em: RISER-ROBERTS, E.
Remediation of petroleum contaminated soils: biological, physical and chemical

processes. Lewis publishers. Washington, D.C.,1998.

GOMES,G.M. Desenvolvimento Sustentavel no Nordeste Brasileiro: uma
interpretacdo impopular. In: GOMES,G.M.; SOUZA, H.R.; MAGALHAES, AR.
(Orgs.). Desenvolvimento sustentavel no Nordeste. Brasilia: IPEA, p.9-60. 372 p.,
1995

HAINNES, J.R.; ALEXANDER,M. Microbial degradation of high molecular weight
alkanes. Applied microbiology, V. 28, p.1084-1085, 1974.

HAIMANN, R.A. Fungal Tecnologies for the treatment of hazardous waste.

Environmental Progress, Santa Ana. Califérnia, vol.14 n° 3, p.201-203, 1995.

HASAN, S.E. Geology and hazardous waste management, Printice hall, USA, 387p.
1996.

HEELY, D.A.; WERK, E.S.; KOWALSKI, R.G. Bioremediation and Reuse of Soils

Containing n°5 Fuel Oil in New England Using an Aboveground Treatment Cell: a

Case Study. Hidrocarbon Contaminated Soils VII. Lewis Publishers, Chelsea, 1992.

111



HUESEMANN, M.H. Guidelines for Treating Petroleum Hydrocarbon — Contaminated
Soils — Journal of Contamination, Vol.3, n° 3, p. 299-318, 1994.

JAIN. D.K.; Lee, H.; Trevors, J.T. “Effect the addition of Pseudomonas aeruginosa
UG2 inocula or biosurfactants on biodegradation of select hydrocarbons in soil”.
Journal Ind. Microbiol. 10: 87-93, 1992.

JENKINSON, D.S.; RAYNER, J.H. The turnover of soil organic matter in some of
Rothamsted Classical Experimentes. Soil Science. V.123, p. 298-305, 1977.

JONES, J. G.; EDDINGTON, M. A. An ecological survey of hydrocarbon oxidizing
microorganisms. Journal of General Microbiology, V. 52, p. 381-390, 1968.

KABATA-PENDIAS, A.; Pendias, H. Trace elements in soils and plants, Boca Raton,
USA, 315 p., 1986.

KENNISH, M.J. Ecology of Estuaries: Anthropogenic Effects. CRC Press, Inc.
Florida, p. 133-181, 1992.

KOBAYASHI e Rittmann, 1982, em: RISER-ROBERTS, E. Remediation of petroleum
contaminated soils: biological, physical and chemical processes. Lewis publishers.
Washington, D.C.,1998.

LATHAN, J.L. Cinética elementar de reacdo. Sdo Paulo. Edgard Blucher, EDUSP,
1974.

LANGENBACH, T. et alli . Microrganismos de Importancia Agricola. EMBRAPA, s/v.,
p.217-228. Rio de Janeiro, 1994.

MACKENNA, E.J.;KALLIO,R.E. Hydrocarbon structure its effect on bacterial

utilizations of alkanes. In: HEUKEKIAN,H.; DONDERO,N.C.. Ed. Principles and
application in aquatic microbiology. New York. P.1-14, 1964.

112



MAGALHAES, H.M. Bolsista de Iniciacdo Cientifica. Quantificacio de proteinas
como resultado da biodegradacdo de naftaleno por Pseudomonas Fluorescens
HK44.

MARIANO, J. B. Impactos ambientais do refino do petréleo. Rio de Janeiro:

Interciéncia, 2005.

MARTINS, C. A. Introducédo da concorréncia e barreiras a entrada na atividade de
refino de petr6leo no Brasil. Dissertacdo de Mestrado em Economia. Rio de Janeiro:
Instituto de Economia/UFRJ, 2003.

MARTINS, B.A.D. Avaliacdo da cinética de biodegradacdo em concentracdes
minimas necessarias dos nutrientes nitrogénio e fésforo. Dissertacdo de Mestrado.

Universidade Federal de Santa Catarina, 2004.

MARTINS, A.; DINARDI, A.L.,; FORMAGI, V.M.; LOPES, T.A.; BARROS, R.M;
CONEGLIAN, C.M.R.; BRITO, N.N.; SOBRINHO, G.D.; TONSO, S. E PELEGRINI,
R. Biorremediacdo. Centro Superior de Educacdo Tecnoldgica (CESET) -
UNICAMP. Il Férum de Estudos Contabeis, 2003

MARQUES JR, A.N.; MORAES, R.B.C. & MAURAT,C.M. Biologia Marinha. Rio de
Janeiro. 311-334. In: PEREIRA, R.C.; GOMES,A.S. (org). Interciéncia. P382, 2002.

MARGESIN, R.; SCHINNER, F. Bioremediation (natural attenuation and
biostimulation) of diesel-oil-contaminated soil in an Alpine glacier skiing area. Appl.
Environ. Microbiol., Washington, v.67, n.7, p.3127-3133, 2001.

MANCINI, T.M. Métodos de caracterizagdo de areas potencialmente contaminadas
por hidrocarbonetos de petrdleo. Universidade Estadual Paulista. Instituto de

Geociéncias Exatas. Rio Claro, Sao Paulo, 2002.

MACIEL, N. C. CPRH. Alternativas de uso e protecdo dos manguezais do nordeste.

Series publica¢des técnicas n°003, p 9-37, 1991

113



MS (Ministério da Saude), 2000. Portaria No. 1469. 17 Setembro 2001.
<http://www.funasa.gov.br/amb/pdfs/portaria-1469.pdf>.

MICHEL, J. Adverse effects from oil. www.darcnw.noaa.qov/iad _apd.pdf (16/04/02)

MOLLEA, C.; Bosco, F.; Ruggeri, B. Fungal biodegradation of naphthalene:
microcosms studies. Italia, .Disponivel em: <

http://www.elsevier.com/locate/chemosphere , 2005.

MORAIS, E.B. Biodegradacdo de Residuos Oleosos Provenientes de Refinaria de

Petroleo através do sistema de biopilhas. Rio Claro, Sao Paulo, 2005.

MORAES, L.M. Avaliacdo da Biodegradabilidade Anaerébia de Lodos de Esgoto
Provenientes de Reatores Anaerébios Sequenciais. Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP Faculdade de Engenharia Agricola — FEAGRI, 2005.

MUSUMECI, M.R. Defensivos agricolas e sua interagdo com a microbiota do solo.
In:. CARDOSO, EJBN;TSAI;SM;NEVES;MCP(ed). Microbiologia do solo. 12 edicao.

Campinas: Sociedade Brasileira de Ciéncia do solo, 1992.

NEDER, R.N. Microbiologia: Manual de Laboratério. Sdo Paulo: Nobel, 1992.

NITSCHKE, M. Pastore, G.M. “Biossurfactantes: propriedades e aplicagbes”.
Quimica Nova, vol. 25, No. 5, pp. 772-776, 2002.

NOCENTINI, M. PINELLI, D. FAVA, F. Bioremediation of a soil contaminated by
hydrocarbon mixture: the residual concentration problem. Chemosphere, Oxford,
v.41, p.1115-1123, 2000.

OLIVEIRA, S.D. Biodegradacdo de Petroleo de solo areno-argiloso por fungo
filamentoso. Bolsista de Iniciacdo Cientifica, Quimica, UFF. Xlll Jornada de Iniciacédo
Cientifica — CETEM

114


http://www.funasa.gov.br/amb/pdfs/portaria-1469.pdf
www.darcnw.noaa.gov/iad_
http://www.elsevier.com/locate/chemosphere

PANTAROTO, S. Isolamento, Selecao, Identificacdo e Avaliacdo de Microrganismos
Aerdbios "In Situ", com habilidade a biodegradacdo de linamarina. Dissertacao
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho” Faculdade de

Ciéncias Agronémicas Campus de Botucatu, 2001.

PALUTO,D.; LIMAS,M.M. de; CORESUIL, H.X. Intemperizacdo de fontes de diesel
em sistemas superficiais. Universidade Federal de Santa Catarina. Departamento de

Engenharia Sanitaria e Ambiental. Trindade. Floriandpolis, 2006.

PELCZAR, J.M. Jr, CHAN, E.C.S., KRIEG, N.R. Microbiologia — Conceitos e
Aplicacdes. 22 ed. Sado Paulo. Makron Books, 1996.

PETERS, K.E.; MOLDOWAN, J.M. The biomarkers guide: Interpreting molecular
fossils in petroleum and ancient sediments. First Edition, Englewoods Cliffs, New
Jersey Prentice Hall, 363p, 1993.

PICARELLI, S. Avaliacdo de contaminagao de solos por hidrocarbonetos e metais
pesados em diques de contengdo. Dissertacdo de mestrado. Porto Alegre — RS,
2003.

PRINCE, M.; SAMBASIVAM, Y. Biorremediation of petroleum wastes from the

refining of lubrificant oils. Environmental Progress, v.12, n° 1, 1993.

POTTER, T.L.; SIMMONS, K.E. Composition of Petroleum Mixtures. Amherst,
Massachusetts: Amherst Scientific (Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working
Group Series, V3),1998.

RICHARD, J.Y.; VOGEL, T.M. Characterization of a soil bacterial consortium capable

of degrading diesel fuel. International Biodeterioration & Biodegradation 44 (93-100),
1999.

115



REIS, T.C. RODELLA, A.A. Cinética da degradacdo da matéria organica e variacao
do pH do solo sob diferentes temperaturas. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo,
v.26, n° 3, p.619-626, 2002.

RISER-ROBERTS, E. Remediation of petroleum contaminated soils: biological,

physical and chemical processes. Lewis publishers. Washington, D.C.,1998.

ROCCA, A.C.C.; IACOVONE, A.M.M.B.; BARROTTI, AJ.; CASARINI, D.C.P,;
GLOEDEN, G.E.; STRAUS, E.L.; ROMANO, J.A.; RUIZ, L.R.; SILVA, L.M.; SAITO,
L.M; PIRES, M.C.; LEAO, M.L.G.; CASTRO NETO, P.P.; COLUCCI, R.; CUNHA,
R.C.A. Residuos Sdélidos Industriais. 2% ed. Rev. ampl. Sao Paulo. CETESB, 233 p,
1993.

RODELLA, A. A. & SABOYA, L.V., Calibration for conductimetric determination of
carbon dioxide. Soil Biology & Biochemistry 31 (2059-2060), 1999.

ROBBINS, E. A., ROBERTSON, M., STEUBE, G. False identification of BTEX
compounds using EPA method 8020. Hydrocarbon contaminated soils and
groundwater. v.3, p. 93 — 110,1993,.

RODRIGUEZ, C.P.M. A influéncia das Caracteristicas dos Solos na Remediacédo de
Solos Contaminados Através de Processos Oxidativos Avancados com Persulfato e

Reagente de Fenton. Universidade de Sao Paulo, 2006.
ROSATO, Y. B. Biodegradacdo do Petrdleo. In: Microbiologia Ambiental. ed.
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA-CNPMA). Jaguariina,

SP, 1997.

SCHERRER, P. Mille, G. Biodegradation of crude oil in a experimentally polluted
peaty mangrove soil. Marine Pollution Bulletin, v.20, n® 9, p. 430-432, 1989.

116



SANTOS, L.C. Bolsista de Iniciacdo Cientifica, Eng. Quimica, UFRJ. Avaliacdo da
potencialidade do uso de biossurfactante na biorremediacdo de solo contaminado
por 6leo cru.

SEABRA,P.N. Uso de biorremediagdo em areas impactadas pela indastria de
petréleo. In: MELO,I.S et al. Biodegradacao. Jaguariina. S&o Paulo. Embrapa Meio
Ambiente, p.41-59. 440p, 2001.

SKLADANY, G.J., METTING JR., F.B. Bioremediation of contaminated soil. p. 483 —
513. In: Metting Jr, F.B. (ed.) Soil Microbial Ecology. Applications in Agricultural and

Environmental Management. Marcel Dekker, Inc. New York. 646 p, 1993.

SILVA, C. H. P. de M. Bacteriologia; um texto ilustrado. Teresopolis —RJ: Eventos,
1999.

SILVAR.L.B; BARRA, C.M.; MONTEIRO, T.C.do N.; BRILHANTE, O. M. Estudo da
contaminacdo de pogos rasos por combustiveis organicos e possiveis
conseqléncias para a saude publica no Municipio de Itaguai, Cad. Saude
Publica vol.18 no.6. Rio de Janeiro, Brasil,2002.

SOLOMONS, T. W. G. Organic Chemistry. New York: John Wiley, v. 1. p.777, 1996.

STRECK, E.V. Kampf, N.; Dalmolin, RSD.; Klamit, E.; Nascimento, P.C.; Scheneider,
P. Solos do Rio Grande do Sul, Editora da Universidade — UFRGS, Porto Alegre,
RS, 107 p, 2002.

STRALHER, A.N.; Stralher, A.H. geografia fisica. 32 ed. Barcelona: Omega, 550p,
2000.

TAVARES, M. E. E. Analise do refino no Brasil: estado e perspectiva — uma analise

“cross-section”. Tese de Doutorado em Ciéncias em Planejamento Energético. Rio
de Janeiro: COPPE/UFRJ, 2005.

117



TAUK, S.M. Biodegradagédo de residuos organicos no solo. Revista Brasileira de
Geociéncia, v 20, n %, 299-301, 1990.

TELES, C.R. Monitoramento da Biodegradacédo Aerdbia de Lodo de Esgoto em Solo
via Modelos Matematicos. VIII Simpdsio italo Brasileiro de Engenharia Sanitaria e
Ambiental. 2006.

TIBURTIUS, E.R.L; ZAMORA, P.P.; LEAL, E.S.; Contamina¢do de aguas por BTXs e
processos utilizados na remediacdo de sitios contaminados. Departamento de
qguimica, Universidade Federal do Parana, Curitiba - PR e Centro Federal de

Educacao Tecnolégica, Ponta Grossa — PR.

URURAHY, A.F.P. Biodegradacdo de Residuo Oleoso Proveniente de Refinaria de

Petréleo. Escola de Quimica. Universidade Federal do Rio de Janeiro. 1998.

VAN EYK,J.; BARTELS,J.J. Paraffin oxidation in pseudomonas aeruginosa.ln:
Introdution of paraffin oxidation. Journal of bacteriology. V.96. p.706-712,1968.

VANNUCCI, M. Os manguezais e nos: Uma sintese de percep¢des. Sdo Paulo:
DUSP,. 233 p,1999

VOLKERING, F., BREURE, A.M., van ANDEL, J.G. and RULKENS, W.H. “Influence
of nonionic surfactants on bioavailability and biodegradation of polycyclic aromatic
hydrocarbons”. Appl. Environ. Microbiol. vol. 61 pp. 1699-1705, 1995..

WALKER,J. D; COLWELL,R.R,;VAITUZIS,Z.; MEYER,S.A. Petroleum degrading
achlorophyllous alga Prototbeca zopfi. Nature London, V.254, p.423-434, 1975.

WEISMAN, W. Analysis of petroleum hydrocarbon in environmental. Amherst,

Massachusetts: Amherst Scientific (Total Petroleum Hydrocarbon Criteria Working
Group Series, V1),1998.

118



WOODHOUSE, W.W.; Seneca, E.D.; Broome, S.W. Propagation of Spartina
Alterniflora for substrate stabilization and salt-marsh development. Fort Belvoir. U.S.

Army Coastal Engineering Research Center, 155 p. (Techinical Memo, 46),1974

YUAN, S.Y., WEI, S.H, CHANG, B.V. Biodegradation of policyclic aromatic
hydrocarbons by a mixes culture. Chemosphere, v.41, p.1463-1468, 2000.

YERUSHLMI,L.; Rocheleau, S.; Cimpoia, R.

Peisajovich, A; Leclair,G, and Guiot, S.R. Enhanced Biodegradation of Petroleum

: Sarrazin, M; Sunahara, G
Hydrocarbons in Contaminated Soil. Bioremediation Journal 7(1), 37-51, 2003.
ZAIAT, M.; VIEIRA, L.G.T.; FORESTI, E. Intrinsic Kinetic Parameters of Substrate

Utilizations by Immobilized Anaerobic Sludge. Biotechnology and Bioengineering,
v.53, p.220-225, 1997.

119



