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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdao em Engenharia Civil
Universidade Federal de Pernambuco

BIORREMEDIACAO DE SEDIMENTO ESTUARINO
CONTAMINADO POR OLEO DIESEL COM O USO DE

BIOSSURFATANTE
AUTORA: DEBORA MISSIO BAYER
ORIENTADOR: MARIO TAKAIUKI KATO
Data e Local da Defesa: Recife, 25 de fevereiro de 2010.

Acidentes com derrames de petroleo ou seus derivados em ambientes sensiveis, como 0s
estuarios, provocam um grande impacto ambiental. A limpeza dessas areas contaminadas
necessita de cuidados e de tecnologias que reduzam os efeitos do contaminante no meio
ambiente. Nesse sentido, tecnologias biologicas de degradacdo dos hidrocarbonetos, em
processos chamados de biorremediacdo, sdo apontadas como eficazes no tratamento de
areas degradadas. Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos no intuito de elucidar os
processos degradativos dos hidrocarbonetos, aerdbios e anaerobios, e as tecnologias de
biorremediacdo. O presente trabalho avaliou dois tratamentos de biorremediacao, atenuacao
natural e atenuagdo natural incentivada, em condi¢des laboratoriais, de um sedimento
estuarino contaminado com o6leo diesel. Como forma de incentivo buscou-se uma maior
biodisponibilidade do contaminante, com o uso de um biossurfatante. Foram monitorados
parametros fisico-quimicos e bioldgicos durante 111 dias de tratamento. A avaliacdo da
degradacdo foi realizada através do acompanhamento dos 16 hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs) considerados prioritario pela U.S. Environmental Protection Agency
(U.S.EPA, 2009). A quantificacdo das bactérias heterotréficas totais indicou um possivel
periodo de adaptagdo da microbiota a contaminagdo. Dentre os 16 HPAs quantificados, o
naftaleno apresentou uma maior percolagdo na coluna, uma vez que a contaminacdo foi
realizada no topo da mesma. Isso pode ser atribuido a sua maior solubilidade em agua, 31
mg/L. Os HPAs de menor peso molecular apresentaram uma maior oscilacdo de
concentragdo nos primeiros 45 dias de tratamento, enquanto que os de maior peso molecular
apresentaram comportamentos semelhantes, com processos de disponibilizagdo mais tardia
e significativas reducdes do T62 para o T111. Foi possivel observar indicios de remocao de
82% do composto pireno no tratamento de atenuagdo natural nos 111 dias estudados. No
tratamento de atenuagdo natural incentivada observou-se uma redugdo gradual até o T62,
porém no T111 ocorre uma nova disponibilizagdo do contaminante, no entanto do TO até o
T111 ocorre uma remogdo de 36% do pireno. De uma maneira geral, o somatério dos 16
HPAs, para ambos os tratamentos nas amostras de superficie, teve redugdo em sua
concentragdo apds o T62, periodo esse com um significativo crescimento no nimero de
bactérias heterotroficas. Bons indicios de degradacdo anaerobia foram observados nos
tratamentos adotados, porém ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos, ou seja,
o biossurfatante ndo solubilizou os HPAs a niveis significativos a biodegradacdo, como o
esperado.

Palavras-chave: Biorremediacao, HPAs, sedimento, 6leo diesel.
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Oil spill causes major impact on the estuaries environment. The cleaning of contaminated
areas needs technologies that reduce the effects of the contaminant in the environment. In
this sense, the application of is an biological technologies effective alternative to clean
hydrocarbon contaminated areas. Several studies have been performed to elucidate the
hydrocarbon biodegradation, and to evaluate the efficiency of bioremediation technologies.
This study evaluated two bioremediation treatments, natural attenuation and natural
attenuation encouraged, under laboratory conditions of sediments contaminated with oil
diesel. Bioavailability of contaminant was improved through the use of a biosurfactant. The
physical, chemical, and biological parameters were monitored during 111 days of treatment.
The degradation evolution was monitored by the analyses of 16 polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) considered a priority by the U.S. Environmental Protection Agency
(USEPA, 2009). The total heterotrophic bacteria quantification indicated the occurrence of
an initial period of microbial adaptation. Among the 16 quantified PAHs, naphthalene
showed higher leaching in the column, since the contamination was performed on top of it.
This can be attributed to its greater solubility in water, 31 mg / L. The concentration of the
low-molecular-weight PAHs oscillated over the 45 days initial. The high-molecular-weight
PAHs was contamination later available and significant reductions of the T62 to T111.
Evidence of degradation was possible observe in pyrene by 82% depletion in natural
attenuation treatment. In natural attenuation encouraged treatment the pyrene concentration
oscillated, but reduction was 36%. Even good evidence of degradation was observed during
the period of monitoring, no difference was found between two treatments proposed. The
incentives though biossurfactant amendment was unefficient probably due to the low
concentration employed.

Keywords: Bioremediation, PAHs, sediments, oil diesel.
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1 INTRODUCAO

Acidentes envolvendo derrames de petroleo ou de seus derivados constituem
uma das principais fontes poluidoras dos ecossistemas marinhos e costeiros. De acordo
com The International Tanker Owners Pollution Federation Limited - ITOPF (2009¢), o
numero de acidentes envolvendo derrames de 6leo tem reduzido significativamente nos
ultimos anos. No entanto, dos anos 70 até meados de 2008, cerca de 4 milhdes de

toneladas de 6leo foram derramados.

Dados divulgados mostram que 35% dos derrames com quantidades entre 7 e
700 toneladas ocorrem durante operagdes rotineiras, como carga ¢ descarga; no entanto,
derrames maiores que 700 toneladas tém como causas principais as colisdes e
encalhamentos, atingindo 63% dos casos (ITOPF, 2009b). Apesar dos grandes acidentes
muitas vezes ocorrerem longe da costa, a mancha de 6leo ou a emulsdo 6leo-dgua acaba

atingindo o litoral.

O litoral, mais do que qualquer outra regido marinha, ¢ exposto aos efeitos de
um derrame de petroleo ou de seus derivados, sendo esse o lugar onde tendem a se
acumular. Areas rochosas e praias arenosas que estio expostas a a¢do de ondas e da
maré¢ tendem a limpar rapidamente o 6leo derramado (ITOPF, 2009a) e, essa remogao
pode ser auxiliada com emprego de técnicas como: limpeza natural, remo¢do manual,
uso de materiais absorventes, bombeamento a vacuo, skimmers', jateamento com 4gua a
diferentes pressdes, jateamento com areia, corte da vegetacdo, queima in situ,
trincheiras, remo¢do de sedimentos, biorremediacdo e produtos dispersantes
(CANTAGALLO et al., 2007). Porém as areas estuarinas, ber¢o dos manguezais, sao

mais sensiveis e necessitam uma atencao especial.

O manguezal ¢ um ecossistema costeiro de transi¢cdo entre o meio terrestre e
marinho. As comunidades de mangue sdo compostas por espécies que sobrevivem a
inundagdes variaveis, uma vez que essa regido € sujeita ao regime de marés. Esse
ecossistema ¢ vital devido a sua grande biodiversidade e por ser o bercario de muitas

espécies.

Nessas condigdes, os tratamentos bioldgicos como a biorremediagdo aparecem

de maneira promissora para uma gama de contaminantes organicos, como o petroleo e

! Skimmers sdo equipamentos desenvolvidos para remover o contaminante em fase livre, utilizando
discos giratorios e cordas absorventes (CANTAGALLO et al., 2007).
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seus derivados, e com bons resultados (BALBA et al., 1998; BENTO et al., 2005;
ROSA & TRIGUIS, 2007). Porém, segundo Balba et al. (1998), apesar de promissor e
das imensas vantagens, o tratamento bioldgico de um solo contaminado ¢ um grande
desafio. Isto se deve a heterogeneidade dos contaminantes, que pode estar na forma
solida, liquida ou gasosa, além de livre ou adsorvido na matéria organica; ao poder
inibidor ou toxico que altas concentracdes de hidrocarbonetos conferem aos
microrganismos; as grandes variacdes ambientais a que estdo submetidos, além de ser

um processo lento e sujeito a restricdes regulamentares.

Em Pernambuco, a Zona Industrial Portuaria de Suape representa risco ao
ambiente estuarino, em funcdo da instalacdo, at¢ 2011, de uma refinaria que ird
processar o 6leo pesado do Brasil e da Venezuela. Dos 200 mil barris didrios que serdo
processados por essa refinaria, 60% serd de oOleo diesel. Outras industrias do setor
petroquimico também se encontram em fase de instalagdo. Dessa maneira, o estudo de
um tratamento que seja capaz de atuar na biorremediacdo de possiveis areas
contaminadas com petréleo ou seus derivados, como ¢ o caso de manguezais € zonas
estuarinas de Suape, se faz relevante. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho ¢é
avaliar a remediacdo de um sedimento estuarino contaminado por Oleo diesel em
condicdes laboratoriais, através dos processos de atenuagdo natural ¢ atenuagdo natural
incentiva com o uso de biossurfactante, para aumentar a biodisponiblidade dos

contaminantes.



2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

Acidentes com derrames de 6leo em ambientes sensiveis, como os estuarios,
provocam um grande impacto no ecossistema. A limpeza dessas areas contaminadas
necessita de cuidados e de tecnologias que reduzam os efeitos desse 6leo no meio
ambiente. Nesse sentido, tecnologias bioldgicas de degradagao dos hidrocarbonetos, em
processos chamados de biorremediagdo, associadas a medidas prévias de contencao, sao
apontadas como adequadas no tratamento de areas degradadas uma vez que sugere
medidas naturais de tratamento. Muitos trabalhos t€ém sido desenvolvidos no intuito de
elucidar os processos degradativos dos hidrocarbonetos, aerdbios e anaerdbios, ¢ as

tecnologias de biorremediagao.

Nos itens a seguir sdo apresentados alguns conceitos a cerca desses processos,
das tecnologias de biorremediagdo, bem como o uso de uma alternativa de tratamento

através do aumento da biodisponibilidade do contaminante.

2.1 Ambiente estuarino

Os estuarios sdo regides onde ocorre o encontro de um rio com o mar,
caracterizando uma foz litoraneca (MIRANDA et al., 2002). Esses ambientes sao de
transicdo entre o meio terrestre € marinho. Segundo Miranda et al. (2002), em condi¢des
naturais, os estudrios sdo considerados mais ricos do que os rios e oceanos adjacentes,

uma vez que apresentam altas concentragdes de nutrientes.

O manguezal ¢ um ecossistema costeiro que ocorre em estudrios, caracteristico
de regides tropicais e subtropicais (QUEIROZ E CELINO, 2008). Segundo esses
autores, o manguezal, por estar sujeito ao regime de marés, possui algumas
peculiaridades que inferem caracteristicas especificas, como variagdes extremas de
potencial hidrogenionico (pH) e de potencial redox, além de condigdes

permanentemente redutoras nos sedimentos.

Esse ecossistema ¢ vital devido a sua grande biodiversidade e por ser o bergario
de muitas espécies. No entanto, esses ambientes sdo vulneraveis a agdo do homem, pois:

sdo locais adequados para a instalagdo de portos; sdo férteis e podem produzir grandes
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quantidades de matéria organica; constituem uma via de acesso ao continente e suas

aguas sao renovadas periodicamente pela influéncia da maré (MIRANDA et al., 2002).

De acordo com Queiroz e Celino (2008), na costa brasileira sdo frequentes os
derrames de petroleo e de seus derivados e langamento de efluentes industriais, sem o

tratamento adequado, que atingem os manguezais.

2.2 Oleo diesel e sua composi¢io quimica

O oleo diesel ¢ um derivado do petroleo formado basicamente por
hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos sio moléculas que possuem apenas atomos de
carbono e hidrogénio em sua composi¢do. Outros atomos como de enxofre, de
nitrogénio e de oxigénio podem ser encontrados no 6leo diesel em menores quantidades,
assim como alguns metais tracos como vanadio, niquel, sodio, calcio, cobre e urinio
(BENTO, 2005). Segundo Mazzuco (2004), na composicdo do oleo diesel,
aproximadamente 40% dos hidrocarbonetos sdo alifaticos, 39% cicloalifaticos, 20%

aromaticos e o restante sao resinas e asfaltenos.

Os hidrocarbonetos alifaticos podem ser saturados ou insaturados. Os saturados
apresentam apenas ligagdes simples e sua cadeia pode ser linear, os n-alcanos, ou
ramificada, os isoalcanos. Os alifaticos insaturados sdo caracteristicos por possuirem a
cadeia aberta e apresentam ligagcdes duplas ou triplas entre os dtomos de carbono. Os

cicloalifaticos diferenciam-se dos alifaticos por possuirem cadeia fechada ou ciclica.

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo aqueles que possuem pelo menos um anel
benzénico em sua molécula podendo ser designados como monoaromaticos,
diaromaticos, triaromaticos ou poliaromaticos, de acordo com o numero de anéis que

apresentam: um, dois, trés ou mais de trés, respectivamente.

Na Figura 1 ¢ apresentada a classificacdo dos hidrocarbonetos e alguns

exemplos.
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Figura 1. Classificaciio dos hidrocarbonetos com alguns exemplos.

Os hidrocarbonetos aromaticos, em funcdo de sua estrutura molecular, sdo
considerados quimicamente estaveis e participam preferencialmente de reagdes de

substituicdo (SYKES, 1985), podendo entdo persistir no ambiente.

Além disso, de maneira geral, os hidrocarbonetos sdo hidrofobicos, ou seja,
apresentam baixa solubilidade em dgua, mas alta afinidade lipofilica, o que os tornam
potenciais  participantes das cadeias troficas. Os poliaromaticos (HPAs),
especificamente, apresentam sua solubilidade em agua diminuida com o aumento do
nimero de anéis benzénicos (MAZZUCO, 2004), ampliando significativamente seu

risco de persisténcia ambiental.

Em ambientes naturais, a solubilidade pode ser facilitada por um composto mais
miscivel, de natureza orgéanica, sendo esse processo conhecido como “efeito de co-
solvéncia” (BANERJEE & YALKOWSKY, 1988 apud. CORDAZZO et at., 1999).
Esse efeito pode promover o aumento da pluma de contaminagdo além do ponto inicial
de contaminacdo. Um exemplo do “efeito de co-solvéncia” ocorre em um derrame da

gasolina brasileira, que contem etanol, em um ambiente aquatico. Os hidrocarbonetos
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monoaromaticos da gasolina sdo misciveis em alcodis primarios que, por sua vez, sao
altamente soltiveis em agua. Isso promove a transferéncia de compostos da gasolina
para a agua, em que o etanol atua como co-solvente (FERNANDES & CORSEUIL,
1996).

Dentre os hidrocarbonetos citados, cabe destacar os hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPAs), em que a U.S. Environmental Protection Agency (U.S.EPA,
2009) lista 16 HPAs como poluentes prioritarios para o monitoramento ambiental
(Tabela 1), sendo que alguns sdo considerados possiveis carcinogénicos (U.S.EPA,
1993; BALBA et al., 1998; TARC, 1998, ABNT NBR 10004, 2004), teratogénicos ¢
mutagénicos (FRONZA, 2006; ABNT NBR 10004, 2004).

Tabela 1. Classificacio dos HPAs estudados quanto a sua periculosidade, toxicidade e
carcinogenicidade.

Estrut
HPAs SUUTTA - (59EpA ABNT IARC
Quimica
Confere Possivel
Naftaleno @@ Prioritario | Periculosidade/ SR
. carcinogénico
Toxico
w e, N . Nao
Acenafteno @@ Prioritario | Nao mencionado s
N classificavel
) = e, N . Nao
Acenaftileno @—@ Prioritario | Nao mencionado .
> mencionado
Fluoreno O 10 | Prioritario | N#o mencionado Nao ,
classificavel
Fenantreno © Prioritario | Nao mencionado Ndo
@@ classificavel

Nao

Antraceno e
classificavel

Prioritario | Nao mencionado

3 Confere Nio
Fluoranteno Prioritario Periculosidade/
@©

.. classificavel
Toxico
) ., o . Nao
Pireno Prioritario | Nao mencionado A
classificavel
@ Confere Possivel
Benzo(a)antraceno 00® Prioritario | Periculosidade/ carcinoslnico
Toéxico g
@ @ Confere Nio
Criseno Prioritario Periculosidade/ )
.. mencionado
Toxico
e, Confere Possivel
Benzo(b)fluoranteno Qi@_\( Prioritario . . oA
(b) QOO Periculosidade carcinogénico
Confere Possivel

Benzo(k)fluoranteno O Prioritario ) . A
(k) QOO Periculosidade carcinogénico
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Tabela 1. Classificacio dos HPAs estudados a sua periculosidade, toxicidade e carcinogenicidade.

HPAs Estrutura |- yqpp o ABNT IARC
Quimica
O Confere
Benzo(a)pireno 0@ Prioritario | Periculosidade/ | Carcinogénico
Qo Toxico
@ Confere Provavel
Dibenzo(a,h)antraceno CICC)T | Prioritario | Periculosidade/ .
O Toxico carcinogénico
Benzo(g,h,i)perileno @@% Prioritario | Nao mencionado Nao
£0.UP @@ classificavel
Confere ,
Indenq(1,2,3- O QQ Prioritario | Periculosidade/ P‘osswﬂel‘
cd)pireno S Toxico carcinogénico

FONTE: ABNT NBR 10004 (2004), U.S.EPA (2009), IARC (2009).

NOTA: U.S.EPA — Environmental Protection Agency: Prioritario — classificado como prioritario no
monitoramento ambiental; ABNT NBR 10004:2004 Residuos Soélidos - Classificagdo: Confere
periculosidade — confere risco a satide publica e ao meio ambiente, Toxico — provoca efeitos adversos
(téxico, carcinogénico, mutagénico, teratogénico ou ecotoxicologico); IARC — International Agency for
Research on Cancer: Carcinogénico - carcinogénico para humanos, Provavel carcinogénico - provavel
carcinogénico para humanos, Possivel carcinogénico - possivel carcinogénico para humanos, N&o
classificavel - ndo classificavel como carcinogénico para humanos, Provavel ndo carcinogénico - provavel
ndo carcinogénico para humanos.

2.3 Degradacio dos hidrocarbonetos

A degradacdo de uma mistura de hidrocarbonetos, seja na forma de petroleo ou
de seus derivados, baseia-se em mudangas em sua composi¢ao, sejam elas resultantes de
reacdes quimicas ou bioquimicas. Quando se trata de um processo de degradacdo em

que os microrganismos possuem o papel principal, esse ¢ denominado biodegradacao.

Em ambientes naturais, a biodegradacdo do petroleo e de seus derivados ¢
complexa, dependente de sua natureza, da natureza das comunidades microbianas e de
varios fatores ambientais que influenciam na atividade dessas comunidades (SPAIN et

al., 1980; ATLAS, 1981; BAUER & CAPONE, 1985).

Existem diversos estudos em relacdo a degradacdo de hidrocarbonetos, alguns
relacionados a hidrocarbonetos isolados e outros a misturas complexas. Os
hidrocarbonetos saturados como os n-alcanos sdo considerados, por alguns autores,
como os mais rapidamente biodegradados (ATLAS, 1981; ZOBEEL 1946), enquanto os
isoalcanos, como os isoprendides, apresentam uma maior resisténcia ao ataque

microbiano associada ao radical metila (FALL et al., 1979).
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Os cicloalifaticos sdo resistentes ao ataque microbiano, persistindo no meio
ambiente (PERRY, 1979). De acordo com Atlas (1981), cadeias com até seis anéis
condensados sdo suscetiveis a biodegrada¢do. No entanto, j& foi reportado o uso de
cicloalcanos como substrato em situacdes de co-oxidacdo (BEAM & PERRY, 1974;
PERRY, 1979).

A co-oxidagao ocorre quando um determinado hidrocarboneto em uma mistura,
que isoladamente ndo seria degradado, é enzimaticamente atacado por microrganismos
que sdo capazes de degradar outros hidrocarbonetos contidos nessa mistura
(HORVATH, 1972). A grande quantidade de potenciais substratos primarios em uma
mistura de hidrocarbonetos fornece condigdes quimicamente favoraveis a co-oxidacao

(ATLAS, 1981).

Assim como os cicloalifaticos, os hidrocarbonetos arométicos e, especialmente,
os poliaromaticos, sdo estruturas capazes de sofrer biodegradagdo, porém sdo mais
resistentes ao ataque enzimatico (ATLAS, 1981). No entanto, avaliar fendomenos como a
co-oxidacdo, em ambientes naturais, torna-se muito complicado devido a vasta

diversidade microbiana e aos interferentes ambientais (ATLAS, 1981).

De acordo com Spain et al. (1980), fatores como temperatura, pH, salinidade,
oxigénio dissolvido, concentracdo de nutrientes, tipo e fonte de inodculo, estrutura
quimica e concentracdo do composto ¢ grau de adaptagdo dos microrganismos para
degradar este composto interferem significativamente no processo de degradac¢do dos
hidrocarbonetos. Segundo esses autores, a adaptagdo dos microrganismos pode ocorrer
rapidamente a partir de trés caminhos: (a) indug¢do ou expressao de enzimas especificas
ndo presentes nas populacdes antes da exposi¢do ao novo composto; (b) selecdo de
novas capacidades metabolicas produzidas por mudangas genéticas e, ainda (c)
acréscimo no numero de organismos capazes de catalisar uma transformagdo em

particular.

Por isso, a velocidade da biodegradacao dos hidrocarbonetos difere muito de
comunidades adaptadas para ndo adaptadas (SPAIN et al., 1980). Assim, ¢ de suma
importancia, a relagdo desses compostos com microrganismos tolerantes, ou adaptados,

e que sejam capazes de degrada-los (BAUER & CAPONE, 1985).
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2.3.1 Degradacao aerdbia

A degradagdao aerobia de hidrocarbonetos vem sendo amplamente estudada
(BOETHLING & ALEXANDER, 1979; BARNSLEY, 1983, 1988; BAUER &
CAPONE, 1985; ARVIN et al.,, 1989; BENTO et al., 2005, CHAGAS-SPINELLI,
2007), em que condigdes favoraveis de oxigénio, temperatura e nutrientes maximizam a

degradacao desses hidrocarbonetos (KORDA et al., 1997).

O metabolismo de degradacdo pode ser separado em duas vias, a periférica e a
central (HEIDER & FUCHS, 1997). As vias periféricas transformam uma grande
quantidade de compostos aromaticos em alguns poucos aromaticos intermedidrios
centrais. As enzimas desta via, muitas vezes codificadas por genes em plasmideos, sdao
mais ou menos especificas para determinados substratos de crescimento e sdo
geralmente induzidas pelo proprio substrato. Os intermedidrios centrais produzidos,
geralmente sdo preparados para a clivagem do anel aromatico, em que no metabolismo
aerobio ocorre com a eliminagdo de substituintes no anel aromatico ¢ introdugdo de
hidroxilas. Essa preparagdo ¢ executada por uma variedade de mono e dioxigenases, em
que a clivagem do anel aromadtico ocorre pela incorporacdo de oxigénio no anel
aromatico (TAYLOR et al., 1970; HEIDER & FUCHS, 1997, KARTHIKEYAN &
BHANDARI, 2001).

A quebra do anel benzénico pode ocorrer na posicdo meta ou orto, em que 0
metabolismo subseqiiente de produtos ndo aromaticos em metabolitos comuns, como

acetil-CoA e succinato, formam a chamada via central (HEIDER & FUCHS, 1997).

Na via central, a indug@o de diferentes enzimas pode ser controlada pela inducao
seqliencial por varios substratos e intermedidrios de degradacdo, bem como, pode

coordenar a indugdo por apenas um substrato (HEIDER & FUCHS, 1997).

Em resumo, o metabolismo aerdbio de degradacdo ¢ baseado na bioquimica do

oxigénio, ou seja, no ciclo de Crebs.

2.3.2 Degradagao anaerdbia

H4 um grande interesse no estudo do transporte e disposicdo dos HPAs em

meios subsuperficiais, em que os ambientes sdo microaerdbios ou anaerdbios. Porém, se
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conhece muito pouco sobre a degradacdo anaerdbia desses compostos, principalmente
em solos e dguas subterraneas contaminadas, sendo a degradagdo aerdbia muito mais

explorada (HEALY & YOUNG, 1979; KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001).

Um dos pioneiros no estudo da biodegradacdo de compostos aromaticos, sob
condigdes anaerdbias, foi o trabalho desenvolvido por Tarvin e Buswell (1934). A
degradacao encontrada por esses autores foi confirmada, mais tarde, por Clarck e Fina
(1952, apud. TAYLOR et al., 1970). Ja em 1970, Taylor et al. em suas pesquisas,
obtiveram a mineralizacdo do carbono organico associado ao benzoato para CO,, por
nitrato redugdo, indicando o rompimento do anel benzénico e degradacio sob condigdes
anaerdbias. Nesse trabalho, utilizando microrganismos facultativos, os autores
mostraram que a rota de degradagdo dos compostos aromaticos aerobia e

anaerobiamente, por nitrato redugdo, eram um pouco distintas e independentes.

Nos ultimos anos, tém-se encontrado muitos trabalhos na tentativa de elucidar a
degradagdo anaerdbia de compostos aromaticos (BAUER & CAPONE, 1985;
BEDESSEM et al., 1997; COATES et al., 1996a, 1996b, 1997, MECKENSTOCK et
al., 2000; MIHELCIC & LUTHY, 1988a, 1988b; EVANS et al., 1991b; HEIDER &
FUCHS, 1997; ZHANG & YOUNG, 1997, ROCKNE & STRAND, 1998; ROCKNE et
al., 2000; KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001), pois a anaerobiose pode ocorrer em
qualquer ambiente em que exista déficit de oxigénio molecular. Na natureza, ambientes
como solos saturados, sedimentos, aterros, lagoas anaerobias, dguas doces e aguas
subterraneas sdo propensos a ocorréncia de ambientes anoxicos ou anaerdbios.
Sedimentos provenientes de ambientes estuarinos, como o estudado na presente

pesquisa, sao exemplos desse tipo de condi¢ao natural.

Em muitos processos de biodegradacdo dos HPAs, o anel benzénico ¢
catabolizado por mono ou dioxigenases e, portanto, avancaria somente se houvesse
oxigénio dissolvido disponivel. Porém, em condi¢des de desnitrificagdo, de sulfato
redu¢do ou de metanogénese o rompimento do anel benzénico ocorre por outras rotas

degradativas (KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001).

Em 1997, Heider e Fuchs publicaram um trabalho a fim de elucidar as vias que
permitem que as bactérias utilizem os compostos aromaticos na auséncia de oxigénio.
Os autores sugerem que, de maneira analoga a degradacao aerobia, existam duas vias de
degradagdo, a periférica e a central, envolvendo enzimas como as CoA ligases, as

oxidoredutases e as decarboxilases na transformagdo anaerdbia dos compostos
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aromaticos. Além disso, reacdes de carboxilagdo, desidroxilacdo redutora, desaminagao
redutora, desalogenagao redutora, oxidagdo de grupos carboximetil, oxida¢ao da metila,
o-desmetilacdo, hidroxilacdo frans e descarboxilagdo foram apresentadas como
possiveis vias periféricas de reagdes metabdlicas que ocorrem durante o processo de
transformagdo anaerdbia. Este ataque redutor ao anel aromatico central implica em
intermedidrios diferentes dos que ocorrem por rotas aerobias. Na Figura 2, sdo
apresentadas as vias periféricas de degradacdo de alguns compostos aromaticos a

Benzoil-CoA.
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Figura 2. Vias periféricas de degradacao de alguns compostos aromaticos para Benzoil-CoA.

FONTE: (HEIDER e FUCHS, 1997)

A avaliacdo dos receptores e doadores de elétrons ¢ um fator determinante na
diversidade metabolica dos microrganismos, pois sdo eles que conduzem ao tipo de
processo que ira ocorrer (BERRY et al., 1987). De acordo com Karthikeyan e Bhandari
(2001), a degradacao aerobia dos HPAs em solos e 4guas subterraneas conduz,

frequentemente, a uma répida depreciacdo do oxigénio dissolvido e isso, eventualmente,
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a uma reducdo no potencial redox. Essa reducdo no potencial redox pode resultar em
condi¢gdes favoraveis para o crescimento de microrganismos desnitrificantes, sulfato
redutores ou metanogénicos (KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001). Segundo Berry
et al. (1987), muitas vezes ¢ necessario uma cadeia de associa¢des de microrganismos
anaerobios para que ocorra a completa mineralizagdo da matéria organica. Na Tabela 2
sao apresentadas algumas das reacdes de oxido-reducdo relacionando o processo

microbiologico e o potencial redox.

Tabela 2. Relacio entre o processo microbiano e o potencial redox.

Tino Potencial
Processo Reacdo (doador + aceptor de elétrons)* PO Redox
fisiolégico
(mV)
Respiragao MO +0, - CO, Aerbbio 700-500
i ~ _ Anaerdbio
Desnitrificagdo | MO+ NO; — N, + CO, : 300
Facultativo
Anaerdbio
~ Mo — acidos organicos (ex. acetato, Facultativo
Fermentacao -
propanato e butirato) ou
Obrigatorio
Sulfato 2 Anaerdbio
MO (or H,))+ SO,” > H,S +CO NN 2
Redugao ( 2) ! ? ? Obrigatorio 00
PI‘OtOI~1 MO (C,-C; AG)+ H" — H, + acetato ( propanato) + CO, AHE'IGI'O]’Z)I‘O
Redugao Obrigatorio
CO- 1. Cl Anaerdbio
. 2 T = HH Obrigatorio <-200
Metanogénese .
Acetato - CO, + CH , An?erObl'O <-200
Obrigatorio

FONTE: Adaptado de BERRY et al. (1987).
NOTA: * MO: matéria orgénica; AG: acidos graxos

Na auséncia do oxigénio outros compostos sdo utilizados como aceptores finais
de elétrons, determinados a partir do potencial redox do meio (RISER-ROBERTS,
1998). A utilizagdo do nitrato como aceptor final de elétrons na oxidacdo da matéria
organica ¢ conhecido como processo de desnitrificacdo. Compostos como o0s
hidrocarbonetos oxigenados, intermediarios no processo de degradacao de petroleo e de
seus derivados, sdo facilmente degradados sob condi¢cdes de desnitrificagdo

(KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001).
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Bauer e Capone (1985) ndo obtiveram bons resultados em relagdo a degradacao
em ambiente andxico, com sedimento marinho, dos HPAs naftaleno e antraceno com
adigdes de glicose e nitrato. Segundo os autores, a adi¢do desses compostos teve pouco
efeito sob a degradacdo, mesmo quando a mesma era aerobia. Mihelcic e Luthy (1988a)
obtiveram a degradacdo do naftol, do naftaleno e do acenafteno em sistemas solo-dgua e
em condi¢des de desnitrificacdo, sendo os mesmos reduzidos a niveis ndo detectaveis

em 16, 45 e 40 dias, respectivamente.

Em condi¢des de excesso de nitrato, Mihelcic e Luthy (1988b) obtiveram a
degradagdo do naftaleno e do acenafteno em sistemas solo-agua com microrganismos
desnitrificantes em menos de nove semanas de experimento. Nesse trabalho, os autores
observaram um periodo de aclimatagdo, de 12 a 36 dias, antes do inicio da degradagdo
nos ensaios realizados com solos que ndo haviam sido contaminados no passado, tempo
esse nao existente nos solos que ja haviam tido algum tipo de contaminagdo por HPAs.
Outros trabalhos, como os de Evans et al. (1991a, 1991b) e de McNally et al. (1998),

apresentaram processos de degradagao de HPAs em condigdes de desnitrificagao.

Existem outros aceptores finais de elétrons utilizados por grupos especificos de
microrganismos, como o ferro e o sulfato. No processo de ferro redugdo ocorre a
oxidacdo do ferro, Fe(Ill), quando uma fonte de carbono e energia estd disponivel
(KARTHIKEYAN & BHANDARI, 2001). Lovley e Phillips (1987) estudaram a
inibicdo da sulfato reducdo e da producdo de metano pela adicdo de ferro. Nesse
trabalho, os autores demonstraram que quando o ferro esta presente no sedimento de
agua doce na forma apropriada, as bactérias redutoras de ferro desviam o fluxo de
elétrons em uma via que difere da redugdo de sulfato e producdo de metano, embora
haja populagdes sulfato redutoras e metanogénicas potencialmente ativas, o que se deve
principalmente aos niveis energéticos das reacdes de oxi-reducdo dos compostos

envolvidos.

No entanto, em sedimentos marinhos, Coates et al. (1996a) demonstraram que a
adicdo de ferro ndo interfere no processo de sulfato redu¢do nem na degradacdo de
hidrocarbonetos, mas reiteram a viabilidade da degradacdo anaerdbia de

hidrocarbonetos por sulfato reducdo (COATES et al., 1996a, 1996b, 1997).
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2.4 Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos

No estudo da biodegradagao de compostos aromaticos diversos microrganismos
foram identificados como degradadores de hidrocarbonetos. De acordo com Atlas
(1981) diversos grupos de bactérias e fungos tem se mostrado capazes de realizar esse

tipo de degradacao.

Os géneros mais comuns apontados como degradadores de hidrocarbonetos sao:
Nocardia, Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Arthrobacter,
Corynebacterium, Achromobacter, Rhodococcus, Alcaligenes, Mycobacterium,
Bacillus, Aspergillus, Mucor, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula, Candida e

Sporobolomyces, (ATLAS, 1981).

Os organismos mais numerosos no solo e no sedimento sdo as bactérias
(TORTORA et al., 2005) e alguns fatores ambientais criticos afetam as suas atividades
no solo, conforme se verifica na Tabela 3. De acordo com o Corseuil (1994), os estudos
de biodegradacao além de focar em condigdes apropriadas de receptores de elétrons e
nutrientes, devem dar mais aten¢do a possivel necessidade de se aumentar as populagdes
microbianas autoctones, para assegurar que as concentracdes de biomassa sejam

suficientemente altas para confirmacdo das taxas de degradacdao do contaminante.

Tabela 3. Valore ambientais criticos para a atividade microbiana no solo

Fator ambiental Nivel 6timo

Metabolismo aerdbio: maior do que 0,2 mg/L de oxigénio
dissolvido; porosidade minima de 10%.

igéni . g A
Oxigenio Metabolismo anaerdbio: menor do que 0,2 mg/L de oxigénio
dissolvido; porosidade menor que 1%
. Nitrogénio, fésforo e outros nutrientes suficientes para ndo limitar
Nutrientes

o crescimento microbiano (C:N:P relagdo sugerida 120:10:1)

Solos insaturados: 25-85% da capacidade de campo, -0,01MPa;
podera afetar a transferéncia de oxigénio no solo (condig¢dao
Umidade aerdbica)

Solos saturados: a dgua poderd afetar a taxa de transferéncia de
oxigénio e, consequentemente as taxas de degradacao aerdbicas

pH 5,5-8.5

Aerobios e anaerdbios facultativos: maior que 50 mV

Anaerobios: menor que 50 mV

Temperatura 15-45°C (mesofilicos)

Potencial Redox

FONTE: (USEPA, 1996)
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2.5 Biorremediacao

As atividades humanas na produgdo, transporte e estocagem de petrdleo e de
seus derivados inevitavelmente envolvem riscos de derrames, tais riscos podem ser

minimizados, mas ndo conseguem ser eliminados (BALBA et al., 1998).

A biorremediacdo ¢ um conjunto de tecnologias que utiliza microrganismos no
intuito de otimizar a eficiéncia de remoc¢do natural dos contaminantes. Essa técnica
tornou-se uma alternativa atraente na limpeza de petroleo e de seus derivados, pois € um
sistema simples de manter, aplicadvel em grandes areas, possui uma boa relagcdo custo-
beneficio além da possibilidade de ocasionar a remoc¢ao total do contaminante (BENTO

et al., 2005).

As técnicas de biorremediagdo podem ser classificadas de acordo com os
tratamentos e local de aplicagdo. A classificacdo de acordo com o local de aplicacdo ¢
denominada in situ, quando a execugdo do tratamento ¢ realizada na 4rea contaminada,

ou ex situ, quando o tratamento ¢ aplicado fora da area degradada.

De acordo com os tratamentos, a biorremediagdo pode ser composta por técnicas
como a atenua¢dao natural, o bioestimulo, o bioaumento ¢ a fitorremediacdo. A
atenuagdo natural constitui-se dos processos de degrada¢do que ocorrem naturalmente,
sem a intervencdo do homem, no ambiente contaminado. A técnica de bioestimulo tem
por objetivo favorecer/estimular o crescimento da populacdo microbiana existente no
meio. Este estimulo pode ser através do aumento da biodisponibilidade do
contaminante, da redu¢do da toxicidade, da otimizagdo da umidade, dos nutrientes, do
oxigénio e, ainda, pela introducdo de substratos que estimulam a atividade degradativa

da biota nativa (SEABRA, 1997).

O bioaumento ¢ uma técnica em que ocorre a introdug¢do de microrganismos
capazes de degradar o contaminante no solo. Esses microrganismos podem ser
provenientes de culturas de estoque ou serem isolados de outras areas anteriormente
contaminadas. A técnica da fitorremediagdo utiliza o sistema vegetal e sua microbiota

para promover a degradacdo do contaminante.
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A escolha da técnica de biorremediacdo a ser empregada depende de diversos
fatores, tais como: concentracdo do contaminante, densidade populacional de
microorganismos degradadores e potencial de degradacdo (BENTO et al., 2005). De
acordo com Bento et al. (2005), para garantir uma aplicagdo pratica, qualquer processo
de biorremediacdo deve demonstrar que a remocao dos contaminantes € o principal
efeito da biodegradagdo e que a taxa de degradagdo ¢ maior do que a taxa natural de

descontaminacao.

2.6 Biossurfatante

Os tensoativos ou surfatantes sao moléculas anfipaticas, constituidas por porgdes
hidrofilicas e hidrofobicas, que em funcao da presenca desses dois grupos tendem a se
distribuir nas interfaces de fases fluidas com diferentes graus de polaridade, como
Oleo/agua e dgua/dleo. Essa propriedade os torna capazes de reduzir a tensdo superficial
ou interfacial, quando presentes na concentracdo micelar critica (CMC), formando
microemulsdes. Nessa condigdo, os hidrocarbonetos sdo capazes de se solubilizarem em

agua e vice versa (BANAT, 1995; DESAI & BANAT, 1997).

Os surfatantes quimicos tém sido usados pela industria petroquimica para
auxiliar na limpeza em derrames de dleos e para aumentar a recuperacdo de petroleo de
reservatorio, porém esses compostos ndo sdo biodegradaveis e podem ser toxicos ao

meio ambiente (BANAT, 1995).

Os biossurfatantes sdo moléculas bioldgicas com propriedades similares aos
surfactantes quimicos, porém sua maior vantagem sobre os surfatantes quimicos ¢ a
aceitacdo ecoldgica, uma vez que sdo biodegradaveis e, deste modo, evitam problemas

como toxicidade e acumulagdao no meio ambiente (BANAT, 1995; SIM et al., 1997).

De acordo com Desai e Banat (1997), os biossurfatantes sdo classificados de
acordo com sua composicdo quimica e sua origem microbiana, como: glicerideos;
lipopeptideos e lipoproteinas; dacidos graxos, fosfolipidios e lipidios neutros;
biossurfatantes poliméricos e biossurfatantes particulados. Dentre esses, cabe destacar
os glicerideos, uma das classes mais conhecida e mais estudadas que inclui os

raminolipideos.
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Em geral, a degradacdo dos hidrocarbonetos ¢ influenciada pela sua
biodisponibilidade, no entanto os mesmos sao pouco soluveis em adgua. Além disso, os
hidrocarbonetos sdo facilmente absorvidos em fra¢des de argila ou humus no solo e,
passam muito lentamente para a fase aquosa, onde sdo metabolizadas pelos
microorganismos. Nesse sentido, os biossurfatantes atuam no intuito de aumentar a
solubilidade desses hidrocarbonetos ¢ melhorar a sua a biodisponibilidade, podendo

assim acelerar a degradacao (BARDI et al., 2000).

A aplicagdo de surfatantes como auxiliares a técnicas de biorremediagdo em
solos contaminados por 6leo cru foi avaliada por Millioli (2009). Nesse trabalho, o autor
destacou a importancia de se verificar o periodo de aplicacdo do surfatante e de sua
concentragdo, uma vez que o autor constatou que a aplicagdo de ramnolipidio em uma
contaminagdo recente nao foi muito benéfica, provavelmente pela alta concentragdo de
6leo e pela toxicidade do biossurfatante. Além disso, o autor testou diversas
concentragdes de surfatantes e verificou que a adicdo de 4 mg/g de ramnolipidio
apresentou maior remocao, cerca de 50%, dos hidrocarbonetos totais de petroleo,
sendo, ainda, observada uma tendéncia em se alcancar uma remocao ainda maior num

periodo superior a 45 dias de tratamento.



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os procedimentos utilizados no experimento
de biorremediacdo de um sedimento de manguezal contaminado com oleo diesel. O
estudo objetivou a avaliagdo de dois tratamentos de biorremediagao, atenuacao natural e
atenuagao natural incentivada através da adi¢do de biossurfatante, em condi¢des
laboratoriais. Os tratamentos foram realizados em triplicata e como forma de incentivo
buscou-se uma maior biodisponibilidade do contaminante. Foram monitorados

parametros fisico-quimicos e bioldgicos durante os 111 dias de tratamento.

A avaliagao da degradacao foi realizada através do acompanhamento dos 16
hidrocarbonetos poliaromaticos considerados prioritario pela U.S. Environmental

Protection Agency (U.S.EPA, 2009).

Este trabalho faz parte de um projeto intitulado “Biorremediacdo de sedimento
estuarino contaminado por hidrocarbonetos poliaromaticos provenientes de derrame de
0leo cru e 6leo diesel e alteragdes sortivas”, em que foram avaliadas outras variaveis
como o nivel de adsor¢ao dos HPAs no sedimento (dados ndo publicados); identificagdao
dos microrganismos degradadores com uso da técnica de biologia molecular (dados nao
publicados); avaliagdo dos niveis de toxicidade apds os tratamentos adotados no

sedimento em ambas as contaminacdes (TORREIRO, 2010).

3.1 Coleta e caracteriza¢ao do sedimento

O sedimento utilizado no experimento ¢ proveniente de um manguezal da Ilha
de Cocaia localizada a aproximadamente 40 km de Recife, capital do estado de
Pernambuco, proximo ao Porto de Suape. A coleta foi realizada no dia 08 de junho de
2009, com auxilio de um testemunho de aco com 50 mm de diametro ¢ 300 mm de

altura, em local isento de contaminagdo por petréleo ou derivados.

Em campo, cada perfil de amostra foi medido longitudinalmente e particionado
em trés alturas, cada uma com 10 cm, denominadas superficie, meio e fundo. A amostra
de superficie era correspondente aos primeiros 10 cm de profundidade e, assim,
sucessivamente para as amostras de meio e fundo. A medida que os perfis eram

coletados e divididos, as amostras foram colocadas em recipientes de 15 litros, sendo
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um recipiente para cada tipo de amostra. Essas foram tampadas com papel filme,

acondicionadas no gelo e encaminhadas para o laboratorio.

No laboratorio, as amostras contidas em cada recipiente foram devidamente
homogeneizadas. Ap6s a homogeneizagdo, os perfis foram remontados em colunas de
vidro com 60 mm de didmetro externo ¢ 300 mm de altura com fundo aberto. A

sequéncia deste procedimento pode ser visto na Figura 3.

10-20cm

Amostras de campo -
heterogéneas 20-30cm homoagéneas

[a] [c] le]

Amostras de laboratdrio -

Figura 3. Esquema do procedimento adotado para homogeneizacio das amostras de sedimento. [a]
48 amostras coletadas em campo; [b] separacio das 48 amostras em trés partes: superficie (0-10
cm), meio (10-20 cm) e fundo (20-30 cm); [c] homogeneizacdo das amostras de superficie, meio e
fundo; [d] perfil de solo remontado ap6s homogeneizacio; [e] perfis prontos.

As 48 colunas contendo os perfis de solo foram revestidas externamente por um
tecido escuro, a fim de evitar a fotodegradagao e perda das fragdes finas do sedimento
pelo fundo da coluna. Em seguida, foram acondicionadas em aquarios com 30 cm de

largura, 30 cm de profundidade e 35 cm de altura. Cada aquario continha 8 colunas.

A caracterizagdo fisico-quimica dos sedimentos de superficie, de meio e de
fundo foi realizada no Laboratério de Saneamento Ambiental, departamento de
Engenharia Civil da UFPE com andlise dos parametros: carbono organico total,
nitrogénio total e fosforo total, conforme metodologias apresentadas no Item 3.6.1.1. As
analises de granulometria foram realizadas no Laboratério de Quimica de Interfaces, do
Departamento de Engenharia de Minas da UFPE, com o auxilio do equipamento
Mastersizer 2000. Esse equipamento mede o tamanho das particulas, ou mais
especificamente, a distribuicdo dos diferentes tamanhos de particulas em uma amostra

através da difracdo de raio laser.
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3.2 Concepcao fisica do experimento de remediaciio

O experimento de remedia¢do foi concebido com dois tratamentos, um de
atenuacdo natural e outro de atenuacdo natural incentivada, apresentados no item 3.3.
Cada unidade de tratamento era formada por um aquario contendo 8 colunas de perfis

de solo. Os tratamentos foram realizados em triplicata, totalizando 6 aquérios.

Os aquarios foram colocados em local protegido da chuva. Os mesmo possuiam
uma coluna d’agua de 30 cm, sendo essa uma agua salina proveniente da praia de Barra
do Sirinhaém, Pernambuco, previamente filtrada. Um tergo dessa dgua era substituidos
em intervalos de 12 horas. Além disso, os aquarios foram aerados com auxilio de um
compressor de ar e pedra de aquario, para facilitar a distribui¢do do ar. Alguns detalhes

podem ser vistos na Figura 4 [b]

A agua salina utilizada no experimento era armazenada em duas caixas d’agua
de fibra de vidro de 5 mil litros, Figura 4 [a], sendo ambas interligadas ¢ uma delas
aerada ininterruptamente durante o experimento. A agua de rejeito do experimento era
conduzida a uma caixa d’adgua de 500 litros, Figura 4 [d], onde permanecia por um

determinado periodo para posterior descarte.



[c] =
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Figura 4. Instalacées fisicas do esquema experimental. [a] caixas d’agua de S mil litros para
armazenagem de dgua do mar em laboratoério; [b] aquarios com tubulacio de entrada e saida
d’agua e entrada de ar; [c] bancada de apoio; [d] caixa d’agua de 500 litros para dgua de rejeito.

3.3 Tratamentos de remediacio

Dentre as técnicas de remediagdo amplamente estudadas optou-se, nesse
trabalho, pelo estudo da aplicacdo de biossurfatante, como um possivel catalisador da
biodegradacao. Um segundo tratamento foi avaliado com o intuito de verificar a

degradagdo que ocorre naturalmente no meio, sem a interferéncia do biossurfatante.
Os tratamentos foram concebidos da seguinte maneira:

e Atenuacdo Natural: cada unidade de tratamento foi composto por um
aquario contendo 8 colunas com perfis de sedimento. O sedimento

recebeu uma contaminagao por 6leo diesel.

e Atenuacdao Natural Incentivada: semelhante ao de atenuacdo natural,

porém acrescido de biossurfatante.
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Na Figura 5 ¢ apresentado um esquema dos tratamentos.

——— ———

Solo + Oleo Diesel Solo + Oleo Diesel + Biossurfatante

[a] [b]

Figura 5. Esquema experimental com apresentaciio das triplicatas de tratamento. [a] tratamento de
atenuacgio natural; [b] tratamento de atenuacio natural incentivada.

34 Contaminacao e caracterizacao do oleo diesel

A contaminac¢do do sedimento com Oleo diesel foi realizada no topo da coluna,
simulando um derrame. O volume de 6leo diesel utilizado foi de 40 mL por coluna, uma
carga de aproximadamente 1,06 mL.cm? A quantidade de contaminagdo ¢
aproximadamente a mesma utilizada por Barahona et al. (2004) e Chagas-Spinelli

(2007).

O oleo diesel utilizado no experimento foi adquirido em um posto de
combustiveis de autorizado Petrobras (Posto BR). O mesmo possui 3% de biodiesel,
conforme a lei n° 11.097 de 13 de Janeiro de 2005, que fixa a introducdo de 5% em
volume de biodiesel no o6leo diesel, com crescimento progressivo a partir de 2% em 8

anos.

A caracterizagdo do 6leo diesel foi realizada no Laboratorio de Combustiveis, do
departamento de Engenharia Quimica da UFPE. O laudo com os resultados pode ser

visto no Anexo 1.
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3.5 Biossurfatante

A adicdo do biossurfatante teve por objetivo promover uma maior
biodisponibilidade do contaminante, o 6leo diesel. A producdo do biossurfatante foi
feita no LSA/DEC/UFPE, conforme metodologia apresentada por Silva et al. (2009). O

biossurfatante produzido ¢ classificado como glicerideo, do tipo ramnolipideo.

Em cada coluna foram adicionados 35 mL de solucdo biossurfatante, o que
representa 0,04 g de ramnolipidio por coluna de sedimento. A concentragdo de
ramnolipidio utilizada foi limitada pela capacidade produtiva do biosurfatante em
laboratorio. A adi¢do do biossurfatante foi realizada no topo da coluna, semelhante a

contaminagao.

A concentragdo de ramnolipidio na solugdo foi obtida pelo método fenol-acido
sulfurico descrita por Dubois et al. (1956). Além disso, foram verificadas a
concentragdo micelar critica (CMC) e a emulsificagdo. A CMC foi obtida através de
diluicdes seqiienciais do biossurfactante e medigdes da tensdo superficial. A
emulsificagdo foi determinada de acordo com Cooper e Goldenberg (1987) adaptado
por Fernandes et al. (2007). As caracteristicas do biossurfatante sdo apresentadas na

Tabela 4.

Tabela 4. Caracterizacao do biossurfatante utilizado no tratamento de atenuacio natural
incentivada.

Parametro Unidade Concentragao
Ramnolipidio g/L 1,04
CMC g/L 0,13
Emulsificagao % 66,67

3.6 Amostragem e monitoramento do sedimento e da agua

3.6.1 Amostragem do sedimento

A coleta do sedimento foi realizada com a retirada de uma coluna de cada
aquario em intervalos de tempo pré-determinados. Na seqiiéncia, os perfis das colunas

eram novamente separados em superficie, meio e fundo com o auxilio de espatulas de
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inox, uma para cada altura, em bandejas de vidro. As alturas eram homogeneizadas
individualmente com o auxilio de uma colher de inox e preparadas para as andlises

posteriores.

As amostras foram coletadas ao longo dos 4 meses de experimento, totalizando 5
coletas nos tempos: 0%, 21°, 45°, 62° e 111° dias de tratamento. As demais colunas, que
permaneceram nos aquarios, serao coletadas em tempos posteriores durante execucao
do projeto citado anteriormente e, portanto seus resultados ndo serdo apresentados no

presente trabalho.

Apds cada coleta as amostras eram acondicionadas conforme as exigéncias de

cada analise.

3.6.1.1 Quantificacdo dos parametros fisico-quimicos no sedimento

Os HPAs foram determinados pelo método USEPA 8270 (USEPA, 2004) e
quantificado no Laboratério de Meio Ambiente do Centro de Tecnologias do Gés
(CTGas/SENAI/RN). A amostra de sedimento foi estocada em 4°C até a execucao das
analises. O procedimento para quantificagdo dos HPAs envolveu a extracdo de uma
aliquota, a partir de 10 g de sedimento, usando extractor soxhlet e diclorometano como
solvente. O eluente limpo foi obtido, posteriormente, usando uma coluna
cromatografica de silica-alumina de 40 cm, com diclorometano e¢ n-hexano como
solventes. Os 16 HPAs foram identificados e quantificados através de cromatografia

gasosa por espectrometria de massa (CG-MS)

As demais analises em sedimento foram determinadas no Laboratorio de

Saneamento Ambiental (LSA), do Departamento de Engenharia Civil da UFPE.

O pH e o potencial redox foram monitorados através do método
potenciométrico. O carbono orgénico total foi realizado conforme metodologia descrita
por Loring e Ratala (1992). Nesse método o carbono organico presente no sedimento ¢é
oxidado pelo dicromato de potassio. Posteriormente o excesso de dicromato ¢ titulado

com sulfato ferroso amoniacal.

? Este tempo refere-se a 7 dias ap6s a contaminagio do sedimento com 6leo diesel e imediatamente antes
do inicio do incentivo com biossurfatante. Esta foi a primeira coleta e considerada como a caracterizagdo
do sedimento contaminado em estudo. A contagem para as demais coletas sdo a partir desta.
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A concentragdo de nitrogénio total foi obtida conforme metodologia descrita por
Alves et al. (1999). Nesse procedimento foi realizada a digestdo da amostra com acido

sulfurico concentrado seguida da destilagdo com hidroxido de sddio e da titulagdo 4cida.

O fosforo total foi obtido pela extragdo em mufla e metodologia colorimétrica,

conforme descrito por Grasshoff et al. (1999) e Protazio et al. (2004).

3.6.1.2 Quantificagdo das bactérias heterotroficas totais do sedimento

As andlises microbioldgicas foram realizadas nos instantes 0, 62° e 110° dias de
tratamento com a quantificagdo das bactérias heterotroficas totais. Para remover a
microbiota do sedimento foram colocados 5 g de sedimento em um erlenmeyer de 250
mL com 50 mL de solucdo salina 0,9% (NaCl) estéril. Os frascos foram mantidos sob
agitacdo de 200 rpm por 20 min, em temperatura ambiente. Do sobrenadante foram
realizadas 5 diluicdes em série seguidas do plaqueamento, através da técnica de pour
plate, das ultimas 3 diluigdes. O meio utilizado para promover o crescimento dos
microrganismos foi o0 meio solido TSA (Triptic Soy Agar). As placas foram incubadas a

30°C £ 1°C por 48 horas e as colonias quantificadas.

3.6.2 Amostragem da agua

A coleta da 4gua dos aquarios era realizada no instante que antecedia a coleta de
sedimento, com a retirada de 3 litros de 4gua de cada aquério. Do volume total, 1 litro
era acidificada a pH 2, para conservagao das caracteristicas, € mantida em geladeira. Os
outros 2 litros da amostra eram acondicionados em geladeira para analises que ndo
necessitavam de fixacdo. Toda a coleta era realizada em recipiente de vidro &mbar para

garantir que nao houvesse interferéncias nos constituintes.

3.6.2.1 Quantificacdo dos pardmetros fisico-quimicos na agua do mar

As andlises fisico-quimicas da 4gua do mar foram realizadas no

LSA/DEC/UFPE.
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O pH e o potencial redox foram monitorados através do método
potenciométrico, assim como o oxigénio dissolvido (OD), a salinidade e a

condutividade.

Os parametros oleos e graxas (O&G), nitrogénio total e sulfato tiveram suas
concentragdes obtidas conforme metodologia descrita no Standard methods for
examination of water and wastewater (1999). O fésforo total, método colorimétrico, € o
nitrito, método colorimétrico ou da sulfanilamida, foram obtidos conforme

metodologias descritas por Grasshoff et al. (1999).

As analises de tensdo superficial foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia

Mineral, do Departamento de Engenharia de Minas da UFPE.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo apresenta os resultados e discussdes do experimento de
biorremediacdo no sedimento estuarino contaminado por Oleo diesel, como:
caracterizagdo granulométrica do sedimento, alguns parametros fisico-quimicos e
microbiologicos importantes no processo de biodegradagdo e os resultados do
monitoramento dos 16 HPAs. Além disso, sdo apresentados os resultados do

monitoramento da dgua.

4.1 Sedimento estuarino

Nas se¢Oes a seguir sdo apresentados os resultados obtidos a partir do
experimento realizado, o que inclui a anélise da granulometria, o nimero de bactérias
heterotréficas totais e os pardmetros fisico-quimicos: temperatura, pH, Eh, carbono

organico total, nitrogénio total e fosforo total e HPAs.

4.1.1 Andlise granulométrica

A analise granulométrica foi realizada por difragao de raio laser no sedimento in
natura, o que permitiu classificar os sedimentos de superficie, meio ¢ fundo de acordo
com a Escala de Wentworth. Uma sintese dos resultados ¢ apresentada na Tabela 5. Os

resultados completos da andlise de granulometria estdo no Anexo 2.

Em sedimentos marinhos, as particulas de areia, embora tenham auséncia de
coesao secas, aderem umas as outras devido a tensdo superficial do filme de agua que as
envolve quando umidas. As particulas de silte e de argila apresentam coesdo mesmo
quando secas. Outra propriedade que distingue as classes texturais do solo ¢ a
porosidade, muito elevada nos cascalhos e areias, porém muito pequena nos siltes e nas

argilas (DIAS, 2004).
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Tabela 5. Resultados da andlise de granulometria da caracterizacio dos sedimentos de superficie,
meio e fundo, de acordo com a escala de Wentworth.

Nome dos agregados Dimensdes Volume (%)

(Escala de Wentworth) (um) Superficie Meio Fundo
Coldides <1 1,0 0,8 0,8
Argila <3,90625 3,6 3,0 3,2
Silte 3,90625 — 62,5 60,4 56,1 59,8
Areia muito fina 62,5 -125,0 31,6 36,9 33,8
Areia fina 125,0 —250,0 2,01 3,1 2,3
Areia média 250,0 - 500,0 0,4 - -
Areia grossa 500,0 — 1000,0 0,9 - -
Areia muito grossa 1000,0 —2000,0 - - -

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, as amostras de
superficie, meio e fundo possuem granulometria semelhante, com predominio de
particulas siltosas. Conforme o diagrama de Shepard (1956, apud. DIAS, 2004), Figura

6, as amostras sdo classificadas como silte-arenoso.

ARGILA

LEGENDA
# Superficie
& Meio
& Fundo

Areia siltosa | Silte arenoso

%
£

£,
o

A
Figura 6. Diagrama de Shepard (1954)
Fonte: (DIAS, 2004)
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As propriedades fisicas do solo sdo responsaveis pelos mecanismos de atenuagao
fisica de poluentes, possibilitando ainda condi¢gdes para que os processos de atenuagao
quimica e bioldgica possam ocorrer (CETESB, 2010). Os solos siltosos sdo constituidos
predominantemente por particulas de silte, que sdo pequenas e leves. Os poros desses
solos sdo diminutos e apresentam baixa permeabilidade, implicando em uma baixa

percolacao de contaminantes.

4.1.2 Temperatura

Os efeitos da temperatura sob a degradagdo dos hidrocarbonetos sdo interativos
com outros fatores, tais como a qualidade da mistura de hidrocarbonetos e a composi¢ao
das comunidades microbianas (ATLAS, 1981). Além disso, a temperatura tem
influéncia na viscosidade do 6leo e, de certa forma, sobre a sua biodisponibilidade
(MARGESIN & SCHINNER, 2001). Assim, segundo Atlas (1981), a temperatura
muitas vezes nao ¢ o principal fator limitante para a degradacdo de hidrocarbonetos no

ambiente, exceto no que se refere a fatores como o estado fisico do petroleo.

O metabolismo microbiano também ¢ afetado pela temperatura e,
consequentemente, a taxa de biodegradacdo (AISLABIE et al., 2006). Ward e Brock
(1976) verificaram que temperaturas acima de 25°C eram ideais para a biodegradagdo
de hidrocarbonetos em lagos. Dibble e Bartha (1979) concluiram que temperaturas
acima de 20°C sdo as ideais para biorremediacdo, por landfarming, em um lodo/solo

gerado no processo de refino do petroleo.

No presente trabalho, a média geral da temperatura dos tratamentos foi de 26°C.

Os resultados sao apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Resultados do monitoramento da temperatura do sedimento nos tratamentos estudados
ao longo do tempo (TO0, T21, T45, T62 e T111).

Durante os 111 dias de tratamento ndo houve grandes variagdes de temperatura
no sedimento ao longo do tempo e nem com a profundidade. De acordo com os limites
ambientais criticos apresentados na Tabela 3 as amostras indicam um ambiente
mesofilico. A maioria dos microrganismos cresce dentro de variagdes limitadas de
temperatura, sendo que ha somente 30°C de diferenca entre a temperatura maxima e
minima de crescimento. Considerando a faixa ideal de crescimento, os microrganismos
ndo apresentam bom crescimento nas temperaturas extremas, pois temperaturas acima
da maxima podem tornar inativos os sistemas enzimdticos da célula, isso devido a

desnaturacdo da enzima (TORTORA et al., 2005).

De acordo com os dados apresentados a temperatura ndo foi um fator limitante a

biodegradagao.



4.1.3 pH e potencial redox

Os organismos devem manter um equilibrio entre os acidos e as bases, pois as
reacdes bioquimicas sdo extremamente sensiveis, mesmo em pequenas alteracdes de
acidez ou alcalinidade dos ambientes em que elas ocorrem (TORTORA et al., 2005).

Segundo Margesin e Schinner (2001) a mineralizagao de hidrocarbonetos ¢ favorecida

por valores de pH proximos a neutralidade.

Dibble e Bartha (1979) indicaram valores ideais de pH para a degradacdo de

hidrocarbonetos em solo/lodo de 7,5 e de 7,8. Os valores de pH verificados no processo

de biodegradacao do presente trabalho sdo apresentados na Figura 8.

o
(=] —
uy
e
<
o

TO T21 T45 T62 T111

(a) Supetficie

2
[l P
Ly
o
=]
o

TO T21 T45 T62 T

(b) Meio

(=2 J—
[s2) . ——1
(e}
e
Q_
L}

TO T21 T45 T62 T111

{c) Fundo
‘ O Atenuacgéo Natural O Atenuagéo Matural Incentivada

Figura 8. Resultados do monitoramento pH no sedimento nos tratamentos estudados ao longo do

tempo (T0, T21, T45, T62 e T111).

NOTA: As colunas referem-se ao valor médio das réplicas de tratamento, com indica¢des dos valores de

maximo e de minimo obtidos.
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Como pode ser visto na Figura 8, os valores de pH variaram entre 6,7 ¢ 9,0. Em
média, os valores de pH da superficie, meio e fundo foram de 7,5; 7,8 e 7.9,
respectivamente, ao longo do tratamento. Conforme a Tabela 3 os valores de pH

mantiveram-se dentro dos limites ambientais criticos em 96% das amostras avaliadas.

Ambientes anaerobios sdo indicados, conforme Tabela 3, quando o potencial
redox estd abaixo de 50 mV, em que aceptores de elétrons alternativos ao oxigénio,
como ferro, nitrato, manganés ou sulfato atuam como aceptores finais de elétrons. Os
resultados de potencial redox verificados ao longo do experimento e da profundidade

sao apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Resultados do monitoramento do potencial redox no sedimento nos tratamentos
estudados ao longo do tempo (T0, T21, T45, T62 e T111).

NOTA: As colunas referem-se ao valor médio das réplicas de tratamento, com indicagdes dos valores de
maximo e de minimo obtidos.

Todos os valores obtidos de potencial redox foram menores que -110 mV.

Conforme Tabela 2, valores de potencial redox de aproximadamente -200 mV indicam
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um processo de sulfato reducdo. Coates et al. (1996a, 1996b, 1997) verificaram que em
sedimentos marinhos ocorre a degradagdo de hidrocarbonetos por sulfato redugdo. De
acordo com Karthikeyan e Bhandari (2001), a répida depreciacdo do oxigénio, do
nitrato e do ferro em sedimentos marinhos e a abundancia de sulfato na d4gua do mar
indicam a utilizagdo do sulfato como aceptor final de elétrons. As altas concentragdes de
sulfato na dgua do mar foram confirmadas através de andlises realizadas na agua
utilizada nos tratamentos de biorremediacdo, média de 1244,88 mg/L. Esses resultados

podem ser verificados na Tabela 8.

De acordo com Berry et al. (1987), valores de potencial redox inferiores a -200
mV indicam a ocorréncia de processos metanogénicos. Em 75,5% das amostras de
sedimento do tratamento de atenuacdo natural apresentaram valores de potencial redox
abaixo de -200 mV e, no tratamento de atenuagdo natural incentivada, em 82,2%.
Segundo Riser-Robert (1998) quando existe uma limitacdo de doador de elétrons
(hidrocarbonetos), as bactérias redutoras de sulfato podem afastar as metanogénicas do
substrato disponivel, mesmo com baixas concentragdes de sulfato (< 1 mg/L). Porém,
com abundancia de doadores de elétrons as metanogénicas podem sequestrar o fluxo de
elétrons, mesmo com concentragdes de sulfato suficientes para apoiar a sulfato reducao.
De acordo com observado, principalmente nos tempos T21, T62 e TI11, existem

indicativos da ocorréncia de um processo metanogénico de degradacao.

4.1.4 Carbono organico total, nitrogénio total e fésforo organico total

O carbono ¢ um dos elementos mais importantes para o crescimento microbiano.
Ele ¢ essencial para a sintese de todos os compostos organicos necessarios para a

viabilidade celular, sendo considerado o elemento estrutural basico para os seres vivos

(TORTORA et al., 2005).

A Figura 10 apresenta os valores de carbono organico total das amostras de

superficie, meio e fundo ao longo do tempo.
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Figura 10. Resultados da concentracio de carbono orgéinico total no sedimento nos tratamentos
estudados ao longo do tempo (T0, T21, T45, T62 e T111).

NOTA: As colunas referem-se ao valor médio das réplicas de tratamento, com indicagdes dos valores de
maximo e de minimo obtidos.

Como a contaminagdo por 6leo diesel foi realizada no topo da coluna e, o dleo
diesel ¢ constituido basicamente por hidrocarbonetos, a concentracdo de carbono

organico total nas amostras de superficie s3o maiores que nas amostras de meio e fundo.

Como podem ser observadas na Figura 10, as amostras de superficie no TO
indicaram concentracdes de 4,8% e 5,1 % para o parametro de carbono organico total
nos tratamentos de atenuagdo natural e atenuagdo natural incentivada, respectivamente.
Essas concentragdes sdo semelhantes a verificada por Chagas-Spinelli (2007) em seu
trabalho, em que uma concentragdo de 4,8 %, para o mesmo parametro, foi encontrada

em um solo argiloso apds contaminagio por 6leo diesel (40 g.kg™).

Observando os valores de maximo e minimo nas amostras de superficie, no
tratamento de atenuacdo natural incentivada, nos tempos TO e T21 a faixa de

concentragdo de carbono ndo teve grandes variagdes, porém no T45 ocorre uma redugdo



47

de 19%, em média, na concentragdo de carbono. Para o tratamento de atenuagao natural,
as concentragdes para esse parametro permaneceram em uma mesma faixa até o T45 e,

uma redugao de 30% ocorreu apenas no T62.

No entanto, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos, uma vez que
as concentracdes para esse parametros no T62 e no T111 sdo semelhantes em ambos os
tratamentos. Além disso, ndo houve variagdes significativas de carbono nas amostras de
meio e de fundo ao longo do tempo, indicando a pouca percolagdo do oleo diesel na

coluna no periodo estudado.

Para a sintese celular os microrganismos necessitam, além do carbono, outros
elementos. A escassez de nutrientes minerais como nitrogénio e fosforo pode limitar o

crescimento de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos em aguas ou solos

(BARTHA, 1986).

As Figuras 11 e 12 mostram as concentragdes dos nutrientes: nitrogénio total e

fosforo total, respectivamente, verificados nos tratamentos de biorremediacao.

Durante os 111 dias de tratamento ndao houve variagdes significativas nas
concentragdes de nutrientes. Nao ha indicios de que esse fator tenha limitado o
crescimento de microrganismos, possiveis degradadores, uma vez que se observou um
aumento significativo no numero de colonias de bactérias heterotroficas totais nas

amostras ao longo do experimento, como pode ser verificado no Item 4.1.5.

O metabolismo microbiano necessita de um fornecimento ideal de macro e
micronutrientes (USEPA, 1996). As relagdes de C:N:P observadas no trabalho sao

apresentas na Tabela 6.

Tabela 6. Relagdes entre o carbono orginico total, o nitrogénio total e o fosforo total nos
tratamentos estudados ao longo do tempo (T0, T21, T45, T62 e T111).

Relagdo C:N:P

Tratamento | Amostra To To1 T45 T62 T111
Atenuagio Superﬁcie 100:1,48:0,01 | 100:1,01:0,01 | 100:0,90:0,01 | 100:1,25:0,01 | 100:1,46:0,01
Natural Meio 100:3,05:0,01 | 100:2,77:0,02 | 100:2,75:0,02 | 100:3,04:0,02 | 100:3,25:0,02
Fundo 100:2,58:0,01 | 100:2,88:0,02 | 100:2,37:0,02 | 100:2,93:0,02 | 100:2,94:0,02
Atenuacgao Superficie | 100:1,24:0,01 | 100:0,97:0,01 | 100:1,07:0,01 | 100:1,33:0,01 | 100:1,52:0,01
Natural Meio 100:2,40:0,01 | 100:2,77:0,02 | 100:2,57:0,02 | 100:2,60:0,01 | 100:2,82:0,03
Incentivada Fundo 100:2,33:0,02 | 100:2,42:0,01 | 100:2,13:0,01 | 100:2,75:0,01 | 100:2,83:0,03
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A USEPA (1996) sugere relagdes de 120:10:1 para a atividade microbiana no
solo. SPEECE (1996, apud. LEO, 2002) comenta que a escassez de algum dos
nutrientes pode afetar o crescimento dos diferentes grupos de bactérias e afetar todo o

processo anaerobio, e sugere uma relagao C:N:P em valores aproximados de 500:5:1.

No entanto, relagcdes nutricionais muito superiores as recomendadas foram
verificadas nos tratamentos, porém nem sempre o fator limitante a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos sdo os nutrientes. Alguns autores defendem que as concentragdes de
nutrientes, ou seja, as relagdes C:N:P, devem ser compativeis com a solubilidade dos
hidrocarbonetos, ou seja, com a fragdo biodisponivel (ATLAS, 1981). No entanto, as
concentragdes de fosforo total detectadas foram muito baixas. Nesses casos, um ajuste
nutricional seria indicado para garantir que esse fator ndo se tornasse um fator limitante

a biodegradacao.

Na Figura 13 pode ser observado o crescimento das bactérias heterotroficas
totais, o que sugere que as relagdes nutricionais sejam compativeis com a quantidade de
carbono biodisponivel. Além disso, um crescimento maior € observado no tratamento de
atenuagdo natural incentivada, o que justificaria a maior reducdo na concentracdo de

fosforo nesse tratamento ao longo do tempo.

O uso da adi¢ao de nutrientes como bioestimulo tem sido estudado por diversos
pesquisadores (JORGENSEN et al., 1998; BARAHONA et al., 2004; ROSA &
TRIGUIS, 2007; CHAGAS-SPINELLI, 2007) com bons resultados. Porém, Atlas
(1981), Fedorak e Westlake mostraram que sem a adi¢do de nutrientes os
hidrocarbonetos aromaticos sdo mais facilmente atacados por microrganismos marinhos
e do solo do que os hidrocarbonetos saturados, enquanto que a adi¢do de nutrientes,
como nitrogénio e fosforo, estimulam a degradag¢do de hidrocarbonetos saturados mais

do que de aromaticos.

4.1.5 Monitoramento das bactérias heterotroficas totais

A diversidade de microrganismos no solo ¢ extremamente elevada. Dentre os
trés dominios, Bacteria, Archaea e Eucaria, o mais predominante no solo pode ser

considerado o dominio das bactérias (TORTORA el al., 2005).

A eficiéncia em um processo de biorremediacdo esta associada a adaptagdo da

populacdo de microrganismos ao consumo do contaminante. A habilidade de uma
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comunidade microbiana se adaptar a um composto xenobionte € o tempo necessario
para esse processo de adaptacdo ¢ o principal fator que define a persisténcia desse
composto a degradagdo. O periodo adaptativo ¢ funcionalmente definido como um
aumento na taxa de degradacdo com o tempo de exposi¢do a uma substiancia quimica

(AELION et al., 1987).

Durante esse periodo de adaptagdo, segundo Aelion et al. (1987), pode ocorrer
um processo seletivo de comunidades degradadoras, refletindo em um processo mais
rapido de mineralizagdo. No entanto, essa adaptacdo reflete em um retardo na
degradagdo do contaminante, que segundo Corseuil (1994), varia inversamente com o
numero de microrganismos degradadores inicialmente presentes, o que sugere a

necessidade da obtencao de concentragdes criticas de biomassa.

A quantificagdo das bactérias heterotroficas foi realizada com o objetivo de
verificar o processo adaptativo e de crescimento dos microrganismos autdctones, apos a
contaminagdo do sedimento por 6leo diesel. A Figura 13 apresenta a quantificacao das

bactérias heterotroficas totais nos tempos TO, T62 e T111 dias de tratamento.
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Figura 13. Resultado da quantificacio das bactérias heterotrdficas totais nos tratamentos estudados
ao longo do tempo (T0, T62 e T111).

NOTA: As colunas referem-se ao valor médio das réplicas de tratamento, com indicagdes dos valores de
maximo e de minimo obtidos.

O baixo niimero de bactérias heterotroficas totais obtidos no T0, correspondente
a 7 dias apos a contaminacdo com O6leo diesel, pode ser atribuido a fatores como o
impacto causado pela contaminagdo por 6leo diesel no topo da coluna, amostras de
superficie, ¢ a fatores ambientais, uma vez que o sedimento foi transferido de um

ambiente natural para o laboratorio.

Os valores observados para o T62 nas amostras de superficie indicou um
crescimento de 790% para o tratamento de atenuagdo natural ¢ de 640% para o de
atenuacao natural incentivada. Esse crescimento pode ser o reflexo da adaptacao das
comunidades microbianas autdctones ao contaminante. Entre o tempo T62 e TI111
houve uma redu¢do de 36% no tratamento de atenuacdo natural e um crescimento de
210% no de atenuagdo natural incentivada. No T62 a amostra de fundo apresentou uma

quantidade 50% maior no tratamento de atenuagao natural incentivada em relagdo ao de
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atenuacao natural, assim como uma quantidade 30% maior foi observada no T111 na
amostra de superficie do tratamento de atenuacdo natural incentivada em relagdo ao de

atenuacao natural.

Esse crescimento pode estar relacionado com a redugdo na concentracdo de
fosforo verificada nesse periodo na atenuagdo natural incentivada e mencionado
anteriormente, porém os pardmetros como temperatura, pH e potencial redox ndo

apresentaram variagdes entre os tratamentos.

Uma diferenga de aproximadamente 100 mV ¢ observada nas amostras de fundo
no TI11 entre os tratamentos. Isso pode indicar uma mudanga no processo de
biodegradacdo, consequentemente das comunidades microbianas. Porém essa
interferéncia ndo foi sentida em relacdo a quantidade de bactérias heterotroficas totais
até o tempo analisado. Segundo Riser-Roberts (1998) a degradacdao da matéria organica
a dioxido de carbono e metano, processo metanogénico, envolve a interagdo entre as
bactérias heterotroficas e diversas outras bactérias especificas como: bactérias
hidroliticas, que catabolizam o principal componente da biomassa; bactérias
acetogénicas que catabolizam o produto da atividade do primeiro grupo; bactérias
homoacetogénicas, que catabolizam compostos com multicarbonos a acido acético;

bactérias metanogénicas.

Apesar de ndo ter ocorrido variagdes nas concentracdes de carbono organico
total, alguns hidrocarbonetos, como o naftaleno em maiores quantidades e outros em
menores, dados apresentados a seguir no Item 4.1.6, foram quantificados em amostras
de meio e fundo. Isso pode estar relacionado a adaptacdo dos microrganismos a esses
compostos ¢ aumento da biomassa, suficientemente para inicio de processos de

degradacdo.

4.1.6 Biodegradacao dos HPAs

O perigo potencial para a satde de um composto xenobidtico ¢ fun¢do de sua
persisténcia no ambiente, bem como a toxicidade da classe quimica. A persisténcia ¢
dependente da taxa de biotransformagao, que influencia a forma do composto, do tempo
de residéncia e da mobilidade desses compostos no ambiente de subsuperficie

(AELION et al., 1987).
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Os poluentes organicos, como os HPAs, oriundos de uma contaminacao em solo
sdo submetidos a processos como: volatilizagdo; solubilizagdo em &gua; sorcdo;
degradacgao fisica, quimica ou bioldgica; incorporagdo em organismos ou plantas. Esses
processos sao dependentes das propriedades fisico-quimicas do contaminante, do tipo e

estrutura do solo e da sua atividade biologica (BRANDLI et al., 2004).

O numero de anéis na molécula de HPAs tende a provocar variagdes nas suas
propriedades fisico-quimicas. Sua solubilidade em 4gua e volatilidade diminui com o
aumento no numero de anéis aromaticos. Além disso, a capacidade de adsor¢do aumenta
com o aumento do numero de anéis, assim como o potencial de acumulacdo com a
diminui¢do da biodegradabilidade (BRANDLI et al., 2004). A Tabela 7 apresenta os

valores de solubilidade dos 16 HPAs prioritarios em agua.

Tabela 7. Solubilidade dos HPAs prioritarios em agua (25°C)

HPA Solubilidade em 4gua (mg/L)
Naftaleno 31,00
Acenafteno 3,80
Acenaftileno 3,93
Fluoreno 1,90
Fenantreno 1,10
Antraceno 0,045
Fluoranteno 0,24
Pireno 0,123
Benzo(a)antraceno 0,011
Criseno 0,002
Benzo(b)fluoranteno 0,0015
Benzo(k)fluoranteno 0,0008
Benzo(a)pireno 0,0028
Dibenzo(a,h)antraceno 0,0006
Benzo(g,h,1)perileno 0,00026
Indeno(1,2,3-c,d)pireno 0,062

FONTE: (MACKAY et al., 1992 apud. BRANDLI, 2004; IPCS, 1998)

Nas Figuras de 14 a 29 sdo apresentados os resultados do monitoramento dos 16

HPASs prioritarios.
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O naftaleno apresentou uma maior percolagdo ao longo da coluna durante os 111
dias de tratamento, como pode ser observado na Figura 14, alcancando a amostra de
fundo aos 45 dias de tratamento. Isto pode ser atribuido a sua maior solubilidade em
agua, 31 mg/L, uma vez que as concentracdes de naftaleno nas amostras de fundo sao
muito superiores as de acenafteno, de acenaftileno e de fluoreno que possuem a mesma
quantidade de anéis aromaticos, porém solubilidades muito inferiores. As concentragdes
desses compostos durante os primeiros 45 dias de tratamento tiveram algumas
oscilagdes significativas, principalmente nas amostras de superficie. O acenafteno no
T21, principalmente no tratamento de atenuagdo natural, apresentou concentragdo
superior a do TO, enquanto que no tratamento de atenuagao natural incentivada o mesmo

comportamento foi verificado entre os tempos T21 e T45.

O acenaftileno apresentou um comportamento semelhante ao acenafteno no
tratamento de atenuagao natural nos tempos T21 e T45. No fluoreno foi observada uma
alta concentracdo no TO seguido de uma reducao no T21, em ambos os tratamentos,
porém no tratamento de atenuacdo natural a concentracio do fluoreno aumenta
novamente no T45. Essa dinamica dificulta a obtengdo de eficiéncias de remogao, uma
vez que a biodisponibilidade do contaminante para a degradacdo ¢ controlada por
processos de aprisionamento e liberagdo do contaminante do solo para a agua

(CHAGAS-SPINELLLI, 2007).

O acenafteno e o fluoreno foram detectados, em baixas concentra¢des, nas
amostras de meio e de fundo de ambos os tratamentos no T21, exceto o acenafteno na
amostra de fundo da atenuag¢ao natural incentivada. O acenaftileno nao infiltrou até as
amostras de fundo, porém foi encontrado na amostra de meio, na atenuacao natural, no
T45. O fenantreno, o antraceno e o fluoranteno, com 3 anéis aromaticos, contaminaram
as amostras de meio no T21, sendo que apenas o fluoreno ndo foi detectado nas

amostras de fundo.

Como podem ser observadas na Figura 20 as concentrag¢des de fluoranteno, para
ambos os tratamentos, tiveram significativas redugdes do TO para o T21, ndo sendo
mais detectadas no T45 e T62 nas amostras de superficie. No T111 uma pequena
concentracdo de fluoranteno foi verificada no tratamento de atenuacdo natural
incentivada e nenhuma concentracdo nos tempos T45, T62 e T111 para as amostras de
meio e fundo para ambos os tratamentos. Isso pode ser um indicativo da biodegradagao

do fluoranteno.
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Na avaliagao do comportamento do contaminante nas amostras de superficie,
meio e fundo do sedimento deve ser considerado a dindmica do sistema, uma vez que a
contaminagdo foi realizada no topo da coluna, o que induz a infiltro¢do do contaminante
ao longo do perfil, ¢ que os processos de biodegradacdo sdao fung¢do da sua
biodisponibilidade. De acordo com Dias (2004), os fendmenos de adsor¢ao sdo comuns
em solos argilosos e siltosos, porém muito raros em arenosos. O sedimento utilizado no
experimento € caracterizado por uma significativa fragdo de silte, tanto nas amostras de
superficie quanto nas de meio e de fundo. Além disso, sedimentos de manguezal sdo
ricos em matéria organica, que acumulam HPAs devido a sua hidrofobicidade

(CHAGAS-SPINELLLI, 2007).

O pireno foi encontrado em amostras de meio no TO, no tratamento de
atenuacdo natural, persistindo nesse até o T111, quando ndo foi mais detectado. Nas
amostras de superficie, para esse composto, ndo foram observadas oscilagdes como nos
compostos discutidos anteriormente. No tratamento de atenuagdo natural ocorre uma
reducdo gradual de concentracdo, enquanto que valores praticamente constantes sdo
observados nas amostras de meio do TO até o T62 e, no T111 auséncia. Dessa maneira,
podem-se considerar indicios de uma remog¢do de 82% do composto pireno no
tratamento de atenuagao natural nos 111 dias observados. No tratamento de atenuagao
natural incentivada observa-se uma reducdo gradual até o T62, porém no T111 ocorre
uma nova disponibilizagdo do contaminante, porém do TO até o T111 ocorre uma
remocdo de 36% do pireno. Chaga-Spinelli (2007), através de degradagdo aerodbica,
obteve uma remog¢do para o composto pireno de 90,3% para o tratamento de
landfarming, 82,1% para o de bioestimulo, com adi¢do de nutrientes, e 72,7% para o de

bioestimulo mais bioaumento.

Os resultados verificados até o momento demonstram nao ocorrer diferengas

entre os tratamentos adotados.

O benzo(a)antraceno e o benzo(a)pireno ndo foram detectados em amostras de
fundo em nenhum dos tempos analisados. Concentragdes de criseno ndo foram
quantificadas em nenhuma amostra de meio ¢ de fundo. O benzo(b)fluoranteno e o
benzo(k)fluoranteno foram quantificados em amostras de meio e fundo, exceto o ultimo

no tratamento de atenuacao natural na amostra de fundo.
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Os compostos benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e
indeno(1,2,3-c,d)pireno apresentaram comportamentos semelhantes, com processos de
disponibilizagdo mais tardia e significativas redu¢des do T62 para o T111, com valores
menores ou igual, no caso do benzo(k)fluoranteno, para o tratamento de atenuacao

natural em relacdo a atenuagao natural incentivada.

A quantificacdo dos HPAs nas amostras de caracterizagdo do sedimento
confirmou que a area de coleta era livre de contaminagdo, como pode ser constatado nas
Figuras de 14 a 29, exceto pela quantificacdo do benzo(g,h,i)perileno, 0,06 ng/g na
superficie, 005 pg/g no meio e 0,30 pg/g no fundo; e do indeno(1,2,3-c,d)pireno, 0,06
ug/g na superficie e 0,18 pg/g no fundo. Tanto o benzo(g,h,i)perileno e quanto o
indeno(1,2,3-c,d)pireno possuem um grande numero de anéis aromaticos, 6 e 5
respectivamente, e baixas solubilidades, conseqiientemente uma alta capacidade de

acumulagdo e baixa biodegradabilidade.
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Para que o processo de biodegradagdo inicie € necessario um consideravel

periodo de adaptagdo da microbiota, conforme visto no item 0.

O sistema estudado ¢ dindmico, ao mesmo tempo em que o 6leo diesel percorre
a coluna ele estd sendo degradado, como visto anteriormente. Dessa maneira,
considerando a coluna como um sistema Unico, as Figuras 30 ¢ 31 mostram a relagao
entre o numero de bactérias heterotroficas totais e o somatorio dos 16 HPAs

quantificados.

De acordo com o observado, o somatoério dos 16 HPAs, tanto no tratamento de
atenuacdo natural quanto no de atenuagdo natural incentivada teve redugdo em sua
concentragdo apds o T62, nas amostras de superficie, periodo esse com um crescimento

no numero de bactérias heterotroficas no sistema.

Coates et al. (1997) obtiveram significativas degradacdes em 37 dias do
naftaleno, do fluoreno, do fenantreno e do fluoranteno em um sedimento de uma
Estacdo Naval, sendo que esse ja se encontrava adaptado a contaminacdo por
hidrocarbonetos, uma vez que faziam 60 anos que sofria impactos por esse tipo de
contaminante. Os autores verificaram que a degradacdo do naftaleno era inibida quando
ocorria a retirada do sulfato do sedimento. Bedessem et al. (1997) obtiveram a
degradagdo anaerdbia de 66% do naftaleno, por sulfato reducdo, em 13 dias, porém o

sedimento j4& havia sido exposto a contaminag¢do por hidrocarbonetos.

Johnson e Ghosh (1998) verificaram degradacdo anaerobia dos HPAs em
biorreatores, testando a adi¢ao de nitrato ou sulfato como aceptores de elétrons. Apos 50
dias de tratamento, bons resultados de degradacao foram obtidos com a adi¢do do
sulfato. Esse experimento resultou em significativas reducdes na concentracdo do
acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoreno, pireno, benzo(a)antraceno e
criseno, sendo que o nafataleno, o benzo(b)fluoreno, o benzo(k)fluoreno, o
benzo(a)pireno, o benzo(g,h,i)perileno e o indeno(1,2,3-c,d)pireno também foram

degradados, mas em menores proporgdes.

Dou et al. (2009) utilizaram bactérias mistas de um solo, sendo que essas eram
adaptadas a contaminagdo com hidrocarbonetos, para degradar o naftaleno. Esses

obtiveram bons resultados de degradacdo, por nitrato redugado, em 25 dias de incubacao.
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42 Agua

Os parametros fisico-quimicos da agua do mar como temperatura, pH, potencial redox,
condutividade elétrica e salinidade foram monitorados semanalmente. Estes resultados nao

sdo apresentados, pois serviram apenas para verificar as condigdes operacionais do sistema.

A Tabela 8 apresenta os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua do

mar coletada simultaneamente com o sedimento.

Parametros como temperatura, pH e oxigénio dissolvido sofreram poucas variagdes ao
longo dos 111 dias de tratamento. A dgua apresentou baixos valores de nitrogénio total, nitrito

e fosforo ndo indicando lixiviagdo desses compostos do sedimento.

Nos tempos T45, T62 e T111 foram verificadas redugdes no potencial redox. Essas
reducdes foram devido a troca da dgua de abastecimento do sistema, mas hé indicativos, como
vistos nos resultados apresentados nos itens acima, de que isso ndo interferiu no processo de

biorremediagao.

Como pode ser observado, a 4gua do mar possui altas concentragdes de sulfato, que de
acordo com o discutido anteriormente, ¢ para muitos pesquisadores o principal aceptor final

de elétrons na degradacdo de hidrocarbonetos em sedimentos marinhos.

As concentragdes de Oleos e graxas detectadas na agua tiveram significativo aumento
no T111, o que indica a percolagdo do 6leo diesel pela coluna. A presenca desse 6leo pode ser
atribuida a fracdes mais leves presentes no 6leo diesel, uma vez que ndo foi verificada

infiltragdo significativa dos 16 HPAs monitorados ao longo do perfil de sedimento.



Tabela 8. Resultado da avaliacio dos parametros fisico-quimicos da agua do mar

69

, To T21 Ta5 T62 T111
Unidade | Tratamento | 46,0609 | 07/07/09 | 31/07/09 | 17/08/09 | 05/10/09

Temperatura o AN 258 251 250 245 262
BS 257 249 25 1 243 26.1

y ) AN 8.2 8.3 8.7 8.1 93

P BS 8,3 8,3 8,8 8,3 9,3

e v AN 1077 | 1237 | 397 247 69,3

BS 1147 | 1027 | 753 37.3 57.7

» AN 416 408 39.6 39.8 386
Lol izl BS 417 408 39.7 400 38.8
Sulinidade mall AN 30.2 294 252 254 277

BS 30.1 29’5 253 256 279

L AN 83 77 6,5 6.9 7.4

Oxigénio Dissolvido mg/L BS 77 81 7.0 75 76
Tens&o Superficial | mvim AN 6624 | 7233 | 7202 | 7227 | 7210
BS 6557 | 7213 | 7249 | 7184 | 7194

Nitrogénio Total L AN 0,54 0.38 0.24 n.d. 0,76
(NTK) g BS 0.91 067 0.59 n.d. 0.81
Nitito mall AN <001 | <001 | <001 | <001 | <001

BS <001 | <001 | <001 | <001 | <001

Fosiore Total —y AN 0.28 n.d. 0,06 0,54 2.01
BS 0.08 0,39 0.35 0.36 316

Sulfato mall AN 1207.79 | 2130,10 | 1207,79 | 1207,79 | 879,23

BS 1200.14 | 1337.91 | 1200.14 | 1200.14 | 877.78

Sleos o Graxas — AN 1267 | 1587 | 1353 | 460 | 7767
BS 1280 | 1513 | 693 | 2400 | 73.87

NOTA: n.d.: ndo detectavel



5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram testados dois tratamentos de biorremediacao, atenuagao natural e
atenuagdo natural incentivada, de sedimento estuarino contaminado por 6leo diesel. Como
forma de incentivo foi utilizado um biossurfatante, a fim de promover uma maior
disponibilidade dos compostos hidrofobicos, como os HPAs, para que ocorra uma maior

biodegradacao.

O sedimento de manguezal utilizado no experimento foi coletado em uma regido
estuarina proxima ao Porto de Suape, onde se instalara uma refinaria para processamento de
6leo cru proveniente do Brasil e da Venezuela. Esse sedimento foi caracterizado, com relagao
a textura, como um silte-arenoso para as amostras de superficie, meio e fundo. Devido a alta
concentragdo de silte nas amostras ocorreu pouca infiltragdo dos contaminantes analisados ao
longo da coluna, como era esperado, devido ao tamanho diminuto dos poros. O sedimento foi

considerado livre de contaminagdo por petroleo ou seus derivados.

Foram realizados 5 coletas, nos tempos 0, 21, 45, 62 e 111 dias ap6s o inicio do
incentivo com biossurfatante, com monitoramento de pardmetros fisico-quimicos na dgua e no
sedimento. No periodo de 111 dias estudado, as condi¢des de temperatura e pH mantiveram-
se praticamente constantes, com temperatura média de 26°C e pH neutro. O potencial redox,
que determina o tipo de processo de degradagdo, caracterizou-se por apresentar valores abaixo
de -110 mV em todo o experimento, ou seja, um ambiente redutor. De acordo com os valores
observados existem indicativos de que processos metanogénicos e, principalmente, de sulfato

redugdo tenham ocorrido..

Em ambos os tratamentos, nas amostras de superficie, de meio e de fundo, foi
observado, pela quantificacio do numero de bactérias heterotroficas totais, um periodo de

adapta¢@o da microbiota ao contaminante.

Dentre os 16 HPAs quantificados, o naftaleno apresentou uma maior percolagdo na
coluna, uma vez que a contaminagao foi realizada no topo da mesma. Isso pode ser atribuido a
sua maior solubilidade em agua, 31 mg/L. Os HPAs de menor peso molecular apresentaram
uma maior oscilacdo de concentracdo nos primeiros 45 dias de tratamento, enquanto que os de
maior peso molecular apresentaram comportamentos semelhantes, com processos de

disponibilizacdo mais tardia e significativas reducdes do T62 para o T111, com valores
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menores ou igual, no caso do benzo(k)fluoranteno, para o tratamento de atenuagdo natural em

relacdo a atenuacao natural incentivada.

A dindmica do sistema e do processo de degradacdo dificultou a obtencdo de
eficiéncias de remoc¢do, uma vez que a biodisponibilidade do contaminante ¢ controlada por
processos de aprisionamento ¢ liberacdo do contaminante do solo para a dgua. No entanto, foi
possivel observar indicios de remocdo de 82% do composto pireno no tratamento de
atenuac¢ao natural nos 111 dias estudados. No tratamento de atenuacdo natural incentivada
observou-se uma redug¢do gradual at¢é o T62, porém no TI111 ocorre uma nova
disponibilizagdo do contaminante, no entanto do TO até o T111 ocorre uma remocao de 36%

do pireno.

De uma maneira geral, o somatério dos 16 HPAs, para ambos os tratamentos nas
amostras de superficie, teve redu¢do em sua concentracdo apds o T62, periodo esse com um

significativo crescimento no niumero de bactérias heterotroficas.

Bons indicios de degradagdo anaerdbia foram observados nos tratamentos adotados,
porém ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos, ou seja, o biossurfatante nao
solubilizou os HPAs a niveis significativos a biodegradacdo, como o esperado. No entanto,
isso pode ser atribuido a baixa concentragdo de biossurfatante utilizada, 0,12 % em relagdo ao
oleo diesel, sendo necessario testar novas propor¢des, uma vez que a biodisponibilidade do

contaminante ¢ um fator limitante a biodegradagao.
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e Testar novas concentracdes de biossurfatantes como forma de incentivo a degradacao,

assim como técnicas de purificacao desse biossurfatante;

e Monitorar o consumo do biossurfatante;

e Monitorar pardmetros como sulfato e sulfeto no sedimento e producao de didxido de

carbono e metano, a fim de identificar os processos degradativos;

e Identificar e monitorar o surgimento de hidrocarbonetos intermediarios do processo de

degradacao;

e (Quantificar os microrganismos degradativos.
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ANEXOS

Anexo 1: Parecer de caracterizagdo do 6leo diesel utilizado no experimento

BOLETIM DE ANALISE
N° R001.06.09

OLEO DIESEL

Resolugcao ANP N* 15/2006
Regulamento Técnico ANP N* 02/2006
Resolucao ANP N° 18/2008
Resolucao ANP N° 41/2008
Resolucao ANP N° 43/2008

Tl

S,

UNIVERSIDADE
FEDERAL
DE PERNAMBUCO

Razao Social: CNPJ:
Laboratério de Saneamento Ambiental 24.134.488/0001-08
Endereco:
Av Académico Hélio Ramos S/N - Cidade Universitaria - RECIFE-PE
Cddigo da amostra: N° do lacre: Data da coleta: Local de coleta: UF:
R1095.06.09/0DC-40 - 01/06/2009 Nao informado -
Classificacao do produto: i
Oleo Diesel Comum Metropolitano
Observacoes:
A amostra foi entregue pelo cliente no Laboratério de Combustiveis da UFPE em 15/06/2009 as 11h.
Local de coleta nao informado. Amostra declarada pelo cliente como Oleo Diesel Metropolitano.
Os ensaios foram realizados no periodo de 15 a 26/06/2009.
A classificacao do produto constante neste boletim foi declarada pelo cliente.
Os resultados deste boletim referem-se a amostra conforme recebida, nao implicando, portanto, em nenhuma
garantia quanto a coleta e procedéncia do produto que sao de total responsabilidade do cliente.
Caracteristica (*) Unidade Resultado Especificagao (*) Método (*)
Aspecto ] Turvo lep!do i Visual (2)
impurezas
. NBR 14483
Cor ASTM - . max, 3,0 ASTM D 1500
Cor - - = Visual (2)
Teor de Biodiesel (4) %vol 3.0 3,0 Infravermelho
, NBR 14533
Enxofre Total mg/kg max. 50,0 ASTM D 4294
Destilacao:
10% Recuperados 3G 232,5 Anotar
50% Recuperados E 275,6 245,0 a 310,0 NBR 9619
85% Recuperados 4E 325,0 max. 360,0 ASTM D 86
90% Recuperados "€ 335,9 Anotar
o NBR 14065
e 3
Massa Especifica a 20°C kg/m 837,5 820,0 a 865,0 ASTM D 4052
o i NBR 14598/A
Ponto de Fulgor C 71,0 min. 38,0 ASTM D 93/A
. y . Jove NBR 10441
" 2
Viscosidade Cinematica a 40°C mm2/s 2,000 a 5,000 ASTM D 445
; ; . 4 NBR 14747
Ponto de Entupimento de Filtro a Frio G - (5) ASTM D 6371
1/2

LAC-UFPE « Av. Prof. Artur de Sa, S/N « Cidade Universitaria « Recife-PE « CEP 50740-521 « Fone: (81) 2126-8729 « Fax: (81) 2126-7235



(Continuacao)

Codigo da Amostra:

N° do Boletim de Analise:

R1095.06.09/0DC-40 R001.06.09
Caracteristica (*) Unidade Resultado Especificacdo (*) Método (*)
.. . . NBR 14359
Corrosividade ao Cobre (3h a 50°C) - & max. 1 ASTM D 130
; ; NBR 9842
Cinzas %massa - max. 0,010 ASTM D 482
RCR, no Residuo dos 10% Finais da i ) 5 NBR 14318
Destilacio AfTiesEa T, 10;28 ASTM D 524
NUmero de Cetano (6) - - min. 42,0 ASTM D 613
indice de Cetano - 53,5 min. 45,0 ASTM D 4737
: , . . NBR 14647
Agua e Sedimentos 6vol max. 0,05 ASTM D 1796

(*) As observacées numeradas devem ser verificadas na Tabela de Especificagdes da Resolugao ANP.

Conclusao:

Natural e Biocombustiveis (ANP).

Amostra nao conforme por apresentar Aspecto fora das especificacoes da Agéncia Nacional do Petroleo, Gas

L Recife-PE, 29/06/2009

Recife-PE, 29/06/2009

Os resultados apresentados neste documento tém significaao restrita e se aplicam somente a amostra analisada.
Este documento e seus resultados nédo podem ser usados para fins promocionais.
E permitida a reproducao deste documento desde que realizada integralmente.

2/2

LAC-UFPE « Av. Prof. Artur de Sa, S/N » Cidade Universitaria » Recife-PE « CEP 50740-521 « Fone: (81) 2126-8729 « Fax: (81) 2126-7235

86



Anexo 2: Parecer de caracterizacao granulométrica do sedimento
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Tabela 9. Distribuicdo granulométrica das amostras de sedimento de caracterizacio da superficie (a), do
meio (b) e do fundo (c¢).

Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In %
0.010 0.00 0.105 0,00 1.096 022 11.482 121 120.226 o 1258.925 0,00
0.011 0'00 0.120 0.00 1.259 0'24 13.183 1'50 138.038 1'40 1445.440 0'00
0.013 0'00 0.138 0'00 1.445 0‘27 15.136 1‘92 158.489 0'60 1659.587 0'00
oor| @ | aw| | | dem|  0®| | | 2| | wewo|  °®| |ame| O
0.020 g% 0.209 ggg 2.188 82: 22.909 2(1)2 239.883 g% 2511.886 ggg
0.023 0' 00 0.240 0. 0 2512 0- 41 26.303 4' % 275423 0' 00 2884.032 0. 0
0.026 0'00 0.275 0'00 2.884 0‘45 30.200 5A89 316.228 0'00 3311.311 0'00
0.040 g% 0417 ggg 4.365 823 45.709 ;Zg 478.630 g;g 5011.872 ggg

: 0.00 ’ 0.13 § 0.66 . 7.64 : 0.22 ' 0.00
ool @ | om0 | vem| 0% | | %) | ee| | |emeo| O
0.079 g% 0.832 g;g 8.710 8;3 91.201 igg 954.993 g;g 10000.000 o0
0.091 0.00 0.955 021 10.000 101 104.713 363 1096.478 004
0.105 1.096 11.482 120.226 1258.925

@

Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In %
0.010 0.00 0.105 0,00 1.096 019 11.482 097 120.226 320 1258.925 0,00
0.011 0'00 0.120 0.00 1.259 0'21 13.183 1'20 138.038 1'95 1445.440 0'00
0.013 0'00 0.138 0'00 1.445 0‘23 15.136 1‘54 158.489 0'94 1659.587 0'00
i I B = o [ O [ o ] e
0.020 g% 0.209 ggg 2.188 ggf 22.909 ii; 239.883 g% 2511.886 ggg
0.023 0' 00 0.240 0. 0 2512 0- 2 26.303 4' 41 275423 0' 00 2884.032 0. 0
0.026 0'00 0.275 0'00 2.884 0‘37 30.200 5‘42 316.228 0'00 3311.311 0'00
0.040 g% 0417 ggg 4.365 823 45.709 ;gz 478.630 g% 5011.872 ggg

: 0.00 ’ 0.11 § 0.55 . 8.33 : 0.00 ' 0.00
I Y N e R O 1 O e
0.079 g% 0.832 813 8.710 832 91.201 ;$ 954.993 g% 10000.000 000
0.091 0.00 0.955 018 10.000 082 104.713 456 1096.478 0.00
0.105 1.096 11.482 120.226 1258.925

Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) | Volume In % Size (um) [ Volume In % Size (um) [ Volume In %
0.010 060 0.105 0D 1.096 05 11.482 4G4 120.226 268 1258.925 26D
I I B ! O e O I 1 e
0.015 g% 0.158 ggg 1.660 gzj 17.378 ;;2 181.970 g?g 1905.461 ggg

: 0.00 ’ 0.00 § 0.33 § 3.88 : 0.00 ’ 0.00
0.030 g% 0.316 ggg 3.311 822 34.674 22; 363.078 g% 3801.894 ggg
o R Y B et O ) " O [ e e

: 0.00 ’ 0.00 : 0.53 : 8.20 . 0.00 ’ 0.00
0.060 g% 0.631 811 6.607 82; 69.183 312 724436 g% 7585.776 ggg
0.091 g% 0.955 81; 10.000 8;2 104.713 2;: 1096.478 g%

0.105 : 1.096 ’ 11.482 : 120.226 : 1258.925 :

(©)



Particle Size Distribution

10
8
6
4
2

Volume (%)

%.01 0.1 1 10 100 1000 3000
Particle Size (um)

—SUPEREFICIE - Average, quinta-feira, 19 de novembro de 2009 15:56:18
—MEIO - Average, quinta-feira, 19 de novembro de 2009 16:08:10
—FUNDO - Average, quinta-feira, 19 de novembro de 2009 16:20:11

Figura 32. Grafico da distribuicio granulométrica das amostras de sedimento de caracterizacdo da
superficie, do meio e do fundo.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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