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RESUMO

O presente trabalho avaliou a capacidade de biodegradacdo aerdbia de hidrocarbonetos
presentes em efluente contaminado por o6leo diesel e gasolina, empregando culturas puras
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosa PATC) e mista (C1). Apds a adaptagdo destas culturas ao efluente
contaminado (com corre¢do das concentracdes de nitrogénio e fosforo) foi realizada a cinética
de biodegradacao, durante 42 dias de processo. Os resultados da cinética mostraram, que as
culturas C1 e as Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 apresentaram maior potencial de
biodegradacao em relacdo a resposta remocao de TPH. Visando reduzir os custos operacionais
foi realizada a substituicdo de extrato de levedo por levedura cervejeira residual autolizada
(LCA) para as duas culturas selecionadas e os resultados mostraram, que a substituicdo nao
proporcionou prejuizos na remog¢do de TPH. Visando otimizar e verificar a influéncia das
variaveis concentracdes de nitrogénio, fosforo e indculo, na resposta remocao de TPH, foi
empregado um planejamento composto central (PCC), utilizando a cultura CI. As
concentragdes de nutrientes e inoculo otimizadas proporcionaram remoc¢des de TPH de
71,5%, apos 3 dias de processo de decomposi¢do. Nesta mesma condicdo, os resultados
cromatograficos mostraram as seguintes fragdes percentuais de remog¢do de degradacdo dos
hidrocarbonetos identificados: 87,1 para as parafinas, 77,7 para as isoparafinas, 78,6 para as
olefinas, 38,4 para os nafténicos e 71,7 para os aromaticos. Posteriormente, foi realizado o
segundo planejamento composto central (PCC), visando otimizar e verificar a influéncia do
intervalo de aeracdo e do nivel de agitacdo na resposta remo¢do de TPH. As condigdes
otimizadas proporcionaram remocdes de TPH de 75,9%, apos 3 dias de processo. Os
resultados cromatograficos mostraram os seguintes valores percentuais de degradacdes das
classes de hidrocarbonetos identificados: 91,8 para as parafinas, 83,3 para as isoparafinas,
80,9 para as olefinas, 39,3 para os nafténicos e 80,9 para os aromaticos. Na ultima etapa do
trabalho foi realizado o estudo comparativo do processo de biodegradagdo do efluente
contaminado sob as condigdes com aeracdo constante (AC), sem aeragdo (SA) e aeragdo
intermitente (Al). Os resultados mostraram, que a condi¢do Al apresentou os melhores
resultados de remogdes de TPH, durante os 22 dias de processo, seguido da condicdo AC e
SA. Para a condi¢ao Al foi verificado ao final de 22 dias de processo uma remog¢ao de TPH de
90%. Os resultados cromatograficos ao final do processo mostraram os seguintes valores
percentuais de degradacao dos hidrocarbonetos identificados: 99,6 para as parafinas, 94 para
as isoparafinas, 95,4 para as olefinas, 70,8 para os nafténicos e 83,4 para os aromaticos. Pode-
se observar, por meio dos resultados obtidos, que este trabalho conseguiu proporcionar uma
evolucdo no aumento da remog¢do de TPH, apds a otimizagdo das condi¢gdes operacionais de
processo, empregando a cultura mista. Esta evolugdo, muitas vezes, nao ¢ verificada em
diversos trabalhos cientificos devido, a erros cometidos durante a etapa de adaptacdo das
culturas ao efluente contaminado. Pois, esta etapa ¢ crucial para a selecao dos microrganismos
mais resistentes e com maior capacidade metabolica em biodegradar os contaminantes. Por
isto, € necessario estabelecer com critério as condigdes operacionais desta etapa, que serd
responsavel pela sustentagdo para os estudos subseqiientes.

Palavras-chave: biodegradacao de gasolina e 6leo diesel, cultura mista, hidrocarbonetos totais
de petrdleo, aeracao intermitente.
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ABSTRACT

The present work evaluated the capacity of biodegradation of hydrocarbons present in
contaminated effluent for diesel oil and gasoline, using pures (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa PATC) and
mixed cultures (C1). After the adaptation of these cultures in contaminated effluent (with
correction in the phosphorous and nitrogen concentrations) was accomplished the
biodegradation kinetic, during 42 days of process. The results of the kinetics showed, that the
cultures C1 and the Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 showed higher biodegradation
potential in relation to the answer TPH removal. Aiming to reduce the operational costs was
accomplished the substitution of yeast extract for autolyzed brewery yeast (ABY) for the two
selected cultures and the results showed, that the substituition didn't provide damages in the
TPH removal. Aiming to optimize and to verify the influence of the variables nitrogen,
phosphorous and inoculum concentrations in the answer TPH removal, a central composite
design was used (CCD), employing the culture C1. The optimized nutrients and inoculum
concentrations provided TPH removals of 71,5%, after 3 days of process. In this same
condition, the results chromatographic showed the following values of degradation of the
identified hydrocarbons, in %: 87,1 for the paraffinics, 77,7 for the isoparaffinics, 78,6 for the
olefinics, 38,4 for the naftenics and 71,7 for the aromatics. Later, the second central
composite design (CCD) was accomplished, aiming to optimize and to verify the influence of
the aeration interval and the agitation level in the answer TPH removal. The optimized
conditions provided TPH removal of 75,9%, after 3 days of process. And the chromatographic
results showed the following results of degradations of the classes of identified hydrocarbons,
in % of : 91,8 for the paraffinics, 83,3 for the isoparaffinics, 80,9 for the olefinics, 39,3 for the
naftenics and 80,9 for the aromatics. In the last stage of the work was accomplished the
comparative study of the process of biodegradation of the contaminated effluent under the
conditions with constant aeration (CA), without aeration (WA) and intermittent aeration (IA).
The results showed, that the condition IA presented the best results of TPH removals, during
22 days of process, following by the condition CA and WA. For the condition A was verified
at the end of 22 days of process a TPH removal of 90%. And the results chromatographic
after the 22 days of process, showed the following values of degradation of the identified
hydrocarbons, in % of: 99,6 for the paraffinics, 94 for the isoparaffinics, 95,4 for the olefinics,
70,8 for the naftenics and 83,4 for the aromatics. Through the obtained results can be
observed, that this work got to provide an evolution in the increase of the TPH removal, after
the optimization of the process operational conditions, using the mixed culture. This
evolution, often, it is not verified in several scientific works, because of the mistakes
committed during the adaptation stage of the cultures to the contaminated effluent. After all,
this stage is crucial for the selection of the most resistant microorganisms and with larger
metabolic capacity to biodegradate the pollutants. For this, is necessary to establish with
criterion the operational conditions of this stage, that it will be responsible for the sustentation
for the subsequent studies.

Key words: biodegradation of gasoline and diesel oil, mixed culture, total petroleum
hydrocarbons, intermittent aeration.



CAPITULO 1

INTRODUCAO

A crescente contaminacdo do ambiente com substancias toxicas e perigosas ¢ um dos
maiores problemas enfrentados pelo mundo. Atualmente, a industria do petroleo tem gerado
altas quantidades de derivados, que vem contaminando o ar, solos, rios, mares e aguas
subterraneas a partir de derrames rotineiros e acidentais.

Os vazamentos e derrames acidentais sdo ocorréncias freqiientes durante a exploragao,
producdo, o transporte e estocagem de petroleo e seus derivados, gerando contaminagdes,
geralmente, de dificil degradagdo. Além das contaminagdes acidentais, a vasta quantidade de
lodos de 6leo gerado nas refinarias, a partir dos sistemas de separacdo agua e oOleo, € o
acumulo de sobra de materiais oleosos, da parte inferior dos tanques de estocagem de oleo
cru, ¢ também causa de muitos problemas de contamina¢ao. Geralmente, estes problemas sao
decorrentes das limitagcdes dos processos padrdes de tratamento, ja existentes, utilizados para
descontaminar solos e agua. Isto muitas vezes resulta, em efetividade parcial do tratamento
dos locais contaminados, ndo sendo possivel solucionar totalmente o problema (FERRARI,
1996; VASUDEVAM e RAJARAM, 2001).

Devido a grande extensdo territorial do Brasil existe uma rede de distribuicdo de
combustiveis através de oleodutos, responsaveis pelo transporte de gasolina e 6leo diesel das
refinarias até os terminais de combustiveis, que estdo localizados em determinados centros
urbanos.

Nestes terminais ou bases de distribuicdo de 6leo diesel e gasolina sdo abastecidos
diariamente muitos caminhdes tanques, que em sua maioria, podem ser
compartimentabilizados, possibilitando o carregamento e transporte de diversos tipos de
combustiveis em um mesmo veiculo.

Para o transporte dos combustiveis, a partir dos terminais, para outros locais e regioes
do pais ¢ utilizada a malha rodovidria promovendo a distribuicdo até consumidores, como
postos de combustiveis, grandes centros consumidores e atacadistas. Os terminais de
distribuicao de combustiveis estdo localizados em pontos estratégicos do pais, para facilitar o

processo de transporte e distribuigdo de combustiveis de uma regido para a outra.
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Durante o procedimento de carregamento da carga de combustiveis (6leo diesel e da
gasolina) para os caminhdes pode ocorrer o derrame de tais produtos no patio. As adguas de
lavagens dos patios e da parte externa dos caminhdes geram um efluente contaminado com
oleo diesel e gasolina. Por outro lado, efluentes com caracteristicas semelhantes também
podem ser gerados em postos de gasolina e em ocasides em que acidentalmente aguas
superficiais sdo contaminadas por gasolina e 6leo diesel.

Vale ressaltar que, efluentes com tais caracteristicas gerados em terminais de
distribuicdo de combustiveis ¢ tipico do Brasil, que adota esse tipo de sistema, onde a
primeira etapa do transporte ¢ realizada por meio de oleoduto e a segunda ocorre em
caminhdes tanques que utilizam a rede rodoviaria do pais.

De acordo com a Transpetro, dos 11 mil quilometros de dutos operados pela Empresa, 7
mil sdo utilizados para o transporte de petréleo, derivados, biocombustivel, GLP (gas
liquefeito de petroleo), petroquimicos e outros renovaveis liquidos e 4 mil quilometros de
gasodutos. Em 2006, os oleodutos transportaram 654 milhdes m*/ano de petrdleo, derivados e
etanol, o que representou um crescimento de 2,2% em relagdo ao ano anterior
(http://www.transpetro.com.br/portugues/empresa/dutosTerminais/dutosTerminais.shtml,
2007).

A Petrobras anunciou em dezembro de 2007 o recorde historico de produgdo de petréleo
de 2.000.238 barris didrios, sendo justificado pela operacdo de mais seis novas plataformas
neste mesmo ano, responsaveis pela producdo de 590 mil barris didrios
(http://www.agenciabrasil.gov.br/noticias/2007/12/26/materia.2007-12-6.5628329788/view).

Os dados apresentados anteriormente mostram a dimensdo do sistema (capacidade de
produgdo e armazenamento) da industria do petrdleo no Brasil e os possiveis problemas que
esta industria pode gerar em termos de contaminacao do meio ambiente.

O tratamento de areas contaminadas tem sido heterogéneo nos diferentes Estados do
Brasil, mas no Estado de Sao Paulo, em especial, o modelo técnico de gerenciamento de areas
contaminadas, para solos e aguas subterraneas, adotado com base no modelo desenvolvido
pelo 6rgdo ambiental holandés tem sido aplicado. A metodologia holandesa ¢ baseada em
critérios cientificos, usando a modelagem matematica de avaliagdo de risco a saude
(MANCINI, 2002).

Em 26 de outubro de 2001, a CETESB publicou o Relatério de Estabelecimento de
Valores Orientadores para Solos e Aguas Subterrdneas no Estado de Sdo Paulo, visando
prevenir e controlar a poluicdo. A primeira lista de valores orientadores contemplou 37

substancias, dentre elas as fragdes da gasolina denominadas de BTEX, relacionados aos



Capitulo 1- Introducdo 3

compostos benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno. E em dezembro de 2005 a CETESB
publicou no Diario Oficial do Estado, a nova lista de valores orientadores agora contemplando
84 substancias, sendo definidos trés valores orientadores para solo e dgua subterranea: valor
de referéncia de qualidade (VRQ), valor de prevencao (VP) e valor de intervengao (VI)
(http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/agua_sub/valores.asp, 2007).

Em casos de contaminagdes em aquiferos por hidrocarbonetos de petréleo, muitas vezes
ocorre o desenvolvimento de populagdes microbioldgicas capazes de degradar estes
contaminantes, em condigdes aerdbias e anaerobias (CHAPELLE, 1999). Por tal motivo, a
diversidade da capacidade metabolica dos microrganismos tem sido explorada pelo homem
em diversas formas na biodegradacao.

A utilizacdo de culturas puras (bactérias, leveduras ou fungos filamentosos) e mistas nos
processos de descontaminagdo ¢ uma alternativa tecnologica bastante promissora, por muitas
vezes ser capaz de proporcionar limpeza ou diminui¢cdo da carga poluidora que possa estar
presente em solo ou em meio liquido (BIELICKA et al., 2002; PIEDADE et al., 2000;
LAKHA et al., 2005; TOWNSEND et al., 2004; GOGOI et al., 2003; GRISHCHENKOV et
al., 2000; etc).

Para muitas espécies de bactérias, a capacidade de reduzir ou eliminar a carga
poluidora, muitas vezes, estd associada ao potencial dos microrganismos em produzir
biosurfactantes. As propriedades emulsificantes apresentadas pelos biosurfactantes ¢
equivalente aos surfactantes sintéticos, que facilitam o contato da bactéria com o
contaminante a ser biodegradado. Mas com a vantagem de serem mais facilmente
biodegradados aumentando o poder de biodegradacao final (JOHNSEN et al., 2005).

Muitas abordagens cientificas tém sido usadas na biodegrada¢do no local da
contaminacao (in situ) ou com a remog¢ao dos contaminantes para o tratamento em outro local
(ex situ). Nestes casos, a extensao da biodegradacdao ¢ criticamente dependente de fatores
como: fontes de energia, doadores e aceptores de életrons, nutrientes, pH, temperatura e de
fonte de carbono realmente assimilavel (BOOPATHY, 2000).

Neste contexto, o objetivo geral desta tese foi estudar a biodegradagao de efluentes
contendo Oleo diesel e gasolina utilizando culturas puras e mista empregando reator em
sistema batelada com 5 L de volume qutil.

Os objetivos especificos foram:

1- Adaptar a cultura mista C; (isolada de solo de lagoa contaminada por derivados de

petroleo) e as culturas puras (Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas
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aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa isolada PATC) em efluente contendo 6leo
diesel e gasolina;

2- Isolar e identificar os microrganismos mais abundantes presentes na cultura mista Cy;

3- Avaliar o comportamento cinético da biodegradacao do efluente de terminais de
combustiveis, empregando as culturas puras e mistas anteriormente mencionadas;

4- Substituir a adi¢do de extrato de levedo em efluente por levedura cervejeira
autolizada (LCA) e selecionar a cultura que promoveu a maior reducdo de hidrocarbonetos
totais de petréleo;

5- Estabelecer as melhores condigdes de concentragdo de nutrientes (nitrogénio e
fosforo) utilizando fertilizantes a base de nitrato de amonia e superfosfato simples e
concentracdo de indculo. Para tal foi aplicado planejamento composto central (PCC), em
sistema batelada empregando reator com 5L de volume 1til;

6- Otimizar o tempo de aera¢do e o nivel de agitagdo, empregando um planejamento
composto central (PCC), em sistema batelada com reatores de 5L de volume Ttil;

7- Comparar o desempenho da cultura mista sob condi¢des de aeragdo continua, sem
aeragdo ¢ com aeragdo intermitente, nas condigOes otimizadas de nutrientes, indculo e

agitacao.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- O Petroleo

O petréleo ¢ encontrado em camadas geologicas sedimentares, formado gragas a
decomposicdo lenta de animais e vegetais soterrados ha mais de 10 milhdes de anos, e que
sofreram no decorrer deste periodo a acdo de microrganismos, calor e pressao (DEL’ARCO e
DE FRANCA, 1999).

O petroleo ¢ considerado uma fonte de energia ndo renovavel, de origem fossil e ¢
matéria-prima da industria petrolifera e petroquimica. O petréleo bruto possui em sua
composi¢ao cadeias de hidrocarbonetos, cujas fragdes leves formam os gases e as fracdes
pesadas o 6leo cru. A distribuicdo dos percentuais de hidrocarbonetos ¢ que define os diversos
tipos de petroleo existentes no mundo (http://www.ambientebrasil.com.br, 2005). No Brasil a
maior parte do petréleo brasileiro € classificado como 6leo pesado (CRAPEZ et al., 2002).

Segundo Parente et al. (2004), o Brasil possui a maior area sedimentar da América do
Sul, cerca de 6.420.000 km? de bacias sedimentares, dos quais 4.880.000 km? sdo em terra
(onshore) ¢ 1.550.000 km® em plataforma continental (offshore). Nos ultimos anos a
PETROBRAS vem investindo em pesquisas e desenvolvimento de novas tecnologias,
principalmente na exploracdo de aguas profundas e ultraprofundas. Com isso, a producao
brasileira de petroleo vem crescendo a cada dia e despertando o interesse de outras
companbhias.

A Figura 2.1 mostra um esquema simplificado do processo de refino do petroleo bruto,
bem como a obtencdo de seus derivados (http://ciencia.hsw.uol.com.br/refino-de-

petroleo5.htm, 2007).
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Figura 2.1- Esquema resumido do processo de refino do petréleo bruto com a obtengao

de seus derivados.

Durante o processo de produgdo de petroleo ¢ comum o aparecimento de gas e agua
associados. A separagdo dessas fases faz-se necessaria, pois o gas apresenta relevante
interesse econdmico para a industria, e a agua, por apresentar elevado teor de sal em sua
composicao e formar emulsdes com viscosidades superiores a do petrdleo desidratado, deve
ser removida, pois afeta o dimensionamento do sistema de bombeio e transferéncia,
compromete certas operacoes de processo nas refinarias, além de representar volume ocioso
na transferéncia e tancagem do petrdleo e gerar problemas de incrustacdo e corrosao nos
oleodutos de exportagdo. Portanto, o objetivo do processamento primario do petréleo ¢ o de
separar gas, sob condi¢des controladas, e o de remover dgua, sais e outras impurezas,
suficientemente para torna-lo estavel e adequado para ser transferido (RAMALHO, 2000).

ApoOs a etapa inicial do processamento do petrdleo descrito anteriormente, inicia-se a
sua destilacdo em uma série de fragdes caracterizadas pelos intervalos de temperatura e
pressdo. Além da destilagdo, numerosos processos de refinaria sdo utilizados para otimizar a

obtengdo de certos produtos desejados (http://www.epa.gov/oust/pubs/ fpr c3.pdf, 2003).

2.2- Refinarias no Brasil

Atualmente, o numero de refinarias no Brasil passou para um total de 11, todas
pertencentes a Petrobras (Figura 2.2). Este novo quadro foi devido a compra do Grupo
Ipiranga pela Petrobras juntamente com a Braskem e a Ultrapar, em marco de 2007 e o

fechamento da refinaria privada de Manguinhos.
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As refinarias estdo concentradas na regido Sudeste, sendo quatro localizadas em Sao
Paulo, uma no Rio de Janeiro e uma em Minas Gerais. Na Regido Sul, est4 localizada mais
trés  refinaria e no  Norte e  Nordeste  localizam-se  outras  duas

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Petrobras, 2008), sendo elas:

—

. Refinaria Landulpho Alves (Rlam) - Mataripe, Bahia;

. Refinaria Presidente Bernardes (RPBC) - Cubatao, Sao Paulo;

. Refinaria Duque de Caxias (Reduc) - Campos Eliseos, Rio de Janeiro;
. Refinaria Gabriel Passos (Regap) - Betim, Minas Gerais;

. Refinaria Alberto Pasqualini (Refap) - Canoas, Rio Grande do Sul;

. Refinaria de Paulinia (Replan) - Paulinia, Sao Paulo;

. Refinaria de Manaus (Reman) - Manaus, Amazonas;

. Refinaria de Capuava (Recap) - Maud, Sao Paulo;

O 0 I N U Bk~ W DN

. Refinaria Presidente Getulio Vargas (Repar) - Araucaria, Parana;
10. Refinaria Henrique Lage (Revap) - Sdo José dos Campos, Sao Paulo;
11. Refinaria Ipiranga — Rio Grande, Rio Grande do Sul.

No ano de 2006, a produg¢do nacional diaria de petrdleo incluindo o6leo cru e
condensado, (nao incluindo LGN (liquido de gas natural)), 6leo de xisto, GLP (gas liquefeito
de petroleo) e Cs (resultante do processamento de gas e utilizado como base para fabricagio
de vernizes e tintas) foi de 1,7 milhdo b/d (628,8 milhdes de barris no ano), tendo elevado-se
5,5% em relagdo a 2005. Entre 1997 ¢ 2006, houve um crescimento médio anual de 8,3% da
producao de petréleo do pais. Em 2006, o Brasil manteve-se como o 16° maior produtor
mundial de petroleo (incluindo 6leo cru, condensado e LGN). A Relacdo reserva/producao
(R/P) passou de 23,2 ano em 1997 para 19,4 ano em 2006. Em média, este indice reduziu-se a
uma taxa de 2,0% ao ano nos ultimos 10 anos
(http://www.anp.gov.br/doc/anuario2007/Secao2.pdf, 2007). Em dezembro de 2007 foi
divulgado pela Petrobras o recorde histérico de produgdo de petrdleo de 2.000.238 barris
diérios. Este resultado alcangado foi possivel devido, as seis novas plataformas que entraram
em operacdo neste mesmo ano, responsaveis por 590 mil  Dbarris didrios
(http://www.agenciabrasil.gov.br/noticias/2007/12/26/materia.2007-12-26.5628329788/view).

Em 2006 as refinarias nacionais apresentaram uma capacidade de armazenamento de
34,9 milhdes de barris de petréleo e 6,4 milhdes m* de derivados de petrdleo, alcool e MTBE
(Metil, Terc-Butil-Eter). Da capacidade total de armazenamento de petréleo, 66,3% situaram-

se na Regido Sudeste, sendo que as refinarias do Estado de Sao Paulo concentraram 38,6% do
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total nacional. As refinarias com as maiores capacidades de armazenamento de petréleo no
Brasil foram a REPLAN (SP), com 18,2% do total nacional, e a REDUC (RJ), com 17,6%
(http://www.anp.gov.br/doc/anuario2007/Secao2.pdf, 2007).

O Sudeste também foi a regido que concentrou a maior capacidade de armazenamento
de derivados de petroleo, dlcool e MTBE em refinarias, com 71,5% do total, sendo que 43,0%
da capacidade brasileira localizava-se no Estado de Sao Paulo.

As maiores capacidades de armazenamento de derivados de petroleo, dlcool e MTBE no
Brasil estavam localizadas na REDUC (RJ), 19,6% do total nacional, REPLAN (SP), 17,1%,
e REVAP (SP), 16,4% (http://www.anp.gov.br/doc/anuario2007/Secao2.pdf, 2007).

Do volume total de derivados produzidos no Brasil em 2006, o 6leo diesel participou
com 36,4% (38,7 milhdes m®) e a gasolina A com 20,1% (21,3 milhdes m?). Entre os
derivados ndo-energéticos, destacou-se a nafta, responsavel por 8,1% (8,6 milhdes m?) da
produg¢do total de derivados e por 54,60 da produgdo de ndo-energéticos

(http://www.anp.gov.br/doc/anuario2007/Secao2.pdf, 2007).

FAFEN-SE
— — FAFEN-BA

Figura 2.2- Localizac¢des das refinarias pertencentes a Petrobras no Territdrio Brasileiro.

Fonte: (http://www2.petrobras.com.br/Petrobras/portugues/plataforma/pla_campos_petroleo.htm, 2007).

A Figura 2.3 mostra a distribui¢do dos percentuais de derivados produzidos no Brasil no

ano de 2006.
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Figura 2.3- Distribui¢des das porcentagens de derivados de petroleo da produgdo nacional em
2006.

Fonte:( http://www?2.petrobras.com.br/Petrobras/portugues/plataforma/pla_campos_petroleo.htm, 2007).

2.3 - Gasolina

A gasolina ¢ um combustivel obtido do refino do petrdleo sendo composta,
basicamente, por uma mistura de hidrocarbonetos. Os processos de refino utilizados na
producao da gasolina compreendem vérias etapas. De modo geral, o processo inicial consiste
na separacdo fisica, denominada destilacdo. Da destilagdo aproveita-se a nafta para a
produ¢do da gasolina. Dessa mesma destilagio obtém-se vdarias parcelas, uma delas
denominada gasdleo. O gasodleo passa por processo complexo, que modifica a estrutura das
moléculas, chamado craqueamento catalitico. Deste processo ¢ obtida uma outra nafta
chamada nafta de craqueamento que pode ser adicionada a nafta de destilacdo para a produgao
de gasolina (http://www.br.com.br/portalbr, 2007).

A gasolina ¢ liquida, volatil, inflamavel e constituida quimicamente por uma mistura
complexa de mais de 400 hidrocarbonetos. As caracteristicas e especificagdes dos
componentes da gasolina sdo regulamentadas pela Agéncia Nacional de Petroleo (ANP)
(http://www?2.petrobras.com.br/espacoconhecer/Produtos/gasolina.asp, 2007). De acordo com
a portaria N.° 309/2001 (anuario da ANP, 2001), as caracteristicas sdo: cor, aspecto, massa
especifica, nimero de octano motor (MON), nimero de octano pesquisa (RON), indice
antidetonante (IAD), curva de destilacdo, teor de alcool etilico anidro (AEAC), pressdao de
vapor, goma atual, teores maximos de enxofre, benzeno, hidrocarbonetos aromaticos e

olefinicos (GUIMARARES et al., 2004).
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Os hidrocarbonetos que compdem a gasolina sdo, em geral, mais "leves" do que aqueles
que compdem o dleo diesel, pois sdo formados por moléculas com menor cadeia carbdnica
(normalmente cadeias de 4 a 12 atomos de carbono), cuja faixa de destilagdo varia de 30 a
220°C. Além dos hidrocarbonetos e dos oxigenados, a gasolina contém compostos de enxofre,
compostos de nitrogénio e compostos metalicos, todos eles em baixas concentragdes
(http://www.br.com.br/portalbr, 2007).

Com relagdo a composicdo os compostos aromaticos (BTEX- benzeno, tolueno
etilbenzeno e xileno) perfazem cerca de 10 a 59% da gasolina (massa/massa), enquanto que os
hidrocarbonetos alifaticos compreendem 41 a 62%. Os hidrocarbonetos aromaticos sdo
geralmente mais toxicos que os compostos alifaticos com o mesmo niimero de carbonos e
possuem maior mobilidade em 4gua, em funcao da sua solubilidade em agua ser da ordem de
3 a 5 vezes maior, como mostra a Tabela 2.1 (TIBURTIUS et al., 2004).

A gasolina pode conter também os antioxidantes que tém como objetivo evitar a
formagao da chamada “goma”, proveniente da oxidacdo da fracdo que permanece aderida as
paredes do carburador e valvulas, impedindo um melhor desempenho dos automéveis. Os
detergentes e dispersantes utilizados como aditivos diminuem consideravelmente a formagao
de depositos no sistema de alimentacdo, melhorando a “performance” do motor (CUNHA e
LEITE, 2000).

A fragdo BTEX da gasolina ¢ considerada de maior importancia no contexto ambiental,
uma vez que, estes compostos sdo soltiveis em agua em relacdo aos demais hidrocarbonetos
(Tabela 2.1), sdo toxicos e legislados. O benzeno ¢ classificado como carcinogénico, enquanto

tolueno e xileno sao classificados como toxicos sistémicos (MEHLMAN, 1990).

Tabela 2.1- Parametros fisico-quimicos de importancia para a mobilidade de hidrocarbonetos.

Composto Solubilidade em 4gua (mg/L) * Log K" ,w
Benzeno 1760 2,12
Tolueno 532 2,73
Xileno 163-185 2,95-3,26
Nonano 0,122 4,67
Decano 0,021 6,69
Dodecano 0,005 7,24

K* ,: coeficiente de parti¢do octanol-dgua. Fonte: TIBURTIUS et al., 2004.
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2.4 — Oleo Diesel

O oleo diesel ¢ um produto inflamavel, medianamente téxico, volatil, limpido, isento de
material em suspensao e com odor forte e caracteristico
(http://www?2.petrobras.com.br/espacoconhecer/Produtos/diesel.asp, 2007).

O ¢leo diesel ¢ um combustivel de composi¢do complexa, constituido basicamente por
hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos e aromaticos e, em menor quantidade, por substancias
cuja formula quimica contém atomos de enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio, etc. Estes
hidrocarbonetos sdo formados por moléculas constituidas de 8 a 40 4&tomos de carbono, sendo
normalmente, mais pesados do que aqueles que compdem a gasolina. O oleo diesel ¢
formulado pela mistura de diversas correntes como gasoleos, nafta pesada, diesel leve e diesel
pesado, provenientes das diversas etapas de processamento do petroleo bruto
(http://www.refap.com.br/produtos_diesel.asp, 2005). Este produto ¢ uma mistura de
correntes de hidrocarbonetos de faixa de destilagdo entre 150° C e 380° C
(http://www.manguinhosdistribuidora.com.br/index.jsp?categoria=26eproduto=40, 2007).

O atual modelo energético brasileiro € apoiado entre outros pontos, no transporte de
cargas em motores diesel, por via rodoviaria, em detrimento do transporte ferroviario, fluvial
ou cabotagem. Isso faz com que o 6leo diesel seja o derivado propulsor do refino em nosso
pais, correspondendo a 34% em volume do barril de petrdleo. Na maioria dos outros paises do
mundo, esta demanda situa-se entre 15 e 25% volume do barril de petrdleo, sendo a gasolina o
produto que comanda o refino, situagao mais facil de atender em fun¢do das caracteristicas
dos  petroleos e dos esquemas de refino  disponiveis = mundialmente
(http://www.comciencia.br/reportagens/petroleo/pet05.shtml, 2005).

As especificagdes do oleo diesel tipo B e D estdo definidas pela Agéncia Nacional de
Petroleo pela Portaria ANP n.° 310 de 27/12/2001 e Regulamento Técnico ANP n.° 06/2001.
As especificacdes do 6leo diesel tipo maritimo estdo definidas pela Agéncia Nacional de
Petréleo de acordo com a Portaria n.° 32 de 04/08/1997 e Regulamento Técnico DNC n.°
02/1997 (http://www.refap.com.br/produtos_diesel.asp, 2005).

O dleo diesel pode ser classificado, de acordo com sua aplicagdo, nos seguintes tipos

(http://www.br.com.br/portalbr/calandra.nsf#http://www.br.com.br/portalbr, 2005):
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Oleo diesel automotivo

O oleo diesel automotivo ¢ dividido em subgrupos que permitem sua adequacdo as

necessidades ambientais e dos usuarios, sendo eles:

Tipo "B" (Interior): Caracterizado por possuir um teor de enxofre de, no maximo,
0,35%. Disponivel para uso em todas as regides do Brasil, exceto para as principais regioes
metropolitanas. Atendendo a determinagdo da ANP, conforme Portaria n° 310 passou-se a
adicionar corante vermelho no o6leo diesel automotivo interior (diesel B), comercializado
exclusivamente no interior dos estados. O combustivel ¢ utilizado em veiculos de carga e, em
grande escala, na agricultura.

A adic¢do de corante vermelho no diesel B ndo altera as outras especificagdes técnicas do
produto, nem o seu custo, muda apenas seu aspecto visual que passa a ter coloragdo
avermelhada. O corante ¢ adicionado na propor¢do de 20 partes por milhdo, ou seja, em um
milhdo de litros de diesel B serdo misturados 20 litros de corante.

O objetivo da medida foi evitar que o diesel B fosse utilizado na regido metropolitana
das Capitais, na qual, segundo Regulamento Técnico do Ministério do Meio Ambiente, deve
ser abastecido somente com o 6leo diesel automotivo metropolitano, o diesel D, com menor
teor de enxofre. A medida visa contribuir para a melhoria da qualidade do ar em areas com

maior concentragao populacional (http://www.refap.com.br/produtos_diesel.asp, 2005).

Tipo "D" (méaximo 0,2% de enxofre): O oleo diesel Tipo "D" ¢ utilizado nas regides
com as maiores frotas em circulacdo e condi¢des climaticas adversas a dispersdo dos gases,
resultantes da combustdo do oleo diesel. Nestas regides tem-se a necessidade de maior
controle nas emissdes conforme definido no Anexo I do Regulamento Técnico ANP n.°
6/2001 da Portaria ANP n.° 310 de 27/12/2002. Para as demais regides do pais ¢ utilizado o
o6leo diesel Tipo "B".

Extra diesel aditivado

O extra diesel aditivado ¢ um Oleo diesel, que contém um pacote multifuncional de
aditivos com objetivo de manter limpo o sistema de alimentacdo de combustivel, reduzir o

desgaste dos bicos injetores, reduzir a formagdo de sedimentos e depositos, proporcionar
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melhor separacdo da &gua eventualmente presente no diesel e conferir maior protegdo
anticorrosiva a todo o sistema de alimentagao.

A utilizagdo continuada do extra diesel aditivado garante uma pulverizagao mais eficaz
do combustivel na camara de combustdo, permitindo uma mistura mais homogénea do
combustivel com o ar, melhorando o rendimento do motor, evitando o desperdicio de 6leo

diesel e reduzindo as emissdes, contribuindo para uma melhor qualidade do ar.

Diesel de referéncia (também chamado diesel padrao)

O chamado 6leo diesel de referéncia ¢ produzido especialmente para as companhias
montadoras de veiculos a diesel, que o utilizam para a homologac¢ao de motores nos ensaios

de consumo, desempenho e de emissdes.

Oleo diesel maritimo

Neste caso, também ocorrem subdivisdes de forma a atender a qualidade requerida pelo
usuario. Sdo encontrados os seguintes tipos, comercializados no pais e/ou destinados a

exportagao:

Maritimo comercial: Destinado a motores diesel utilizado em embarcagdes maritimas.
Difere do o6leo diesel automotivo comercial apenas na necessidade de se especificar a
caracteristica de ponto de fulgor relacionada a maior seguranca deste produto em
embarcagdes maritimas. Como ponto de fulgor entende-se a menor temperatura que o 6leo
diesel vaporiza em quantidade suficiente para formar com o ar uma mistura explosiva, capaz
de se inflamar momentaneamente, quando sobre ele se incidir uma chama (fonte de ignicao).

Para o 6leo diesel maritimo o ponto de fulgor ¢ fixado em um valor minimo de 60°C.

Especial para a Marinha / Artico: Os tipos especiais para a marinha e artico sdo
produzidos para atender necessidades militares e apresentam maior rigidez quanto as
caracteristicas de igni¢do, de volatilidade, de escoamento a baixas temperaturas e de teor de
enxofre. Isto se deve as condi¢des adversas de sua utilizagdo em embarcacdes militares que

necessitam de rapidez e desempenho em baixas temperaturas (Oceano Artico, por exemplo).
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2.5— Terminais de Distribui¢io de Combustiveis (Oleo Diesel e Gasolina) no Brasil

O setor de distribuicdo de combustiveis no Brasil passou por diversas transformacoes
nos ultimos anos. A distribui¢do de combustiveis inicia-se em cada uma das refinarias
existentes no pais. Os produtos sdo transferidos e armazenados nas bases de distribui¢do, onde
ocorre o suprimento dos caminhdes tanque e mistura com produtos proprios da companhia.
Da base de distribuicao os produtos seguem para os clientes finais da empresa, como postos
de abastecimento, grandes consumidores e atacadistas. A Figura 2.4 ilustra o sistema de
distribuicdo de combustiveis partindo das refinarias (RODRIGUES e SALIBY, 1996).

Uma base de distribui¢do, de uma maneira simplificada, ¢ composta por tanques para
armazenagem de combustiveis e baias para o carregamento dos caminhdes-tanque. Os
caminhdes em sua maioria sdo compartimentalizados, possibilitando desta forma o
carregamento e transporte de diversos tipos de combustiveis e quantidades. Em cada baia de

atendimento, existem bicos de carregamento para cada tipo de combustivel.

Reflfinarias

Fostos Grandes
de A bastecirnento Consumidores

Atacadistas

Figura 2.4- Esquema do sistema de distribui¢do de combustiveis partindo das refinarias.
2.6 — O Gerenciamento de Areas Contaminadas por Derivados de Petréleo
As informacdes descritas a seguir foram retiradas dos dados fornecidos pela Companhia

de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB)

(http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto_areas cont nov_07.pdf, 2007).
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As acles emergénciais que sdo adotadas nos acidentes ambientais causados por
vazamentos em postos e sistemas de distribui¢do de combustiveis, bem como as agdes pds-
emergénciais segundo a CETESB, sao medidas técnicas eficientes para eliminar ou diminuir
os impactos gerados pela contaminacdo e os riscos associados a inflamabilidade dos
combustiveis automotivos vazados, as quais devem estar previamente determinadas em planos
de intervengdo, elaborados para tais episodios. Essas acgdes sdao desencadeadas e
implementadas pelos 6rgaos publicos envolvidos, nos primeiros momentos do atendimento. A
responsabilidade pela realizacao das medidas necessarias a eliminacao dos riscos ¢ imputada
ao agente causador da contaminagdo sob a orientacdo e coordenagdo do 6rgdo ambiental e do
corpo de bombeiros sempre considerado os seguintes aspectos:

- porte do vazamento;

- produto vazado;

- caracteristicas do cenario;

- uso e ocupacao das areas afetadas.

Em maio de 2002, a CETESB divulgou pela primeira vez a lista de areas contaminadas,
registrando a existéncia de 255 areas contaminadas no Estado de Sao Paulo. O registro das
areas contaminadas vem sendo constantemente atualizado e, ap6s 7 atualizagdes (outubro de
2003, novembro de 2004, maio de 2005, novembro de 2005, maio de 2006, novembro de
2006, novembro de 2007), o nimero de areas contaminadas totalizou, em novembro de 2007,
em 2.272 areas. A Figura 2.5 apresenta a evolugdo do nimero de areas contaminadas no
Estado de Sao Paulo cadastradas e a evolugcdo da classificacdo obtida em funcao do
gerenciamento efetuado pela CETESB (contaminada sem proposta de remediacao,
contaminada com proposta de remediacdo, remediacdo em andamento e remediagdo
concluida).

Destaca-se, que essas classificagdes comegaram a ser publicadas a partir de 2004. O
aumento no nimero de dreas contaminadas apresentadas nesta atualizagdo demonstra o
esforco na identificacdo de novas areas, passando de 1.822 para 2.272 o numero das mesmas
registradas (aumento de 25%). Além disso, destaca-se o aumento na implementacdo de
medidas de remediacdo, em que o nimero de areas com remediacdo em andamento, passou de
682 para 884 (aumento de 30%) e o niumero de remediacdes concluidas aumentou de 46 para

94 (aumento de 104%).
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Figura 2.5- Evolucao da classificagdo das areas contaminadas de maio de 2002 a novembro de

* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas _contaminadas/texto _areas_cont _nov_07.pdf, 2007).

A Tabela 2.2 apresenta a distribuicdo destas areas contaminadas por regidoes no Estado

de Sao Paulo. Para a distribuicdo destas areas contaminadas, foram consideradas as seguintes

regioes:

2007, no Estado de Sao Paulo.

- Sao Paulo: Capital do Estado;

- RMSP - outros: 38 municipios da Regido Metropolitana de Sao Paulo, excluindo-se a

Capital;

- Litoral: municipios do Litoral Sul, Baixada Santista, Litoral Norte e Vale do Ribeira;

- Vale do Paraiba: municipios do Vale do Paraiba e da Mantiqueira;

- Interior: Os municipios nao relacionados anteriormente.

As Tabelas 2.3 e 2.4 mostram a distribuicdo das areas contaminadas nas unidades de

gerenciamento de recursos hidricos — UGRHI, por tipo de atividade e por classificacao.
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Tabela 2.2 — Distribui¢des das areas contaminadas no Estado de Sdo Paulo por regides em

2007.

Regiao/ Postos de Acidentes/

Atividade | Comercial |Industrial | Residuos | Combustiveis | Desconhecidas | Total
Sao Paulo |32 66 22 621 2 743
RMSP-

outros 17 87 12 322 442
Interior 49 110 23 591 13 786
Litoral 14 32 12 93 2 153
Vale do

Paraiba 2 27 0 118 1 148
Total 114 322 69 1745 22 2272

* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto_areas_cont_nov_07.pdf, 2007).

Pode-se observar pela Tabela 2.3 e Figura 2.6, que os postos de combustiveis destacam-

se na lista de novembro de 2007, com 1.745 registros (77% do total), seguidos das atividades

industriais com 322 (14%), das atividades comerciais com 114 (5%), das instalagdes para

destinagdo de residuos com 69 (3%) ¢ dos casos de acidentes e¢ fonte de contaminagdo de

origem desconhecida com 22 (1%).

Resta salientar, que o aumento constante do nimero de areas contaminadas ¢ devido a

acdo rotineira de fiscalizagdo e licenciamento sobre os postos de combustiveis, as fontes

industriais, comerciais, de tratamento e disposicao de residuos e ao atendimento aos casos de

acidentes.

Tabela 2.3- Distribuigdes das areas contaminadas nas unidades de gerenciamento de recursos

hidricos — UGRH]I, por tipo de atividade em 2007, no Estado de Sdo Paulo.

Atividades
Postos Acidentes/
UGRHI Comercial | Industrial | Residuos | de Combust. | Desconhecidas | Total
Mantiqueira 0 0 0 7 1 8
Paraiba do Sul | 2 28 1 113 1 145
Litoral Norte 0 0 0 40 2 42
Pardo 1 0 0 18 0 19
Piracicaba/
Capivari/
Jundiai 24 64 17 244 3 352
Alto Tieté 49 151 33 937 5 1175
Baixada
Santista 14 28 12 45 0 99

(continua)
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(continuagdo)

Sapucai/

Grande 0 0 1 19 0 20
Mogi Guagu 3 3 0 25 1 32
Sorocaba/

Meédio Tieté 2 21 3 61 5 92
Ribeira de

Iguape/Litoral

Sul 0 5 0 11 0 16
Baixo

Pardo/Grande | 0 0 25 0 25
Tieté/Jacaré 4 8 1 44 2 59
Alto

Paranapanema | 1 0 0 13 0 14
Turvo/Grande 4 0 58 1 69
Ticté/Batalha | 1 3 0 17 0 21
Meédio

Paranapanema | 4 1 0 13 1 19
Sdo José dos

Dourados 0 0 0 9 0 9
Baixo Tieté 1 1 0 20 0 22
Aguapei 0 0 0 7 0 7
Peixe 1 2 0 8 0 11
Pontal do

Paranapanema | 1 3 1 11 0 16
Total 114 322 69 1745 22 2272

* UGRHI- unidades de gerenciamento de recursos hidricos.
* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto areas_cont _nov_07.pdf, 2007).

A contribuicao de 77% do numero total de dreas contaminadas registradas atribuidas aos
postos de combustiveis ¢ resultado do desenvolvimento do programa de licenciamento
ambiental que se iniciou em 2001, com a publicagdo da Resolugdo CONAMA N° 273 de
2000. No atendimento a Resolugdo e contando com o apoio e sugestdes da Camara Ambiental
do Comércio de Derivados de Petréleo, féorum que congrega técnicos da CETESB e
representantes do setor de combustiveis, da indastria de equipamentos e das empresas de
consultoria ambiental, a CETESB desenvolveu e vem conduzindo esse programa, que dentre
outras acdes, exige a realizagdo de investigagdo confirmatdria, com o objetivo de verificar a
situagdo ambiental do empreendimento a ser licenciado, bem como a realizagdao da troca dos
equipamentos com mais de 15 anos de operagao.

Os principais grupos de contaminantes encontrados nas areas contaminadas foram:
solventes aromaticos, combustiveis liquidos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAHs),

metais e solventes halogenados, conforme pode ser observado na Figura 2.7.
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Tabela 2.4 - Distribui¢des das areas contaminadas nas unidades de gerenciamento de recursos

hidricos — UGRHI, por classificacdo do estado de remediacdo em 2007, no Estado de Sao

Paulo.
Classificacao
Contaminada | Contaminada
UGRHI Remediacao Remediacio com Proposta | sem Proposta | Total
Concluida em de de
Andamento Remediacio Remediacio
Mantiqueira | 0 2 0 6 8
Paraiba do Sul | 5 49 6 85 145
Litoral Norte | 3 19 1 19 42
Pardo 3 5 1 10 19
Piracicaba/
Capivari/ 8 98 27 219 352
Jundiai
Alto Tieté 46 523 77 529 1175
Baixada
Santista 6 53 10 30 99
Sapucai/
Grande 0 5 1 14 20
Mogi Guagu 3 8 16 32
Sorocaba/
Médio Tieté 8 29 1 54 92
Ribeira de
Iguape/Litoral
Sul 0 6 3 7 16
Baixo
Pardo/Grande | 0 7 0 18 25
Tieté/Jacaré 0 16 6 37 59
Alto
Paranapanema | 0 3 1 10 14
Turvo/Grande | 5 28 2 34 69
Tieté/Batalha | 0 3 2 16 21
Médio
Paranapanema | 4 8 2 5 19
Sédo José dos
Dourados 0 2 0 9
Baixo Tieté 0 7 0 15 22
Aguapei 1 0 0 7
Peixe 1 3 0 7 11
Pontal do
Paranapanema | 1 10 1 4 16
Total 94 884 146 1148 2272

* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto _areas_cont _nov_07.pdf, 2007).

* UGRHI- unidades de gerenciamento de recursos hidricos.
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Figura 2.6- Distribui¢des de registros de contaminagdes por atividades em novembro de 2007.

* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto_areas_cont_nov_07.pdf, 2007).

A Figura 2.8 mostra a distribui¢do destas areas quanto ao estdgio de remediag¢do para
todas as atividades listadas anteriormente.

Com intuito de intensificar o gerenciamento de areas contaminadas e agilizar a
implementa¢do das medidas de intervencao foi criado um grupo de trabalho com o objetivo de
revisar e introduzir novas linhas de atuagdo. O novo procedimento foi consolidado pela
diretoria da CETESB por meio da Decisao de Diretoria 103/C/E de 22 de julho de 2007. Apos
estas determinagdes foi observado um aumento consideravel na implementagao de medidas de

remediacao no ano de 2007 em relagdo a 2006, como pode ser observado na Figura 2.9.
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Figura 2.7- Constatagdes de grupos de contaminantes verificados nos locais contaminados em

novembro 2007.
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Figura 2.8- Percentuais de distribui¢des de areas contaminadas, quanto ao estagio de

remedia¢ao em novembro de 2007.

* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas_contaminadas/texto _areas_cont_nov_07.pdf, 2007).

Nas areas que se encontram em remediacdo ou em que a remediagdo foi finalizada,
verifica-se que o bombeamento e tratamento, a recuperacdo de fase livre e extracao
multifasica foram as técnicas mais empregadas no tratamento das aguas subterraneas,
enquanto que a extracdo de vapores e a remog¢do de solo/residuo, destacam-se como as
técnicas mais utilizadas para os solos. As demais técnicas empregadas podem ser visualizadas

na Figura 2.10.
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Figura 2.9- Comparacao entre os percentuais de distribui¢ao de areas contaminadas

quanto ao estagio de remediagao nos anos de 2006 ¢ 2007.
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Técnicas Empregadas

Figura 2.10- Técnicas mais empregadas nas remedi¢des implantadas nas areas contaminadas
em novembro de 2007.
* Fonte: (http://www.cetesb.sp.gov.br/Solo/areas _contaminadas/texto _areas cont nov_07.pdf, 2007).

2.7 — Algumas Técnicas de Tratamento de Areas Contaminadas

Métodos de Descontaminac¢des

Inumeras técnicas para remediagdo de areas contaminadas, vém sendo utilizadas para
diferentes tipos de contaminantes. Para solos contaminados por hidrocarbonetos aplicam-se
principalmente as seguintes técnicas: extra¢do de vapor do solo - soil vapor extraction (SVE),

biorremediacdo, bioventing, biosparging, biopilhas, atenua¢ao natural, multiphase extraction

(MP). Em relagdo aos aqiiiferos contaminados empregam-se geralmente as técnicas: air
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sparging, biorremediagdo, atenuagdo natural, air stripping. A seguir serdo abordadas apenas as

definigdes referentes as técnicas empregadas no tratamento de aqiiiferos contaminados.

a) Air Sparging:

Principio do Sistema

A técnica utiliza a injecdo de ar na dgua subterranea (zona saturada) e sempre devem
estar associadas a uma extragdo de vapores, com objetivo de evitar que o aumento do fluxo de
ar na zona saturada gere a migra¢ao de vapores para ambientes acima do solo.

O air sparging introduz ar no aqiiifero contaminado produzindo borbulhamento da agua
subterranea e volatizagdo. O biosparging injeta ar em menor quantidade, produzindo a
volatizacdo dos compostos em menor escala. O principal objetivo ¢ aumentar a biodegradagao
dos hidrocarbonetos dissolvidos na é4gua subterrdnea pelo incremento da populagdo de
microorganismos aerobios que resulta do aumento da concentra¢do de oxigénio dissolvido

(MOERI et al., 2004).

b) Biorremediacao:

A Dbiorremediagdo tem sido relatada em ser uma remediagdo alternativa
economicamente atrativa para aguas subterrdneas contaminadas por hidrocarbonetos e
também ¢ aplicada no tratamento de solos. A biodegradacao implica na quebra de organicos
soluveis e biodegradaveis por microrganismos naturais na presenga de nutrientes e aceptores
de elétrons disponiveis. Neste processo, os organicos dissolvidos atuam como substrato
enquanto a energia derivada da atividade bioquimica ¢ usada pelos microrganismos para
sobrevivéncia (KALUARACHCHI et al., 2000).

Os microrganismos podem ingerir e digerir as substancias organicas transformando-as
principalmente em dioxido de carbono e agua quando ha conversao total do contaminante. O
desenvolvimento desses microrganismos € consequentemente a eficiéncia do sistema sao
fun¢do da temperatura, quantidade e qualidade de nutrientes e oxigénio. Diferentes
microrganismos podem degradar diferentes substancias.

A biorremediagdo pode ser classificada em duas grandes categorias: in situ e ex situ.
Nas remediacdes in situ, o tratamento do solo ou da dgua subterranea contaminada ¢ feito no
proprio local. Sdo mais eficazes em solos permeaveis, como os arenosos. As medidas

biocorretivas ex sifu consistem em escavar o solo contaminado ou extrair a d4gua subterranea
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por bomba para aplicar o tratamento em outro local. Apresentam uma maior versatilidade para
o tratamento de grande nUimero de contaminantes e tipos de solo

(http://www.tecnohidro.com.br/tecnologia 02.htm, 2005).

¢) Atenuacao Natural:

No processo de atenuagcdo natural, processos de subsuperficie como diluigdo,
volatilizacdo, biodegradacdo, adsor¢do e reagdes quimicas com os materiais presentes em
subsuperficie, permitem reduzir a concentracdo dos contaminantes a niveis aceitdveis de
maneira natural. A atenuacdo natural ndo ¢ uma tecnologia que age sozinha, sem
monitoramento ou acompanhamento. Suas consideragdes requerem modelagem da evolugao
dos contaminantes, taxas de degradacao e refinamento dos modelos de exposigao.

O principio ¢ demonstrar que os processos naturais podem degradar os contaminantes,
reduzindo suas concentragdes a niveis aceitdveis. Amostragens e analises quimicas devem ser
realizadas durante o processo, para se confirmar se a taxa de degradacdo esta condizente com
as metas de remediagao.

A atenuagdo natural ndo ¢ uma “ndo agdo”, embora seja freqiientemente encarada como
se fosse. Esta ¢ largamente utilizada em outros paises; deve ser utilizada para se determinar
concentragdes e tempos de remediacio. E necessaria uma extensa caracterizagdo da area.

Sao informagdes necessarias os dados de solo e agua subterranea; distribui¢do tri-
dimensional da fase livre e residual dos contaminantes, que pode ser usada para definir a
extensdo da pluma dissolvida; dados geoquimicos do solo e agua subterrdnea e as
caracteristicas quimicas dos contaminantes

(http://www .tecnohidro.com.br/tecnologia 02.htm, 2005).

d) Air Stripping:

Air Stripping € um processo fisico de transferéncia de massa considerado como uma boa
tecnologia disponivel para tratar muitos compostos organicos volateis (VOC’s) presentes na
agua subterranea contaminada. O sistema utiliza ar relativamente limpo para remover VOC’s
dissolvidos na 4gua transferindo-os para a fase gasosa. Uma configuragao convencional de Air
Stripping utilizado no tratamento de Aagua subterrdnea ¢ a coluna de stripping. Nesta
configuracdo a dgua subterrdnea contaminada ¢ bombeada para o topo de uma coluna e,

simultaneamente, ar limpo ¢ soprado na base da mesma. O fluxo de ar locado na base da
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coluna sobe por anéis que promovem o stripping no interior da coluna
(http://www.tecnohidro.com.br/tecnologia_02.htm, 2005).

Resta salientar, que poucos processos abidticos mineralizam compostos organicos
complexos, entretanto, transformagdes fisico-quimicas podem ocorrer sinergeticamente com

as transformagdes bioquimicas aumentando desta maneira as taxas de degradagao.

2.8- Microrganismos Envolvidos no Processo de Biodegradacao

A capacidade microbiana em degradar alguns compostos organicos também ocorre em
locais contaminados, mesmo que os componentes sejam completamente xenobidticos (dificil
degradacao) e nenhuma rota metabolica de degradacao natural exista. Existem, pelo menos,
duas rotas naturais principais que resultam em microrganismos capazes de degradar um ou

mais compostos organicos em um determinado local (ROMANTSCHUK et al., 2002):

1) A microbiota nativa se exp0s ao contaminante xenobiotico por um longo periodo,
suficiente para a evolug¢ao genética criar a rota metabolica de degradagdao do composto. Este
tipo de evolucdo acontece constantemente, porém, ¢ relativamente lenta. Como conseqiiéncia,
a degradacdo pode ser ineficiente por causa do baixo nimero celular ou pelo baixo nivel de
atividade microbiana inicial;

2) A microbiota nativa, a qual esta adaptada as condigdes locais, ¢ exposta ao
contaminante xenobidtico. Esta populagdo adquire genes e rotas de degradacdo de
microrganismos advindos de outro local. Nestes casos, pode ocorrer a transferéncia de
material genético por conjugacdo, transdug¢do ou transformacdo. Todos estes processos

ocorrem nos ambientes naturais, porém também sao relativamente lentos.

2.8.1 - Microrganismos Degradadores de Hidrocarbonetos

Desde 1895 tem sido relatada a degradacdo microbiana de hidrocarbonetos, quando
Miyoshi mostrou que ocorria a assimilacdo de parafinas por microrganismos. Em 1905,
Shongen e Kaserer detectaram quase simultaneamente, que ocorria o consumo de metano por
seres microscopicos (BROWN, 1987; PRINCE e SAMBASIVAM, 1993).

Em solo e em 4gua contaminados por hidrocarbonetos sdo encontrados muitos
microrganismos habeis na degradacdo destes compostos, sendo na maioria dos casos, 0s

grandes responsaveis pelo desaparecimento destes nos sitios contaminados (BIELICKA et al.,
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2002; PIEDADE et al., 2000; LAKHA ef al., 2005; TOWNSEND et al., 2004; GOGOI et al.,
2003; GRISHCHENKOV et al., 2000; GRUIZ e KRISTON, 1996).

Apesar das bactérias serem provavelmente as maiores responsaveis pela biodegradacao
de hidrocarbonetos no ambiente, os fungos filamentosos e as leveduras (OUDOT et al, 1987,
MACGILLIVARY e SHIARIS, 1993), as cianobactérias, as algas e mesmo 0s protozoarios
também apresentam capacidade de degradacao (CERNIGLIA e GIBSON, 1979).

Venkateswaram e Harayama (1995), pelo enriquecimento de culturas, isolaram uma
populacdo bacteriana capaz de degradar petroleo bruto verificando, que 28-51% da fragdo
saturada e 0-18% da fragdo aromatica presentes foram biodegradadas por uma cultura mista.
Contudo, quando as culturas foram colocadas puras, nenhuma delas apresentaram melhor
degradacao do que quando estavam consorciadas. As espécies isoladas foram Acinetobacter
sp., Pseudomonas vesicularis, Pseudomonas diminuta, Moraxella sp. , Sphingobacterium sp.
e Ochrobactrum sp..

A fracdo denominada de BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), que ¢
considerada um dos grandes problemas de contaminagdo advindos da gasolina, ¢ relatado na
literatura como compostos capazes de serem consumidos por microrganismos desde 1908,
quando Stormer isolou a bactéria Bacillus hexabovorum por sua capacidade de crescimento
em condic¢des aerobias na presenga de tolueno e xileno (MOERI ef al.,2004).

Lehtomaki e Niemela (1975) avaliaram a biodegrada¢do de hidrocarbonetos no solo
proveniente de um derramamento acidental, pela adicdo de bactérias e leveduras, e
demonstraram que as leveduras, em diferentes estagios de atividade, proporcionaram
nutrientes para a cometabolizagdo de 6leo no solo.

Zobell em seu estudo relacionou mais de 100 espécies representativas de 30 géneros de
bactérias, fungos filamentosos e leveduras capazes de degradar hidrocarbonetos de petréleo
(ATLAS, 1981).

Segundo Leahy e Colwell (1990), os hidrocarbonetos no ambiente sdo degradados
primeiramente pela comunidade de bactérias e fungos. Em ambiente marinho, as bactérias sao
os microrganismos de maior capacidade degradativa. Neste ambiente, os fungos sdo menos
abundantes, aumentando sua populagdao em regides proximas a costa, praias e pantanos.

Os fungos sdo considerados, por vezes, mais eficientes na degradacdo de
hidrocarbonetos, em condi¢des extremas de pH, deficiéncia de 4gua e limitacao de nutrientes,
caracteristicas freqiientemente encontradas em solos. Estudos demonstraram que os géneros

isolados mais comuns sdo Penicillium e Verticillium (ATLAS, 1984).
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Segundo Davies e Westlake (1978), a degradacdo de varios hidrocarbonetos se torna
possivel com a utilizacdo de culturas mistas, sugerindo a cooperagdo de bactérias e leveduras
na degradagao do o6leo cru.

Para Leblanc e Fitzgerald (1990), as bactérias executam melhor a degradacao de
hidrocarbonetos quando se encontram em culturas mistas. O consoércio proporciona ou
promove a degradagdo e até mesmo a mineralizacdo de substancias compostas de uma grande
variedade de hidrocarbonetos, o que segundo Robinson et al. (1990), ndo seria possivel com a
utilizacao de uma cultura pura.

Em uma cultura mista, o produto metabolico pode ser degradado por uma outra espécie
e o ataque de outros microrganismos pode levar a uma completa degrada¢do do produto,
mesmo que dentro da comunidade ndo exista um microrganismo capaz de degrada-lo
totalmente (KATAOKA, 2001).

Deste modo, estudos realizados com cultura mista possuem vantagens sobre estudos
realizados com cultura pura. A primeira e mais importante ¢ que a capacidade biodegradativa
de uma comunidade ¢ muito maior quantitativa e qualitativamente. Segundo, a resisténcia da
comunidade as substancias toxicas pode ser muito maior porque ha uma maior probabilidade
de que um organismo que possa detoxifica-las esteja presente, e finalmente, o fato de que a
mineralizagdo de compostos xenobidticos algumas vezes requer a unido da atividade de
multiplas enzimas (GRADY, 1985).

A Tabela 2.5 apresenta os principais géneros microbianos potencialmente degradadores

de hidrocarbonetos.

Tabela 2.5 - Géneros microbianos hébeis na degradagao de hidrocarbonetos de petréleo.

Bactérias Fungos
Filamentosos Leveduras

Achromobacter | Serratia Acremonium Lulwortria Candida
Acinetobacter Shingomonas Aspergillus Mortierella Debaryomyces
Aeromonas Spirilum Aureobasidium | Mucor Rhodotorula
Alcaligenes Streptomyces Beauveria Oxyoirus Sporobolomyces
Arthobacter Vibrio Botrytis Paecilomyces
Bacillus Xanthomonas Ceriporiopsis Penicilium
Brevibacterium Chrysosporium | Phialophora
Burkholderia Cladosporium Phoma
Chomobacterium Cochliobolus Pleurotus
Comamonas Colorospora Rhizopus
Corynebacterium Coniothyrium Scolecobasidium
Cytiphaga Coriolopsis Scopulariopsis

(continua)
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(continuagdo)

Flavobacterium Cryphonectria Spicaria
Gluconobacter Cylndrocarpon | Sprotrichum
Micrococcus Dendryphiella Tolypocladium
Mycobacterium Drechslera Trametes
Nocardia Fusarium Trichoderma
Pasteurekka Geotrichum Varicosporina
Proteus Glicocladium Verticillium
Pseudomonas Gongronella

Rhodococcus Graphium

Sarcina Humicola

Fonte: TRINDADE (2002), DEL’ARCO e DE FRANCA (1999) e CRAVO JR. (1998).

2.8.2 — Producao de Biosurfactantes

O crescimento celular na presenga de hidrocarbonetos ¢ frequentemente acompanhado
pela emulsificagdao da fonte insoluvel de carbono na fase aquosa (REDDY et al., 1982). Em
alguns casos, isto ¢ devido a indugdo da sintese de agentes emulsionantes extracelulares
destinados a quebra dos hidrocarbonetos (ILORI et al., 2005). Estes agentes emulsionantes
sdo denominados de biosurfactantes.

Os biosurfactantes, surfactantes microbianos sdo moléculas anfipaticas, produzidas por
ampla variedade de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Tem como principal
propriedade a capacidade de diminuir a tensdo superficial e promover a emulsificagdo de
liquidos imisciveis. Os microrganismos com tal capacidade produzem as moléculas de
biosurfactantes utilizando varios substratos incluindo agucares, hidrocarbonetos ¢ residuos
agroindustriais (NITSCHKE e PASTORE, 2002; MESQUITA, 2004).

A emulsdo de compostos como agua e 6leo, que normalmente ndo acontece, devido a
alta tensao de superficie da agua ¢ facilitada pela moélecula do biossurfactante apresentar duas
partes, uma com afinidade por agua e outra por 6leo, e a superficie da bactéria se altera com a
produgdo dessa substancia, facilitando a aderéncia ao hidrocarboneto sem danificar a
membrana. Além disto, o biossurfactante tem a capacidade de estabilizar a gota de 6leo
emulsificada, aumentando a éarea exposta a este. Uma vez aderidas ao Oleo através do
biossurfactante, as bactérias podem formar emulsdes muito pequenas na membrana externa ou
consumir o poluente. Além do emprego para a recuperagdo ambiental, os biossurfactantes sao
utilizados na retirada de metais pesados do ambiente, na perfuracdo e a exploragdo de pogos
de petroleo, na manipulagdo e transporte de combustiveis € em vdrias industrias (alimentos,

medicamentos, cosméticos, materiais de construcao e outras) para formagao e estabilizacao de
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emulsdo e como detergente, dispersante, umectante, espumante e antiespumantes (KREPSKY

et al.,20006).

2.9- Fatores que Afetam o Processo de Biodegradacao

Para que as condi¢des ambientais favorecam a atuagdo dos microrganismos, deve existir
uma boa iteragdo do contaminante com a biomassa e para que possa haver uma maior taxa de
degradacao destes contaminantes as limitagdes metabdlicas devem ser minimas. A seguir
serdo descritos os principais fatores que afetam o processo de biodegradacdo de

hidrocarbonetos em ambientes contaminados.

2.9.1- Condic¢oes de Processo

Para a sobrevivéncia e crescimento microbiano as condi¢gdes de processo sdo de
fundamental importancia. Se as condi¢des de temperatura, adaptacdo a fonte de carbono,
concentracdo celular do indculo, pH, nutrientes, oxigénio e concentragdo de
hidrocarbonetos/solubilidade ndo sdo adequadas, o crescimento e a sobrevivéncia microbiana
serdo afetados de modo adverso. Consequentemente, a biodegrada¢do pode ndo ocorrer em

taxa otima.

a) Temperatura

A temperatura tem uma grande influéncia no crescimento dos microrganismos, uma vez
que todos os processos de crescimento sdo dependentes de reagdes quimicas que sdo afetadas
pela temperatura. A temperatura no interior da célula de um microrganismo ¢ determinada
pelo ambiente externo, pois estes ndo possuem meios de controle de temperatura interna
(ALEXANDER, 1996).

Temperaturas baixas reduzem a fluidez e permeabilidade da membrana celular, o que
inibe a assimilacdo de nutrientes e contaminantes. Temperaturas altas estdo associadas a
atividades enzimaticas mais altas e a taxas de biodegrada¢ao mais rapidas, até um ponto 6timo
que ¢ especifico de cada espécie (MOERI et al., 2004). Os microrganismos psicrofilos
crescem melhor temperaturas de 15 a 25 °C, embora possam crescer em temperaturas mais

baixas. Os mesofilos, que sdao a maioria dos microrganismos, crescem melhor em
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temperaturas que variam de 25 a 40 °C. Os termofilos crescem a temperaturas em torno de 40
a 85 °C, mas eles crescem melhor entre 50 ¢ 60 °C (PELCZAR et al., 1996).

No caso da gasolina, altas temperaturas provocam primeiramente, eliminagdo dos
componentes mais volateis por evaporacdao. Para o 6leo a baixas temperaturas a viscosidade
do mesmo aumenta e a volatilizacdo das cadeias curtas de alcanos ¢ reduzida, o que causa
retardamento dos processos de biorremediacdo (ATLAS e BARTHA, 1972).

O fato de as taxas de biodegradacdo diminuirem com o decréscimo da temperatura &
também explicado pelo decréscimo das taxas de atividade enzimatica. O aumento da
temperatura provoca um aumento das taxas de metabolizacdo dos hidrocarbonetos até o
maximo de 30-40°C (BOSSERT e BARTHA, 1984). Acima da temperatura de 41°C as taxas
de metaboliza¢ao de hidrocarbonetos normalmente sao diminuidas, o que pode ser causado
pela inativagdo de enzimas envolvidas no processo, além de ocorrer a eliminacdo dos

compostos mais volateis por evaporagdo (LAPINSKAS, 1989).

b) Adaptacio a fonte de carbono

Estd bem estabelecido que a etapa de adaptagdo contribui significativamente na boa
performance de comunidades microbianas em degradar hidrocarbonetos, sendo esta etapa
extremamente importante nos processos de biodegradagao (VIEIRA et al., 2007).

Os trés mecanismos pelo qual a adaptagcdo pode ocorrer sdo: (1) indugdo e/ou repressao
de enzimas especificas do processo, (2) alteragdes genéticas que resultam em novas
capacidades metabolicas e (3) enriquecimento seletivo de microrganismos com capacidade de

transformar os compostos de interesse (SPAIN e VAN VELD, 1983).

¢) Concentrac¢ao celular do inéculo

A quantidade de microrganismos ativos iniciais que participam do processo também ¢
um fator que influencia as taxas de biodegradacdo. Microrganismos que sdo capazes
rapidamente de estocar e consumir substrato, na forma mais balanceada tem uma forte
vantagem competitiva sobre outros microrganismos, que ndo apresentam esta capacidade e
podem acelerar o processo de biodegradacdo (LUCAS et al., 2005).

Em processos fermentativos o volume de indculo introduzido no fermentador de
producao esta comumente ao redor de 1/3 de sua capacidade 1til. No entanto, pode variar de

0,5 a 50 %, como assinala Borzani (2001).
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d) pH

Para maioria dos microrganismos envolvidos nos processos de biorremediacdo, a faixa
de pH mais favoravel para seu crescimento estd entre 6,0-8,0 com valor 6timo de 7,0 sendo
que os fungos sdo mais tolerantes as condi¢des acidas (ATLAS, 1988).

Virios trabalhos constataram que houve aumento da taxa de biodegradacdo de
hidrocarbonetos apos a correcdo do pH, para valores proximos a neutralidade (LEAHY e
COLWELL, 1990; DEL’ARCO e DE FRANCA, 1999).

De acordo com Sohrabi e Mogharei (1999), em ambientes com valores extremos de pH
também foi verificado a biodegradagdo dos contaminantes, mas a faixa 6tima mais comum
observada para a biodegradag¢ao de hidrocarbonetos principalmente em solos estd entre 5,5 e

8,5.

e) Nutrientes

Para crescer, todos os microrganismos necessitam de uma variedade de elementos
quimicos como nutrientes. Estes elementos sdo necessarios tanto para a reprodu¢do como para
outras funcdes dos componentes celulares. Eles existem na natureza em uma grande variedade
de compostos, que sdo organicos e inorganicos. Um dos fatores que devem ser observados ¢ o
fornecimento de elementos quimicos essenciais.

Os elementos quimicos incluem os macronutrientes (carbono, nitrogénio e fosforo) e os
micronutrientes (enxofre, calcio, magnésio e outros) (PELCZAR et al., 1996).

Os macronutrientes sdo utilizados para sintetizar seus componentes celulares, tais como
nitrogénio para os aminoacidos e enzimas, fosforo para o ATP (adenosina trifosfato)- que ¢
extremamente importante para o armazenamento e a transferéncia de energia e o DNA. Os
micronutrientes sdo empregados para desempenhar certas fungdes metabodlicas, como algumas
atividades enzimaticas. Neste caso, o enxofre ¢ utilizado para sintetizar algumas co-enzimas,
o calcio para estabilizacao da parede celular e 0 magnésio para a estabilizagdo dos ribossomos
(MOERI et al., 2004).

As bactérias sdo particularmente versateis na utilizagdo de nitrogénio. Ao contrario das
células eucaridticas, algumas bactérias podem utilizar nitrogénio gasoso ou atmosférico para a
sintese celular por meio de um processo chamado fixagcdo de nitrogénio. Outras utilizam

compostos nitrogenados inorganicos tais como nitratos, nitritos ou sais de amonia, enquanto
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algumas utilizam compostos de nitrogénio organico tais como aminoacido ou peptideos
(PELCZAR, 1996).

Em concentra¢des muito baixas de nutrientes, a biodegradagao ¢ efetuada, porém, muito
lentamente, provavelmente em conseqiiéncia da reposicao de nutrientes devido ao reciclo
natural, formacao de nutrientes inorganicos pela lise celular (ALEXANDER, 1994).

Pelo fato, dos sistemas contaminados apresentarem elevada concentracdo de carbono e
baixissimas concentracdes de nitrogé€nio e fosforo, torna-se necessario a adicdo destes
macronutrientes para favorecer o crescimento microbiano e como conseqiiéncia a degradacao
dos contaminantes (LIEBERG e CUTRIGHT, 1999).

Por este motivo, nos processos de biorremediacdo de 4reas contaminadas por
hidrocarbonetos ¢ grande a preocupagao em relagdo a proporgao carbono: nitrogénio (C:N),
pois geralmente quando ocorre um derrame de petrdleo e seus derivados altas relagdes C:N
sdo constatadas. Geralmente, as relagdes obtidas apds tais eventos sdo inadequadas ao bom
andamento da biodegradacdo de hidrocarbonetos, sendo entdo requerida a adi¢do de
nutrientes.

Segundo Paul e Clark (1989), uma razao de C:N:P de 30:5:1 ¢ geralmente suficiente
para assegurar o crescimento microbiano em aqiiferos.

Os valores otimos da relagdo C:N:P tem sido amplamente discutida e proposta na
literatura. Porém tem-se observado que cada sistema em particular, tem sua propria relagao
Otima, pois esta depende do tipo, da concentracdo e da disponibilidade do contaminante ¢ da
habilidade dos microrganismos utilizados em degrada-lo (MARIANO, 2006).

Segundo Jaminson et al. (1975), a adi¢do de nitrogénio e fosforo a amostras de dgua
subterranea contaminada com gasolina estimulou o crescimento de bactérias. Oliveira (2001)
avaliou a relacdo carbono/nitrogénio em solo arenoso contaminado com oOleo arabe e
empregou as seguintes relagdes C:N: 100:01, 100:02, 100:05 e 100:10. A melhor relagdo C:N
estudada foi a 100:10, que promoveu a maior percentagem de remog¢do da fracdo de dleo
remanescente. Observou-se uma degradacdo 100% de hidrocarbonetos lineares
compreendidos entre 10 e 20 atomos de carbono, e de 94,5 a 98% para os demais
hidrocarbonetos compreendidos entre o n-C,; e n-C3p. Em média foi obtido 30% de
biodegradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos: 1-metil-nafaleno, 2-metil-
naftaleno, fluoreno, pireno, criseno, fenantreno, benzo(a) antraceno e benzo(b) fluoretano,
presentes no 6leo cru.

No trabalho de Sousa et al. (2007) foi estudado o bioprocesso de degradacdo do oleo

diesel em meio liquido sintético, empregando a bactéria da linhagem Bacillus cereus em duas
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relagdes C:N de 50:1 e 100:1. As analises cromatograficas revelaram que os maiores
percentuais de degradacdo dos constituintes do 6leo diesel pelo Bacillus cereus UFPEDA 805
ocorreram para o meio com a relagdo C:N de 100:1, ocorrendo uma degradagdo superior a
60% para todos os hidrocarbonetos alifaticos analisados, sendo que os trés constituintes mais
biodegradados do 6leo diesel foram: nonano (100%), decano (94%) e undecano (80%), ap6s 7
dias de processo.

Villela et al.(2007) em seu estudo de bioprocesso de degradagdo do querosene em meio
liquido sintético, empregando a bactéria da linhagem Bacillus cereus em duas relagdes C:N de
50:1 e 100:1, obtiveram como melhor resultado a relacdo de 50:1. Esta relacdo proporcionou
degradagdes de 90% de nonano, 41% de decano e 100% de octano, apds 7 dias de processo.

Vale salientar, que a presenca de nitrogénio e fosforo em concentragdes muito elevadas
pode causar efeito inibitorio de mineralizacdo de hidrocarbonetos, como demonstrado por
Morgan e Watkinson (1990) em tratamento de solo contaminado com gasolina. O aumento na
concentragdo destes nutrientes resultou na reducdo da taxa de degradagdo, devido a nao
adaptacao dos microrganismos a grande quantidade de nutrientes.

Pode-se observar, que para se obter maiores degradacdes dos contaminantes em
qualquer meio solo ou liquido, deve-se avaliar bem as condi¢des para que o tratamento se

torne eficiente.

f) Oxigénio

O diéxido de carbono e o oxigénio sdo os dois gases principais que afetam o
crescimento de células microbianas. No processo de biodegradagao o oxigénio ¢ um fator que
influéncia, pois sua presenca ¢ fundamental em processos aerdbios e inibitdrios nos processos
anaerobios (PELCZAR et al., 1996). Portanto, a escolha do processo de tratamento (aerdbio
ou anaerobio) vai depender do tipo de microrganismo empregado no tratamento e das
condi¢des operacionais.

O oxigénio ¢ usado pelos microrganismos nao somente como aceptor final de elétrons
na respiracdo aerdbica, mas também como um substrato nas reacdes de biodegradagao
catalisadas por enzimas denominadas oxigenases. E um parametro essencial se a via aerébica
for utilizada para a degradacdo do contaminante (BOOPATHY, 2000; ATLAS, 1991;
LEAHY e COLWELL, 1990).

A Figura 2.11 apresenta o esquema simplificado da degradagdo aerdbia de uma

substancia organica por microrganismos.
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Figura 2.11 - Esquema da degradagao de uma substancia organica por um microrganismo.

Fonte: Mello, (2007).

Os hidrocarbonetos saturados e os hidrocarbonetos arométicos sdo compostos que
exibem pouca reatividade quimica e, por muitas décadas, pensava-se que s6 poderiam ser
biodegradados na presenca de oxigénio livre. Contudo, durante a tultima década foi
estabelecido que varios microrganismos sdo capazes de degradar estes hidrocarbonetos sob

condi¢des estritamente andxicas (WIDDEL e RABUS, 2001).

Ainda hoje, muitas das estratégias de biorremediacdo de hidrocarbonetos de petroleo
sdo baseadas em processos aerobios, que embora efetivos, apresentam custos elevados por
conta do suprimento de oxigénio comparativamente com o0s processos anaerobios. A
predominancia das tecnologias aerdbias estd relacionada a observacgdes historicas de que os
primeiros passos da biodegradagdo de hidrocarbonetos por microrganismos envolvem a
oxidagdo do substrato por oxigenases e pelo fato do oxigénio ser um fator limitante em muitos

ambientes naturais (BOOPATHY, 2004).

2.9.2 - Limita¢oes Metabdlicas

Virias sdo as barreiras metabolicas que podem vir a limitar a degradacdo, desde que
assumidas as condi¢des ambientais adequadas e que os contaminantes estejam acessiveis
(MOERI et al., 2004). A seguir encontra-se descritos as principais barreiras metabolicas.

a) Caracteristicas estruturais

A inabilidade das enzimas degradativas de metabolizar componentes xenobidticos,

devido as caracteristicas estruturais ¢ uma barreira a biodegradagdo. Segundo Atlas (1991), a
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ordem decrescente de susceptibilidade dos hidrocarbonetos ao ataque microbiano ¢ dada por:

alifaticos, ramificados, aromaticos de baixo peso molecular, ciclicos e poliaromaéticos.

b ) Cometabolismo

De acordo com Boopathy (2000), o cometabolismo pode ser definido como o
metabolismo de um composto que ndo serve como fonte de carbono e energia, o qual s6 pode
ser alcancado na presenca de um substrato primario (indutor enzimatico).

Segundo Haws et al (2006), no cometabolismo normalmente se produz meras
modificacdes das moléculas, o que pode resultar numa diminuicdo ou num aumento da
toxicidade e pode ocorrer uma degradacao posterior, mediante a acdo combinada de diferentes
microrganismos.

Embora o cometabolismo aumente a biotransformagao de alguns compostos, as taxas de
degradacdo sdo tipicamente baixas e sujeita a inibicao pelo substrato primario. Em adicdo ao
efeito do primeiro substrato sobre a degradacdo cometabolica, os cometabolitos podem
suprimir a taxa de biodegradagdo do substrato de crescimento por inibigdo competitiva e
aumentar a taxa de decaimento de biomassa, podendo resultar em efeitos toxicos dos produtos

de transformac¢ao cometabdlica (HAWS et al., 2006).

¢) Inibicdo do metabolismo

A presenga de petrdleo e seus derivados em niveis toxicos para os microrganismos €
vastamente relatada na literatura (DEL’ARCO e de FRANCA, 2001; BOOPATHY, 2000;
DAVIS e MADSEN,1996; LEAHY ¢ COLWELL, 1990).

Durante o metabolismo do contaminante pode ocorrer a producdo de componentes
toxicos que inibem a degradacdo. Alguns destes produtos podem ser produtos da degradacao
parcial que acumulam e se tornam mais toxicos do que o proprio contaminante. Estes
compostos toxicos podem ser letais tanto para os microrganismos degradadores como também
para outros microrganismos (DORN e SALANITRO, 2000).

Muitos residuos industriais e locais poluidos contém misturas de diferentes
componentes quimicos organicos e inorganicos. Contaminantes diferentes, quando juntos,
podem interagir e afetar a biodegradagdo. A presenca de diferentes componentes organicos
toxicos em um Unico meio pode vir a inibir a biodegradagao, embora quando individualmente,

cada um possa ser degradado (PROVIDENT et al., 1993).
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Ururahy et al. (1999) no estudo de tratamento de borras de 6leo geradas na industria de
petroleo, quando empregada uma concentracdo de 10% (v/v) de borra de odleo (com
microrganismos nativos - cultura mista) apresentou uma baixa eficiéncia quando comparada a
condicdo empregada de 5% (v/v) de borra de dleo.

Outro fator que afeta o processo de biodegradagdo e que pode ocasionar a inibicdo do
metabolismo ¢ a presenga de multiplos substratos. Isto geralmente reduz as taxas de
biodegradacgao intrinseca dos componentes individuais. Esta possivel inibi¢do resulta de mais
moléculas de substrato concorrendo pelos sitios ativos. Para substratos homologos
(compostos com rotas metabolicas similares) a inibigdo € tipicamente competitiva, isto €, um
substrato liga a uma enzima para formar um complexo enzima-substrato, que bloqueia outros
substratos impedindo a formagdo de um complexo com a enzima, mas a inibi¢do nao
competitiva (noncompetitive) ou sem competi¢do (uncompetitive) sao também possiveis. A
inibicdo ndo competitiva ocorre quando dois compostos independentes ligam-se a mesma
enzima, diminuindo a taxa de consumo total. Inibicdo sem competi¢do ¢ semelhante a nao
competitiva exceto, que o segundo substrato (o inibidor) pode ligar a uma enzima complexada
com o primeiro substrato, mas ndo em uma enzima livre (COPELAND, 1996; REARDON et
al.,2002; ALVAREZ-COHEN e SPEITEL, 2001).

2.10- Metabolismo de Degradaciao de Hidrocarbonetos

Estudos metabdlicos foram implementados sobre as rotas metabdlicas de biodegradagao
aerdbica para alcanos, cicloalcanos e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (PAH)
(JUHASZ e NAIDU, 2000; CERNIGLIA, 1997; SUTHERLAND, 1992) e mais
recentemente, os mecanismos do catabolismo anaerdbio dos hidrocarbonetos (SPORMANN e
WIDDEL, 2000; LOVELY, 2000; WIDDEL e RABUS, 2001).

De acordo com Van Hamme et al. (2003), mais significativamente, através do
desenvolvimento e aplicagdes de técnicas moleculares, o estudo dos processos de catabolismo
tem avancado substancialmente, e muitos mecanismos cataliticos novos estdo sendo
caracterizados. A abordagem molecular tem também contribuido para a caracterizacdo mais
detalhada da estrutura da membrana da bactéria.

Por via aerobia, a primeira etapa de biodegrada¢do consiste na oxidacdo do
hidrocarboneto, que ¢ promovida por enzimas oxigenases. Nesta via o oxigénio ¢ utilizado

como aceptor final de elétrons e os produtos finais sdo, principalmente, CO, e H,O. Na
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respiragdo anaerdbia substratos inorganicos desempenham a funcdo de aceptores finais de
elétrons, sendo que o CO, ¢ reduzido a metano, sulfato a sulfeto, nitrato a nitrogénio
molecular ou ion aménio (URURAHY, 1999 apud ENGLER e KENZIE).

A seguir, serdo apresentados os principais aspectos bioquimicos envolvidos na
biodegradacao dos hidrocarbonetos especificos, segundo Van Hamme et al. (2003).

Substancias organicas sdo degradadas no ambiente por meio de diversas transformagdes
bem caracterizadas. A molécula organica ¢ transformada (degradada) por enzimas que
residem dentro da parede celular da bactéria. Cada transformacao ¢ realizada por uma enzima
especifica, muitas vezes associada com um microrganismo especifico. O processo envolve a
adsor¢cdo da molécula organica dentro do sitio ativo da enzima, que entdo adere sobre a
molécula, cataliticamente adicionando ou removendo atomos de hidrogénio e oxigénio para o
substrato organico.

O volume e a forma dos substratos organicos determinam se a molécula ajustara ou ndo
dentro do sitio ativo da enzima. Entretanto, ligeiras modificagdes na estrutura molecular irdo
alterar fortemente a habilidade para transformar as moléculas organicas.

O processo interagdo enzima/substrato transforma as moléculas organicas. Embora haja
muitas substincias quimicas organicas, hd basicamente duas rotas de degradacao.

O aspecto comum de ambas as rotas de degradagdo ¢ a adicdo de uma fungcdo —OH
(grupo hidroxila) a molécula. O primeiro passo na quebra das substincias organicas ¢
adicionar o -OH a molécula. O passo que se segue a adigdo da hidroxila depende se a
molécula ¢ aromadtica ou se ¢ uma série de hidrocarbonetos aliféaticos.

A Figura 2.12 mostra o esquema da rota metabdlica de hidrocarbonetos alifaticos. Pode-
se observar por esta figura, que o primeiro passo na degradacdo de uma série de
hidrocarbonetos alifaticos ¢ a insercdo de um grupo de hidroxila sobre um terminal do
carbono metil. Isto pode ser considerado a inser¢do de um atomo de oxigénio dentro de uma
ligagdo carbono-hidrogénio. Este produto resultante ¢ denominado de dlcool. O segundo passo
envolve a perda de dois atomos de hidrogénio, formando um aldeido. O terceiro passo
envolve a oxida¢do do carbono terminal, nesta hora passa de um aldeido a um &cido
carboxilico. Na B oxidagdo, o acido carboxilico ¢ reduzido em comprimento por dois a&tomos
de carbono formando um novo, uma série mais curta de acido carboxilico e duas moléculas de
CO,.

A molécula mais simples nesta classe de compostos € o benzeno. Ao benzeno adiciona-
se oxigénio em uma das ligacdes de duplas, carbono-carbono para a forma epdxido (nome

comercial de matéria plastica). O epdxido entdo reage com a agua para formar uma molécula
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chamada 3,5 cicloexadieno-1, 2-diol. Em alguns microrganismos, o intermediario diol pode
ser formar diretamente sem produzir o composto epdxido. Uma vez formado, o intermedidrio
ciclohexadieno ¢ convertido a uma molécula aromatica contendo dois grupos de hidroxila
adjacentes (catecol). O catecol ¢ degradado pela rota a 4cidos acéticos e succinico, como

mostra na Figura 2.13.
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Figura 2.12- Rota de degradagao de hidrocarbonetos alifaticos.

Compostos que contenham componentes ambos alifaticos e aromaticos sdo degradados
seqliencialmente, com a porgao alifatica sendo degradada primeiro. A por¢do alifatica sera
quebrada com dois carbonos ao mesmo tempo (pelo processo de P-oxidacdao) até ser
removido. O produto final antes de o anel aromatico ser degradado ¢ um acido carboxilico. O
acido carboxilico é entdo transformado a 3,5 ciclohexadieno- 1,2- diol, antes de ser

convertido a catecol. A degradacdo do catecol ¢ realizada pela rota mostrada na Figura 2.14.
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Figura 2.13- Rota metabodlica de composto aromatico: benzeno.

O tolueno (metilbenzeno) ¢ a molécula mais simples que ilustra os compostos que
contem componentes ambos alifaticos e aromaticos. A Figura 2.14 mostra a rota metabolica

deste tipo de composto.
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Figura 2.14- Rota metabodlica de composto aromatico: tolueno.

O naftaleno ¢ o hidrocarboneto poliaroméatico mais simples. A degradagdo do naftaleno
ocorre em um anel, formando uma substancia que ¢ analoga a 3,5-ciclohexadieno-1,2- diol.
Esta substiancia é dihidroxinaftaleno, 1,2- dihidroxinaftaleno, sendo entdo transformado a
acido salicilico que ¢ entdo modificado a catecol. O catecol entdo segue a sua rota
proporcionando produtos finais de degradagdo tais como acido acético e succinico. A Figura

2.15 apresenta a rota de degradacao do naftaleno.
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Figura 2.15- Rota metabolica de hidrocarbonetos poliaromaticos: naftaleno.

2.11 — Planejamentos Experimentais

O planejamento experimental €, por defini¢do, a especificacdo detalhada das operagdes

experimentais que devem ser realizadas. Constitui uma ferramenta estatistica que pode ser

utilizada para otimizar as grandezas de interesse, determinar as variaveis influentes sobre

essas grandezas, eventualmente das suas interacdes € minimizar os efeitos da cariabilidade

sobre o desempenho de um processo. Este planejamento permite ao experimentador diminuir

o numero de ensaios, estudar um numero consideravel de fatores, detectar as interagdes entre

as variaveis estudadas, detectar os valores Otimos destas variaveis, melhorar a precisdo dos

resultados e otimizar os resultados (MONTGOMERY, 1999).
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2.11.1 — Planejamento Experimental Composto Central

Para a realizacdo de todos os estudos desenvolvido neste trabalho, foi adotado o
planejamento composto central (PCC).

Planejamentos compostos centrais sdo planejamentos fatoriais de 1* ordem aumentados
por pontos adicionais para permitir a estimagdo dos pardmetros de uma superficie de 2°
ordem.

Este planejamento ¢ composto de um planejamento fatorial 2" ou fatorial fracionario

(niveis codificados -1 e +1) aumentado pelos seguintes pontos:

0 0 0 e 0
-a 0 0 e 0
+a 0 0 e 0
0 -a 0 e, 0
0 +a 0 e 0
0 0 SO e 0
0 0 FO e, 0
0 0 0 e -0
KO 0 0 o, _HIJ

A representacao matematica ¢ dada da seguinte forma:

2%+ npt 2%k 2.1)

Sendo:
k- niimero de variaveis de estudo

ny- numero de réplicas no ponto central.

Para o caso da aplicagdo de um planejamento composto central com 3 variaveis de
estudo, a formula anterior (1) dara 23+2+2%3= 16, 16 experimentos a serem realizados ao
adotar duas réplicas no ponto central.

Para a realizacdo destes experimentos foi seguido o seguinte esquema do planejamento,

de acordo com a Figura 2.16, ao ser definido os niveis -1, +1, 0, +a e -0 das variaveis

estudadas.
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+1 -1 -1 ~N

-1 -1 +1

-1 +1 -1

-1 +1 +1 )

1 1 1 > Planequer}(to
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+1 +1 -1

+1 +1 +1 _J

-0 0 0

+a 0 0

0 -o 0 Pontos Axiais
0 +a 0 2.K

0 0 -0

0 0 +o

8 8 8 } Pontos Centrais

Figura 2.16 — Esquema do planejamento composto central.
2.11.2 — Padrao da Analise Estatistica de Respostas PCC

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando-se o programa Statistica 7.0, no qual
foi realizada uma analise de regressdo multipla, pelo método dos minimos quadrados, para
cada uma das respostas, tendo como parametros, os termos isolados, de interacdo e
quadraticos das trés variaveis estudadas. A equagdo empirica de 2* ordem proposta para

representar cada uma das respostas segue a seguinte forma:

Y =Bo +aX; + bX, + cXz + eX;Xa + X, X3 + gXoX; + hX, + X, +jX5°
(2.2)

Sendo:
Y = resposta estudada;
Bo= valor médio da resposta;
a,b,c,...J = constantes ou pardmetros da equagao;
X = variavel estudada 1;
X, = variavel estudada 2;
X3 = variavel estudada 3.

A esta equacdo sdo aplicados os resultados obtidos e feita uma avaliacdo estatistica da

estima¢do dos parametros por meio dos valores de t de Student para cada um, sendo
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eliminados aqueles com nivel de significancia (p) superior a 10%, ou seja, as varidveis
relacionadas a estes sdo consideradas nao relevantes quando p superior a 10%. Os parametros
nao significativos sdo eliminados, obtendo-se assim, uma equacdo que representa os efeitos
das variaveis na biodegradacdo do efluente e que determina qual das varidveis mais afeta a
resposta. O valor do R’ca comparac¢do entre F calculado e F tabelado sdo utilizados para
constatagdo da significancia ou ndo do modelo (FELIPE, 1999).

Com o objetivo de verificar o comportamento da resposta estudada, isto €, se ela
apresenta ponto de maximo, de minimo ou ndo apresenta nem ponto de maximo e¢ nem de
minimo (ponto de sela) é necessario descobrir o ponto estaciondrio.

Os pontos estaciondrios sdo obtidos pela derivada da equacdo da resposta Y pela

variavel Xy, isto €:

0Y/0X;=0Y/0X;=...=0Y/0Xx=0
(2.3)
sendo, Y = bg+x’b + x’Bx
0Y/0X =0/0X[by+x’b+x’Bx]=b+2Bx=0
(2.4)
sendo, by o termo independente;
x’b sdo os termos de 1* ordem na fungao de resposta;
x’Bx ¢ a contribuig¢do quadratica.
Desta maneira, o ponto estaciondrio sera dado por: Xo = - (1/2) B'b, em que B é a

matriz (k x k) na qual a diagonal é composta pelos coeficientes dos termos quadraticos da
equagdo e os termos fora da diagonal sdo correspondentes aos coeficientes das interagdes
divididos por 2 (ex: aj; € ay; correspondem ao coeficiente da interagdo X;X;). A matriz b ¢
uma matriz coluna composta pelos coeficientes associados as varidveis isoladas (varidveis
lineares).

O ponto estaciondrio (Xo) pode ser:
* Um ponto onde a superficie atinge um maximo;
* Um ponto onde a superficie atinge um minimo, ou
* Um ponto nem de maximo, nem de minimo = Ponto de sela (saddle point).

Porém, podem existir problemas relacionados a estes pontos estacionarios:

*

Pode existir uma regido de maximo e nao um ponto de maximo;

*

Pode ser que o ponto estacionario esteja fora da regido experimental.
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Para determinar a natureza desse ponto estaciondrio ¢ necessario fazer uma analise

canoOnica, que considera uma translagcdo da superficie de resposta da origem (X, Xy, ..., Xk) =
(0,0, ..., 0) para o ponto estacionario Xy (Figura 2.17). Dai a funcao de resposta ¢ formulada
em termos de novas variaveis, wi, Wy, ... , W.
W,
X a
Wi
X

Figura 2.17 — Translacao da superficie de resposta da origem para o ponto estacionario.

Entdo, obtém-se a fungdo de resposta em termos das novas varidveis:

2 2 2
Y =yot+t Aiwi” +howy” + o+ owy”, (2.5)

Sendo:

yo: € a resposta estimada no ponto estacionario e, A, Ay, ... , Ak s30 constantes.

Os sinais dos A’s e a grandeza dos A’s ajudam a determinar a natureza do ponto
estaciondrio e, a relacdo entre os w’s € os X’s também sdo importantes, pois indicam ao

pesquisador regides tuteis para exploragao.

Quando A1 <0, sendo 1 = 1,2,....k, movimentados em qualquer direcao a partir do ponto
estacionario, proporcionaria um decréscimo de Y, isto é, o ponto estacionario Xo ¢ um ponto
de resposta maxima da superficie ajustada. Se Ai > 0, o ponto estacionario xo ¢ um ponto de
minimo para a superficie ajustada e, se os A’s tém sinais diferentes, o ponto estacionario X
ndo ¢ nem ponto de maximo, nem de minimo.

A obtencdo dos pontos estacionarios e a analise canonica dos dados para célculo dos
pontos de maximizagdo das respostas sdo realizados utilizando um algoritmo no software

Maple V Release 4.



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

3.1- Matéria-Prima: Efluente Contaminado

O efluente contaminado empregado neste estudo foi gerado em terminais de distribuigdo
de combustiveis (6leo diesel e gasolina) como resultado de lavagens dos patios e da parte
externa dos caminhdes responsaveis pelo transporte destes combustiveis.

O efluente foi coletado periodicamente em uma lagoa situada nos fundos do terminal,
conforme mostra a Figura 3.1, e armazenado em galdes de 50 litros, sob refrigera¢do a 4°C.

As amostras deste efluente foram coletadas de acordo com a norma da ABNT/NBR

9898 (1987)- Preservagao e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores.

Figura 3.1 - Lagoa mostrando a canaleta e o bocal de descarga do efluente na mesma.
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3.2— Fonte dos Microrganismos Empregados

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas quatro culturas, sendo, uma
cultura mista (C;) e trés linhagens de espécies conhecidas, sendo elas: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa
PATC.

A cultura mista denominada de C; foi isolada do solo contaminado de uma lagoa, que
recebe como efluente gerado a 4gua de lavagem do patio do terminal de combustivel, onde ha
derrames eventuais de gasolina e 6leo diesel, conforme mostra a Figura 3.2 (VIEIRA ef al.,
2007). A cultura Pseudomonas aeruginosa PATC foi isolada do mesmo solo da lagoa citada
anteriormente. As culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 foram obtidas de um banco de cultura gentilmente cedido pela

Fundacao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).

Figura 3.2 — Localizagao das lagoas de efluente do terminal de combustivel na Fazenda Rio

das Pedras, de onde foram obtidas as amostras dos solos.
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3.3 — Adaptacio das Culturas ao Efluente Sintético — Prévia Adaptacao

3.3.1 — Efluente Sintético para Prévia Adaptacao

Como a cultura C, ja havia passado por uma pré-adaptacdo utilizando efluente sintético
(VIEIRA, 2004), iniciou-se neste trabalho a adaptagdo prévia das culturas puras empregando
0 mesmo procedimento descrito por Vieira (2004).

As culturas puras foram cultivadas em meio inorganico adicionado de extrato de levedo
para fortalecimento das mesmas, cuja composi¢ao estd listada na Tabela 3.1. Para formacao
do efluente sintético foram adicionados a este meio (Tabela 3.1) as concentragdes de
combustiveis, gasolina e 6leo diesel, na proporcao de 1:1 em v/v.

A densidade microbiana foi aumentada, devido a cultivos sucessivos em concentragdes
crescentes de combustiveis realizados a cada 48 horas durante 12 dias a 30 £ 1°C e 150 rpm.
A concentracdo méaxima de combustivel suportada pelas culturas em efluente sintético foi de
2% de gasolina e 2% de 6leo diesel (volume/volume). Vale salientar, que foi denominado de
efluente sintético o meio mineral com o extrato de levedo adicionado das concentracdes da
mistura 6leo diesel e gasolina. Antes da adicdo da mistura de combustiveis o pH do meio foi
ajustado na faixa 7-7,2 com solugdo de NaOH e HCl a 0,1 N e posteriormente esterilizado a

110°C durante 20 min.

Tabela 3.1 - Composi¢cdo do meio inorganico (M;) adicionado de extrato de levedo para

adaptagdo prévia.

Componentes (M;) Concentracio (g/L)
K>HPO, 0,5

KH,PO4 1,4

NH4NO; 1,0

MgSO4.7H20 0, 1

CaCl,.2H,0 0,02

MnSO4. H,O 0,03

Extrato de levedo 2,0

3.3.2 — Manutencio das Culturas Puras e Mista Apds Adaptacio

As culturas foram mantidas 4 4 + 1°C no efluente sintético a 2% de combustiveis, apos
crescimento a temperatura de 30 £ 1°C por 48 horas.
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3.3.3 — Meio de Cultura Utilizado no Isolamento dos Microrganismos Presentes na

Cultura Mista
O isolamento das culturas bacterianas presentes na cultura mista foi realizado de acordo
com o método descrito por Cunha e Leite (2000), sendo modificado para as condi¢des deste

estudo. A composicao do meio (M;) empregado para o isolamento esta listada na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Meio de cultivo utilizado no isolamento dos microrganismos.

Componentes M, Concentracio g/L.
NacCl 5,0
K,HPO4 1,0
NH4H,PO, 1,0
(NH4),SO4 1,0
MgSO4.7H20 0,2
KNO; 3,0
Agar - Agar 20

Ap0s a adaptacdo da cultura C; ao efluente sintético descrito no Item 3.3.1 foi realizado
um plaqueamento utilizando o método de espalhamento do indculo na superficie da gelose. O
in6culo foi adicionado em placas contendo o meio mineral M; e a mistura de combustivel
(6leo diesel e gasolina -como unica fonte de carbono), em papel de filtro localizado na parte
interna da tampa da placa. A incubagao foi feita por 7 dias a 30 = 2°C.

Foram isolados os principais microrganismos capazes de crescer na presen¢a da mistura

de combustiveis como fonte de carbono.

3.3.3.1 — Identificacdo dos Microrganismos

Os microrganismos isolados foram identificados pelo Laboratério de Enterobactérias da

Fundagao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) por meio de Bioquimica Classica.

3.4 — Caracterizacio do Efluente

As seguintes analises foram realizadas para a caracterizagdo do efluente de acordo com
a Standard Methods (1998): a demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada segundo a
metodologia de refluxo fechado pelo método titulométrico; demanda bioldgica de oxigénio

(DBO); nitrogénio total pelo método Kjeldahl e fésforo total pelo método colorimétrico por
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reducdo com acido ascorbico. A caracterizacdo em relagdo ao carbono orgénico total (TOC)
foi realizada pela técnica de combustdo catalitica a alta temperatura, empregando o aparelho
Rosemount Analytical Dohrmann Division, modelo DC-190.

A andlise de 6leos ou graxas pelo método gravimétrico modificado (Macedo, 2003). E a
dosagem de hidrocarbonetos totais de petrdleo (TPH) foi realizada segundo metodologia

descrita por Vieira et al. (2007).

3.5 — Adaptacao das Culturas ao Efluente in natura

Apds uma pré-adaptacdo das culturas estudadas (puras e mista) em efluente sintético, 10
mL destas culturas crescidas neste meio foram adicionadas em erlenmyers de 500 mL,
tampados com rolhas de borracha (rolhas adaptadas) contendo 100 mL de efluente
contaminado. A este sistema (cultura + efluente contaminado) foi adicionado as seguintes
substancias em g/L: 1,2 fertilizante nitrato de amonio (0,396 g/L. de N- marca Bunge); 5,0
fertilizante superfosfato simples (0,393 g/LL de P - marca Bunge) e 2 de extrato de levedo
(marca Merck). Os fertilizantes citados anteriormente foram empregados como fontes de
nitrogénio e fosforo.

O pH foi ajustado para 7,0 e a densidade microbiana foi aumentada por cultivos
sucessivos a cada 96 horas durante 24 dias, empregando as mesmas condi¢des descritas
anteriormente. Nesta etapa, foi acompanhado o crescimento de biomassa das culturas
estudadas.

As condigdes experimentais adotadas foram temperatura ambiente de 30 + 2°C e
agitacdo de 150 rpm em mesa oscilatéria. Em intervalo de 48 horas foi realizada a aeragao do
meio no fluxo laminar pela retirada da tampa de borracha e ligeira agitagdo manual por 3
minutos.

Os microrganismos mais abundantes presentes na cultura C; depois de adaptada ao

efluente foram devidamente isolados e identificados, conforme descrito anteriormente (item

3.3.3).
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3.6 — Padronizacio dos Indculos Utilizados nos Reatores para o Estudo da Cinética de

Biodegradacio do Efluente Contaminado

As padronizacdes dos inoculos foram realizadas, apoés 96 h de biodegradacao,
conduzidos nas mesmas condi¢des operacionais mencionadas no item 3.5. Para isto, aliquotas
de 50 mL foram centrifugadas a 12500 rpm (corresponde a um campo centrifugo relativo de
18900 g) para remocao das células.

Estas células removidas foram separadas do sobrenadante e pesadas antes e apds a
secagem da biomassa. Desta forma foi realizada uma relagdo entre massa seca e massa umida
de célula de forma a manter a concentracao inicial de biomassa de 0,3 £ 0,09 g/L em massa
seca. Esta padronizacdo foi empregada nos estudos de determinagdo da cinética e na
substituicdo de extrato de levedo por levedura cervejeira autolizada (LCA). Para a realizacao
do planejamento composto central (PCC), a relagdo citada anteriormente foi utilizada como

referéncia, visando obter a concentragdo de inoculo adotada para cada experimento.

3.7 — Estudo da Cinética de Crescimento Celular e Biodegradacio de Efluente
Contaminado (Efuente in natura adicionado de fertilizantes) Empregando

Culturas Puras e Mista

Os experimentos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL, tampados com rolha de
borracha, para evitar a perda dos hidrocarbonetos mais leves. Aos reatores contendo 100 mL
de efluente foi adicionado os fertilizantes ¢ o extrato de levedo nas mesmas concentragdes
mencionadas no Item 3.5 e foram inoculados com uma concentracdo de ino6culo em peso
umido correspondente a aproximadamente 0,3 £ 0,09 g/L de massa seca (item 3.6).

O sistema foi incubado durante 42 dias nas mesmas condi¢des operacionais adotadas na
etapa de adaptagdo (item 3.5).

Para determinar o potencial de biodegradacao dos contaminantes foram realizadas
analises de hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) e crescimento de biomassa. As amostras
dos reatores foram retiradas diariamente até o 7° dia e apds este tempo a cada 7 dias de
processo para as respectivas analises.

Para cada condicao estudada foram utilizados reatores em triplicata e a cada dia de
operagdo um reator era sacrificado para realizacao das analises de TPH e crescimento celular.
Para todos os ensaios foram realizados testes controle (sem adi¢do de microrganismo) visando

determinar as perdas abidticas.
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3.7.1- Modelagem Matematica

Balangos de massa para o crescimento celular e consumo de substrato foram realizados
nos reatores em sistema batelada para estabelecer a formulagdo matematica. Para a cinética do
crescimento celular foi empregado o modelo logistico ndo estruturado descrito por Bailey
(1986) apud Verhulst-Pearl, (Eq. 3.1). E para a degradacdo dos combustiveis, a equacao
proposta utilizou como referéncia a equagao desenvolvida por Luedeking Piret (1959) levando
em consideracao apenas o termo referente ao consumo de substrato para crescimento celular,
desprezando assim o termo referente 8 manutenc¢do por se tratar de um sistema em batelada, o

que ndo pode ser realizado em sistemas continuos (Eq. 3.2).

dX X

i X! 1-

r ( X*j (3.1)
_as_ 1 ax

dt v, dt (3-2)
Sendo:

Umax —Velocidade especifica méxima de crescimento (T'l)
X" - ParAmetro de crescimento celular estacionario (ML)
S — Concentragdo de hidrocarbonetos totais de petroleo — TPH — (ML)

X - Concentragdo de biomassa (ML)

-1
Yy - Rendimento do crescimento celular em relacdo a degradacdo de TPH (M .M )

Os valores dos parametros (iuqy., X e Yyss) foram calculados a partir dos resultados
experimentais de ensaios efetuados sob condi¢cdes controladas. Utilizou-se a técnica de
regressao nao-linear, empregando o algoritmo de resposta multipla (MARQUARDT, 1963). A
integragdo do conjunto de equagdes diferenciais para o calculo dos parametros (por ajuste dos
dados experimentais) foi realizada com auxilio do método de Runge-Kutta de quarta-ordem.
A identificacdo paramétrica foi ilustrada pela correlagdo, entre os valores experimentais € 0s

fornecidos pelo modelo.
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3.8 — Estudo da Substituicio da Adicdo de Extrato de Levedo por Levedura Cervejeira
Autolizada (LCA) Empregando as Culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
e Mista C,

Esta etapa do estudo foi realizada apds a cinética de biodegradacao (Item 3.7) e teve
como finalidade a substituicdo da adicdo de extrato de levedo por levedura cervejeira
autolizada (LCA), visando a reduc¢do dos custos do processo.

Neste estudo foram empregadas as culturas que apresentassem maiores valores de
remogao de TPH (consumo de hidrocarbonetos) ao final do processo.

Os experimentos foram conduzidos em erlenmyers de 500 mL, contendo 100 mL do
efluente apos a adic¢ao dos fertilizantes, nas mesmas concentracdes utilizadas no Item 3.5. E as
concentragdes de levedura cervejeira autolizada (LCA) adicionadas em cada reator foram em
g/L: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0. O sistema foi inoculado com 0,3 £ 0,09 g/L das respectivas
culturas em cada reator.

O tempo de operacao adotado foi de 14 dias, sob as mesmas condi¢des experimentais ja
mencionadas anteriormente (item 3.5).

As amostras foram coletadas nos reatores para a realizagdo das analises de TPH e
crescimento celular. Para as analises de TPH foram retiradas amostrasem 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7
e 14 dias de processo. Para cada dia de amostragem um reator foi sacrificado, ou seja, durante
os 14 dias foram sacrificados 9 reatores e suas réplicas.

Em relacdo ao crescimento celular, foi realizada a técnica de massa seca no inicio € no
final do processo. Neste caso, os reatores dos quais se retiraram as amostras também foram
sacrificados.

Resta salientar, que a técnica de massa seca consistiu na retirada de uma amostra do
meio, a qual foi centrifugada. As células precipitadas foram lavadas e secas em estufa a 90°C
até peso constante.

Para todos os ensaios foram realizados teste controle (sem adi¢cdo de microrganismo)

visando determinar as perdas abidticas.
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3.9 — Planejamentos Experimentais

3.9.1 — Desenvolvimento dos Experimentos

Para o desenvolvimento destes experimentos foi construido um reator com uma
configuracdo especifica para este estudo, conforme mostra a Figura 3.3. Por esta figura, pode-
se observar que o reator possuia 5 conexdes na parte superior para acoplar o agitador
mecanico-2, o medidor de oxigénio dissolvido-3, o sistema de fornecimento de aeracao-4, o
sistema de saida de gas-5 e o sistema de coleta de amostras-6.

Para aumentar a homogeneizagao do sistema o reator era composto por um sistema com
4 chicanas também feita em acrilico. Estas chicanas foram ajustadas ao reator por meio do
conjunto de porcas e parafusos de modo a permanecerem fortemente presas sem possibilidade
de desprendimento.

Foram adotadas as seguintes condi¢gdes operacionais: vazao de ar 150 L/h — medida por
rotametro (Figura 3.4) e controlada por uma valvula acoplada a linha, agitacdo de 150 rpm,
aeragdo de 5 minutos em intervalos de 48 horas e volume util de 5 L.

A Figura 3.5 mostra os desenhos esquematicos das tubulagdes de distribuicdo de ar

dentro do reator e de coleta de amostras. Vale salientar, que estas tubulagdes e a pa do

agitador mecanico eram feitos em ago inox.

1- Agitador Mecanico;

2-  Entrada  para

1 . medidor de oxigénio;
3- Entrada de ar;

l 51 4- Coletor de amostra;

5- Entrada medidor de

, 28 pH:
l 6- Saida de gases;
i 7- Coletor de gases
i com solvente
/ 7 (fluorocarbono).

. g >

Figura 3.3- Esquema da unidade experimental empregada nos ensaios de planejamento

composto central.
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Figura 3.4- Rotametro.
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Figura 3.5- Desenho esquematico das tubulagdes de distribuicao de ar e de coleta de amostras.

Os experimentos visando a otimizacdo das condi¢des operacionais foram realizados por

2 planejamentos experimentais do tipo composto central, cujos objetivos sdo descritos a

seguir:

1°_Planejamento: Definicio da melhor relagio nutricional (concentragdo de nitrogénio e

fosforo) e tamanho do inoculo (concentracao de indculo);
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Este tipo de planejamento foi escolhido a fim de verificar a influéncia das trés variaveis
no processo de biodegradacdo de efluente contaminado por oleo diesel e gasolina,
empregando a cultura mista C;.

As variaveis independentes deste processo foram:

X — Concentragdo de nitrogénio;
X, — Concentragao de fosforo e,
X3 — Concentragao de inoculo.

No planejamento foram adotadas como respostas (variaveis dependentes) os resultados
de remo¢ao de TPH e quantificagdes de biomassa (peso seco). Além disto, foi realizado o
acompanhamento do pH ao longo do processo e ao final foi realizada a cromatografia gasosa
para identificar os principais hidrocarbonetos biodegradados no processo.

Os niveis das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando a seguinte equacgdo de codificagdo:

X-X,
oo (3.3)
2

Equacdo geral: X =

Sendo: X, € o valor da variavel na forma codificada.
X é o valor real da variavel a ser calculado;
Xp € o valor da variavel no ponto central,
X1 € o valor da variavel no nivel superior;

Xy € o valor da variavel no nivel inferior;

- Concentragdo de Nitrogénio: X = CN(g/L)—O,380(g/L) (3.4)
0,245(g/L)

- Concentragado de Fosforo: X, = CP(g/L) —0,104(g /L) (3.5
0,071(g/L)

Cl(g/L)-2,47(g/L
- Concentragao de Indculo: X :( (g ) ‘ (g )J (3.6)

" 1,53(g/L)
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O valor de a empregado neste estudo foi de 1,287, para que o PCC fosse ortogonal, isto
¢, um planejamento onde a matriz de varidncia e covariancia ¢ diagonal e os parametros
estimados nao estao correlacionados entre si (BOX et al., 1978).

O valor de a, foi calculado pela seguinte equacgao:

(G
a ( . j 3.7)
sendo , Q=((G+T);—G;J (3.98)

G = numero de pontos fatoriais (G = 2%, se completo);

T = namero de pontos adicionais no PCC; T = 2k + numero de réplicas centrais.

Na Tabela 3.3, estdo relacionadas as varidveis do processo e seus respectivos valores, de
acordo com os niveis inferiores, centrais e superiores adotados.

Vale salientar, que os mesmos fertilizantes descritos anteriormente (item 3.5), foram
empregados neste estudo, sendo utilizados como fontes de nitrogénio e fosforo. Além disto, a

todos os experimentos foram adicionados de levedura cervejeira autolizada (LCA).

Tabela 3.3- Variaveis de processo estudadas no planejamento e os valores de seus respectivos

niveis.
Variaveis Niveis
-0 -1 0 +1 +q,
Concentragao de
X Nitrogénio (¢/L) 0,065 10,1351 0,380|0,6250,695
Concentracao de
X2 Fosforo (¢/L) 0,008 10,033 0,104|0,175|0,195
Concentracao de
X3 Inéculo (g/L) 0,500 10,94 247 |40 |44

As concentracdes de nitrogénio e fosforo adotados para os niveis listados na Tabela 3.3,
correspondem as seguintes relagdes de C:N:P: nivel (-1)- 100:5,4:1,33; nivel (+1)- 100:25:7,0;
nivel (0)- 100:15,2:4,16; nivel (+a)- 100:27,8:7,8 e nivel (-a)- 100:2,6:0,33. Para a utilizacao
destes valores (cada nivel classificado), foi necessario fixar duas concentracdes para cada
variavel e as demais concentragdes foram decorrentes do emprego das equacdes 3.4 a 3.6.

Para a concentracdo de nitrogénio, fixou-se os seguintes niveis: — o igual a 65 mg/L

(100:2,6) — referente a relagdo minima obtida, quando adicionado ao efluente apenas a



Capitulo 3- Materiais e Métodos 58

levedura cervejeira autolizada, e +1 igual a 625 mg/L (100:25) — esta relagdo também foi
estudada por Pereira e Lemos (2004) e se mostrou como a melhor relacdo no estudo de
ampliacao de escala da biodegradagdo de petroleo em solo por Aspergillus Versicolor.

Para os niveis relacionados a concentracao de fosforo foram fixados: — a= 8,25 mg/L
(100:0,33) —referente ao efluente sem corre¢do na concentragao de fosforo e +1= 175 mg/L —
referente a relagdo 100:7,0 utilizada no trabalho Vieira et al. (2007), que realizou o estudo da
biodegradagao de efluente sintético de terminais de distribuicao de combustiveis.

Em relagdo aos niveis obtidos para a concentracao de inoculo foi estabelecido (fixado)
os seguintes niveis: — a= 0,5 g/LL — referente a uma concentracdo pouco maior em relacdo a
utilizada para inocular os reatores na etapa da cinética de biodegradacao (item 3.7), e +1=4,0
g/L — referente a concentragcdo proxima da maxima obtida para a maioria das culturas ao final
dos 42 dias de operagao na cinética de biodegradagao (item 3.7).

Na Tabela 3.4 est4 apresentada a matriz do planejamento com os valores codificados e

reais das varidveis estudadas.

Tabela 3.4 — Matriz do planejamento experimental 1.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais
Experimentos (CXI\II) (gr}) (és) (CXI\II)(g/L) g?(g/L) (Cxlszg/L)
1 -1 -1 -1 0,135 0,033 0,940
2 -1 -1 +1 0,135 0,033 4,000
3 -1 +1 -1 0,135 0,175 0,940
4 -1 +1 +1 0,135 0,175 4,000
5 +1 -1 -1 0,625 0,033 0,940
6 +1 -1 +1 0,625 0,033 4,000
7 +1 +1 -1 0,625 0,175 0,940
8 +1 +1 +1 0,625 0,175 4,000
9 - 0 0 0,065 0,104 2,470
10 +a 0 0 0,695 0,104 2,470
11 0 -a 0 0,380 0,008 2,470
12 0 +a 0 0,380 0,195 2,470
13 0 0 - 0,380 0,104 0,500
14 0 0 +a 0,380 0,104 4,400
15 0 0 0 0,380 0,104 2,470
16 0 0 0 0,380 0,104 2,470

Legenda: Concentragdo de Nitrogénio (CN); Concentracdo de Fosforo (CP); Concentragdo de Indculo (CI)



Capitulo 3- Materiais e Métodos 59

2’ Planejamento: Definicao da velocidade de agitacdo e intervalo de aeragdo (aeracdo

intermitente) empregando o PCC.

Apds a defini¢do das concentracdes otimizadas de nitrogénio, fosforo e indculo (1°
planejamento) foram verificadas as influéncias das varidveis: intervalo de aeracdo e nivel de
agitacdo no processo de biodegradacao do efluente contaminado, empregando a mesma
cultura mista. As variaveis deste processo foram:

X, — Intervalo de aeracao (IA.);

X, — Velocidade de Agitagdo (VA,).

As respostas acompanhadas durante o processo de biodegrada¢ao foram: remocao de
TPH, quantificagdes celulares (peso seco) e pH. Além destas analises, ao final do processo,
foi realizada uma andlise cromatografica para identificar a biodegradagdo de alguns
componentes presentes na mistura de combustiveis.

Os wvalores das varidveis estudadas foram colocados na forma codificada

(adimensionalizada), utilizando as seguintes equacoes de codificacao:

- Intervalo de Aeragdo: X,= ( 1A, (lhg)(_;)o (h)] (3.9

(3.10)

VA -120
- Velocidade de Agitacdo: Xzz(  (rpm) (rp m)J

60(rpm)

O valor de a foi de 1,147 para que o PCC fosse ortogonal, empregando trés réplicas
centrais. O valor de a, foi calculado pela mesma equagdo citada anteriormente (eq.3.7 e 3.8).
Na Tabela 3.5, estdo relacionadas as variaveis do processo e seus respectivos valores, de

acordo com seus niveis inferiores, centrais e superiores adotados.

Tabela 3.5- Varidveis de processo e os valores dos seus respectivos niveis.

Variaveis Niveis
Descriminacao - -1 0 +1 +a
X Intervalo de Aeracdo (h) 9 12 30 |48 51
X3 Velocidade de Agitacdo (rpm) 50 60 120 |180 |189
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Para o desenvolvimento deste planejamento, os valores de intervalo de aeracdo (IA.)
fixados foram: nivel superior (+1) de 48 horas, selecionado de acordo com o trabalho
desenvolvido por Vieira et al. (2007), no tratamento de efluente sintético contendo 6leo diesel
e gasolina empregando culturas mistas. O nivel inferior (-1) de 12 horas foi adotado,
utilizando como referéncia testes preliminares ao empregar erlenmyers de 500 mL com
volume de efluente de 100 mL. Como nestes reatores a coluna de oxigénio era maior do que a
do reator batelada, empregado neste planejamento, optou-se pelo estudo neste menor tempo
de intervalo de aeracao.

Para a velocidade de agitagdo (VA,) foi adotado como nivel superior (+1) o valor de
180 rpm. Em estudos preliminares foi verificado, que para valores acima deste ocorreu a
formacdo elevada de espuma, o que provavelmente dificultou a transferéncia de massa no
reator resultando em baixas concentracoes de biomassa e remoc¢dao de TPH. Para o nivel
inferior foi adotado o valor (-1) de 60 rpm, pois foi verificado experimentalmente que para
valores inferiores a este, a mistura combustivel e dgua foi comprometida, ndo ocorrendo a
homogeneizacao suficiente da mesma.

A Tabela 3.6 apresenta a matriz do planejamento com os valores codificados e reais das

variaveis estudadas X; e Xs.

Tabela 3.6 — Matriz do planejamento experimental 2.

Variaveis Codificadas Variaveis Reais

Experimentos IA, (h) VA, (rpm) 1A (h) VA, (rpm)
1 -1 -1 12 60
2 -1 +1 12 180
3 +1 -1 48 60
4 +1 +1 48 180
5 -a 0 9 120
6 +a 0 51 120
7 0 - 30 50
8 0 +a 30 189
9 (O) 0 0 30 120
10 (C) 0 0 30 120
11 (C) 0 0 30 120

Obs* IA, — Intervalo de aeragdo; VA, — velocidade de agitagao.
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3.10 - Estudo Comparativo do Processo de Biodegradacio do Efluente Contaminado sob
as Condicoes com Aeracdo Constante (AC), sem Aeracdo (SA) e com Aeracio

Intermitente (AI)

Este estudo foi conduzido para medir o potencial de biodegradacdo da cultura mista,
quando submetida as condi¢des extremas de operacdo, ou seja, com aeragdo continua e sem
aeracdo. Vale salientar, que o reator empregado neste estudo foi o mesmo descrito no item
3.10.1.

As mesmas condi¢des operacionais de agitagdao (110 rpm), concentra¢des de nutrientes,
(0,509 g/LL de nitrogénio e 0,068 g/L de fosforo), indculo (1,32 g/L.) e LCA (2 g/L) foram
empregadas nas duas condi¢des, com e sem aeracao. A Unica particularidade apresentada foi

na condicao aerada na qual foi empregada uma vazao de ar constante de 30 L/h.

3.11 - Analises Quantitativas

3.11.1 - Demanda Quimica de Oxigénio — DQO

A andlise de Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) foi realizada pelo método de

oxidacdo por dicromato de potassio em meio acido, empregando o procedimento descrito no

Standard Methods (1998).

3.11.2 — Demanda Bioquimica de Oxigénio — DBO

Para a determinacdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) foi utilizado o

Método de incubag¢io a 20°C em cinco dias, descrito no Standard Methods (1998).

3.11.3 — Determinacao de Fosforo Total

O fosforo foi determinado pelo Método colorimétrico por redugdo com acido ascorbico
(STANDARD METHODS, 1998), usado para determinacdo de formas especificas de
compostos fosforados, em aguas e efluentes aquosos. O método ¢ usado numa faixa de
0,01 mg/L a 0,5 mg/L de fosforo. Esta faixa aplica-se a medidas fotométricas efetuadas a

880 nm em células de 20 mm a 25 mm. Maiores concentragcdes também podem ser
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determinadas desde que as amostras sejam convenientemente diluidas ou pela medicao da cor
em 625 nm a 650 nm.

O método tem como principio a formagdo de um complexo de antimonio-fosfato-
molibdato, pela reagao do molibdato de amdnio e do tartarato de potassio e antimonio com o
ortofosfato. Este complexo ¢ reduzido pelo acido ascorbico para formar uma coloragdo azul
caracteristica do complexo de molibdénio. A intensidade da cor ¢ proporcional a concentragao

de fosforo.
3.11.4 — Determinacao de Nitrogénio Total - Método Kjeldahl

O método Kjeldahl foi usado na quantificacdo de nitrogénio total, que consiste na
determinagdo da soma do nitrogénio organico e nitrogénio amoniacal. O método aplica-se em
amostras de agua de abastecimento publico, aguas residuarias e efluentes domésticos,
conforme descrito no Standard Methods (1998).

Esta metodologia de analise consistiu em trés etapas para determinagdo do nitrogénio
total de amostras liquidas. Na primeira etapa do processo foi realizada a digestdo da amostra
em acido sulfarico concentrado na presenca da mistura catalisadora (sulfato de cobre/sufato
de potassio- 1/1). A digestao da amostra foi realizada até a obtenc¢do de coloragdo incolor ou
azul clara (digestdo de aproximadamente 3 horas).

Na segunda etapa foi realizado o processo de destilagdo da amostra (apos a digestdao) na
presenca da solucdao de hidroxido de sddio a 60%. A fracdo da amostra destilada obtida foi
recolhida em frascos de erlenmyer de 250 mL, contendo solugdo de 4cido ascoérbico a 2%,
com 3 gotas de mistura de indicadores (vermelho de metila e verde de bromocresol — 0,1%
alcoodlica). A destilagdo foi processada até a virada do indicador de roseo para azul
esverdeado. Ap0s a virada foi prorrogado o processo de destilagdo por mais 15 minutos.

A tltima etapa consistiu da titulagdo da amostra destilada com acido cloridrico a 0,04 N.
O ponto de viragem observado foi de azul (esverdeado) para incolor.

A concentragdo de nitrogénio foi obtida pelas seguintes equagdes:

(VA -V, ) x560
(mL)

Nitrogénio(g /L) = (3.11)

I/amostra
x(V, ~V,)x100
(mL)

%Nltl’ogél’llo(g/L) — acidocloridrico

Vamostra

(3.12)
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Sendo: V= Acido cloridrico gasto na mistura da amostra;
Vi = Acido cloridrico gasto na titulagdo do branco;
Vamostra = Volume de amostra utilizado;

Nicido cloridrico= Normalidade do acido cloridrico.

3.11.5 — Carbono Orgéanico Total

A metodologia e as condi¢des operacionais empregadas na analise de carbono organico
total (TOC) estdo de acordo com a Standard Methods (1998), gentilmente realizada pela
empresa Cargil Agricola S/A Uberlandia-MG. Esta andlise foi realizada pela técnica de
combustdo catalitica a alta temperatura, empregando o aparelho Rosemount Analytical

Dohrmann Division, modelo DC-190.

3.11.6 — Determinac¢ao de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (TPH)

A dosagem de TPH foi realizada em um espectofotometro de infravermelho
(equipamento OCMA-350) da marca Horiba, apos a extragdo da fase organica da amostra
empregando o solvente S-316 (fluorocarbono).

O S-316 ¢ um solvente de propriedade da Horiba usado para a extragdo de
hidrocarbonetos de petréleo em amostras de solo e liquido.

Essa metodologia ¢ adequada para medir hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
independente de sua faixa de carbono. A luz emitida na faixa do infravermelho ¢ usada para
irradiar o extrato e medir a concentracdo de TPH. A analise de infravermelho utilizada para
medir TPH envolve medidas de absorbancia, visto que as ligagdes carbono-hidrogénio nos
hidrocarbonetos absorvem luz na faixa do infravermelho.

Durante a analise, absorbancias associadas com as configuragdes CH, CH; e CHj; sao
medidas em um comprimento de onda proximo de 3,4 um. O equipamento opera numa faixa
de comprimento de onda de 3,8 a 3,5 um, sendo capaz de medir as configuragdes CH (3,8
um), CH; (3,42 um) e CH; (3,50 pm) e possui o software para converter as medigdes em teor
total de hidrocarboneto (U. S. EPA, 2001).

Para as andlises foram utilizados 10 mL de amostra de efluente e adicionado acido
cloridrico para levar o pH para valor igual ou inferior a 2,0. Posteriormente, os

hidrocarbonetos totais de petroleo (TPH) foram extraidos utilizando o solvente S-316. A



Capitulo 3- Materiais e Métodos 64

leitura foi feita no equipamento OCMA-350 da Horiba devidamente calibrado com a solucgao
span - solugdo preparada a partir de uma concentragdo conhecida do dleo de calibracio (6leo
padrao tipo B, fornecido pelo fabricante do instrumento) dissolvida no solvente do teste (S-

316).

3.11.7- Quantificacdo do Crescimento de Biomassa

O crescimento celular das culturas estudadas ao longo do processo foi avaliado pela
técnica de massa seca. Apos a retirada de 20 mL de amostra do reator, esta foi centrifugada a
12500 rpm por 20 minutos, as células precipitadas foram separadas do sobrenadante e
lavadas. Apos 3 lavagens consecutivas, a biomassa foi transferida para béqueres de S0 mL e

levados a estufa a 90°C, mantidas até peso constante.

3.11.8 - Analise Cromatografica

Ao final dos experimentos foram realizadas andlises de cromatografia gasosa com o
intuito de identificar alguns hidrocarbonetos constituintes da mistura de combustiveis e
avaliar o potencial de biodegradagao da cultura sobre estes compostos.

Antes de cada analise foram feitas extragdes da mistura com o solvente n-hexano P.A.,
usando funil de separacdo de 100 mL de capacidade. Essa extra¢do consistiu na mistura de 50
mL do cultivo com 10 mL de solvente e apds a separacdo das fases, uma aliquota da fase
organica foi retirada por pipeta volumétrica e alocada em frasco vedado para posterior analise.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando—se um cromatografo a gas
modelo GC17A equipado com a coluna capilar VARIAN CP-PoraBOND (50m x 0,32 mm) e
com dois detectores em série: detector de condutividade Térmica (TCD) seguido pelo
Detector de Ionizagdao de Chama (FID). A Tabela 3.7, apresenta as colunas capilares e as
condi¢des cromatograficas utilizadas nas calibracdes e nas andlises de compostos leves
(coluna VARIAN CP-PoranBOND Q) e de compostos com mais de 5 carbonos na cadeia
(coluna J e W Scientific DB-1).

Os cromatogramas obtidos foram identificados e quantificados usando o tempo de
retengdo e fatores de resposta destes compostos, relacionando areas cromatograficas com
quantidades molares, obtidos apos injegdes de padrdes contido no kit PIANO da SUPELCO.
O kit PIANO ¢ composto de padrao de compostos parafinicos, isoparafinicos, aromaticos,

nafténicos e olefinicos.
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Tabela 3.7 — Colunas e condigdes da cromatografia.

Colunas
Condic¢oes VARIAN CP-PoraBOND Q |J & Scientific DB-1
Dimensao (L x D) 50m x 0,32 mm 60 m x 0,25 mm
Gaés de Arraste e Vazao
na Coluna He, 3 mL/min He, 1 mL/min
Temperatura do Detector | TCD’ e FID” em série a 250°C | FID: 340°C
Temperatura do Injetor | 250°C 275°C
Analises= 1:5
Razao de Split Calibragao=1:5, 1:10, 1:20 1:100
Tinitial: 30°C-16 min
Rampa 1: 60°C/min até 150°C | Tipitia: 30°C-10 min
Programa de 150°C por 14 min Rampa 1: 3°C/min até 325°C
Temperatura Rampa 2: 25°C/min atél 325°C por 142 min
200°C
200°C por 16 min
Analises: Vigop= 0,30 mL
Volume de Amostra Vieop= 0,30 mL Calibracao: Veringa= 0,10; 0,20
Injetada e 0,30 uL
Amostras para andlises= 1,0 pL

1: L= comprimento da Coluna, D= Didmetro da Coluna; 2: FID= Chama do Detector de Ioniza¢ao; 3: TCD=
Detector de condutividade Térmica

O método de normalizagao interna foi empregado para quantificacdo e consiste na
analise preliminar de uma amostra padrao contendo todos os compostos de interesse. Fez-se a
relacdo das dreas obtidas com suas respectivas massas e obteve-se um fator de corre¢do para

cada componente (DEBBRECHT, 1985).



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Caracterizacao do Efluente

4.1.1 — Caracteristicas Gerais do Efluente

Os resultados de caracterizacdo do efluente antes e apds a correcdo das concentragdes
de nutrientes (nitrogénio e fosforo) estdo apresentados na Tabela 4.1. Esta correcdo foi feita
nos estudos de adaptacao da cultura C;, da cinética de biodegradagdo e da substitui¢ao de
extrato de levedo por levedura cervejeira autolizada (LCA). Nesta tabela, pode-se observar,
que o efluente apresentou valores elevados de hidrocarbonetos totais de petrodleo (TPH) e de
demanda quimica de oxigénio (DQO), indicando a elevada carga organica. Além disto, podem
ser constatadas, as baixas concentracdes de nitrogénio e fosforo no efluente do terminal,
sendo necessaria a adicdo de nutrientes para possibilitar o processo de biodegradacdo. A
quantidade de nutrientes adicionadas foi baseada na concentracdo de nutrientes em efluente

sintético contendo 6leo diesel e gasolina, utilizado por Vieira et al. (2007).

Tabela 4.1 - Caracterizacdo do efluente antes e apds a corre¢do nas concentracdes de

nutrientes (adicionado de fertilizantes e extrato de levedo).

Resultados Antes da Resultados Apos a Correcao
Variaveis Medidas Correcao de Nutrientes de Nutrientes
(valor min — valor max) (valor min — valor max)
"TPH (mg/L) 2000 — 2950 2100 — 3050
"DBO solivel (mg/L) 390 — 500 500 — 700
Oleos ou Graxas (mg/L) 2800 — 4300 2900 — 4400
"DQO sotavel (Mg/L) 2500 — 3800 3000 — 4300
Nitrogénio total (mg L) 1535 125 - 192
Fosforo total (mg L) 5-15 125 — 140
"TOC (mg L) 2000 — 2950 2100 — 3050
pH 6,5 6,8 6,7 —-6,8

"TPH - Hidrocarbonetos Totais de Petroleo, DQO - Demanda Quimica de Oxigénio; DBO -

Demanda Bioquimica de Oxigénio, TOC - Carbono Organico Total.

Além disto, verifica-se que apds a adicdo dos fertilizantes e do extrato de levedo

ocorreu significativo aumento nas faixas de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e
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Demanda Quimica de Oxigénio (DQO). Tais aumentos podem ser decorrentes da utilizacao
destes componentes, que ndo apresentavam grau de pureza e seus interferentes (possiveis

contaminantes) acabaram aumentando os valores finais de DBO e DQO do efluente.

4.1.2 — Caracteriza¢ao Cromatografica do Efluente

Utilizando-se da técnica da cromatografia gasosa identificou-se os seguintes compostos:
parafinicos (nCs-nC,3), isoparafinicos, olefinicos, aromaticos e nafténicos. A Tabela 4.2

apresenta os 30 hidrocarbonetos identificados.

Tabela 4.2- Relagdo dos principais hidrocarbonetos, identificados pela cromatografia,

presentes no efluente contaminado.

Compostos Identificados Compostos Identificados

1 benzeno 16 2,2- dimetilpentano

2 tolueno 17 3- metil hexano

3 etilbenzeno 18 2- metil, nonano

4 m-xileno 19 ciclohexano

5 o- xileno 20 metilciclopentano

6 isopropilbenzeno 21 etilciclopentano

7 n-pentano (nCs) 22 trans 1,3 dimetil ciclopentano
8 n-hexano (nCg) 23 isopropil- ciclopentano
9 n-heptano (nC-) 24 hepteno

10 n-octano (nCg) 25 3- metil, buteno-1

11 n-decano (nCj) 26 1 octeno

12 n-undecano (nCy) 27 1 deceno

13 n-dodecano (nCiy) 28 1 noneno

14 isopentano 29 4- metil, penteno-1

15 2-metil, heptano 30 3- metil, octano

Dentre os aromaticos foram identificados os chamados BTEX (benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos), os quais sdo relatados em varios estudos cientificos como alguns dos
contaminantes mais comuns encontrados em solo e em agua (BOLDU et al., 2002, CUNHA e
LEITE 2000, SOLANO-SERENA ef al., 1999).

Os BTEX sao toxicos para humanos, e sua remoc¢ao de ambiente poluido ¢ de interesse
especial, principalmente em 4gua, pelo fato de sua relativa solubilidade neste meio

(MEHLMAN, 1990).
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4.2 — Adaptacgido de Culturas Puras e Mista ao Efluente

A Figura 4.1 apresenta os resultados de crescimento de biomassa das culturas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosa PATC e Mista C; em efluente contaminado por 6leo diesel e
gasolina, ap6s a correcdo nas concentragdes de nitrogénio, fosforo e suplementagdo por
extrato de levedo, conforme descrito no item 3.5.

Neste caso, a adaptagdo ou aclimatacao foi obtida por intermédio de uma pré-exposicao
dos microrganismos ao efluente, dando-lhe tempo e condi¢des que pudesse permitir o seu
rearranjo enzimatico ou, no caso de culturas mistas, atingirem a proporcdo ideal entre as
varias populagdes presentes. Segundo Spain e Van Veld (1983), os efeitos da adaptagao
podem ser bem pronunciados quando ha a pré-exposi¢ao dos microrganismos envolvidos no

processo de biorremediacao.
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Figura 4.1- Adaptagdo das 4 culturas estudadas ao efluente apos adicao de fertilizantes e

extrato de levedo.
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Pode-se observar pela Figura 4.1, que o procedimento de cultivo sucessivo adotado
neste estudo, possibilitou a adaptacdo das culturas mencionadas ao efluente. Pois, foi
observado a cada cultivo sucessivo um aumento na concentragao de biomassa das culturas
mencionadas.

Na literatura existem vdrios trabalhos cientificos relatando a comparacdo entre a
capacidade de culturas isoladas e mistas no processo de biodegradacdo de contaminantes
derivados de petrdleo em solo e em meio liquido (GUO et al., 2005; ROCHA et al., 2005;
OKERENTUGBA e EZERONYE, 2003; YUAN et al., 2000). Nestes trabalhos sao relatados
os maiores potenciais das culturas mistas, advindas de locais contaminados, em biodegradar
os contaminantes derivados de petréleo. Esta capacidade, segundo os autores, esta associada a
pré-adaptacao que as culturas mistas sofreram em seu proprio habitat antes de serem

conduzidas nos estudos.

4.3 — Identificacao da Cultura Mista C,

Foi realizada a identificagdo da cultura C;, tendo em vista que a mesma apresentou
maior potencialidade na degrada¢do do dleo diesel e gasolina. Foram isolados 6 membros
pertencentes a esta cultura, dos seis membros isolados 4 foram identificados, sendo eles:
Pseudomonas sp., Serratia sp., Klebsiella e Bacillus sp.

Os géneros Pseudomonas, Serratia e Bacillus sdo enumerados na literatura como
potenciais produtores de biosurfactantes (moléculas anfipaticas que reduzem a tensdo
superficial do meio, facilitando a biodisponibilidade dos compostos as bactérias) e segundo
relatado por Pruthi e Cameotra (1997), esta caracteristica seria a explicagcdo para a boa
performance destas culturas na biodegradagao de hidrocarbonetos.

As Pseudomonas encontram-se em destaque na literatura pelos freqiientes isolamentos
em locais contaminados por petroleo e derivados (GHAZALI et al., 2004; BENTO e
GAYLARD, 2001; YUAN, et al., 2000; RICHARD e VOGEL, 1999; FOGHT, et al., 1999).
A literatura relata também véarios experimentos de degradacdo de petrdleo e derivados
utilizando-se espécies de Serratia, com excelentes rendimentos (CUNHA et al. 2004;
WILSON et al., 1999; BENKACOKER e EKUNDAYO, 1997; AMADI, 1992).

O género Bacillus tem sido frequentemente reportado na literatura como potencial
degradador de hidrocarbonetos (GHAZALI et al., 2004; HUN et al. 2003; OKERENTUGBA
E EZERONYE, 2003; BENKACOKER e EKUNDAYO, 1997; DIAZ et al., 2000).
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Em relacdo a Klebsiella sao poucos os registros em estudos cientificos sobre o seu
potencial em biodegradar hidrocarbonetos (Okerentugba e Ezeronye, 2003).

No estudo de Ghazali et al, (2004) foram isolados de solos contaminados por
hidrocarbonetos os géneros Bacillus sp. € Pseudomona sp. para o estudo do potencial destes
em biodegradar 6leo cru, benzeno, etilbenzeno, o-xileno, n-tetradecano, octanol e decanol.

Okerentugba e Ezeronye (2003), isolaram os géneros Bacillus, Klebsiella, Pseudomonas
de rios contaminados por hidrocarbonetos e de efluente de refinaria para o estudo do potencial

de degradagao de petroleo por estes microrganismos.

4.4 — Cinética de Culturas Puras e Mista

Esta etapa foi realizada com o objetivo de determinar o tempo a ser empregado no
estudo da substituicdo de extrato de levedo por levedura cervejeira autolizada (LCA) e na
otimizag¢do das variaveis selecionadas utilizando planejamento composto central.

Os experimentos foram monitorados ao longo de 42 dias, pois esse tempo foi suficiente
para verificar um longo periodo em que a biodegradacao manteve-se constante. Esta etapa foi
importante para selecionar a cultura que apresentasse maior consumo de hidrocarbonetos,
portanto maiores remogdes de hidrocarbonetos totais de petrdleo (TPH) para estudos

posteriores.

4.4.1 — Cinética de Crescimento Celular

A Figura 4.2 mostra os resultados de crescimento celular dos microrganismos estudados
Pseudomonas aeruginosa PATC (isolada), Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e cultura mista C,, ao longo dos 42 dias de processo.

Por meio da Figura 4.2, pode-se observar, que nenhuma das quatro culturas estudadas
apresentou fase lag no inicio do processo ou mesmo fase endogena (fase de morte). Como as
culturas ja haviam passado por uma pré-adaptagao, isto pode justificar a auséncia da fase lag.

Segundo SWINNEN et al. (2004), a fase lag ¢ tipicamente um fendmeno observado
como um atraso na resposta da populagcdo a uma mudanga no ambiente. Sendo, um periodo de
ajuste durante o qual, as células das bactérias se modificam para iniciar o crescimento

exponencial.
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Além disto, verifica-se que até o sétimo dia de processo ocorre a fase exponencial, para
todas as culturas. Apos este periodo o crescimento ¢ praticamente estabilizado até o final do
processo para as culturas mista e a Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e até o trigésimo
quinto dia, para as culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa
PATC. Paras as culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa
PATC, foi observado um ligeiro aumento na concentracdo de biomassa apds o trigésimo
quinto dia.

Esta longa fase de estabilizacdo (a partir do sétimo dia) observada em todas as
condi¢des estudadas sugere a ocorréncia de uma nova etapa de adaptagdo decorrente de
mudangas nas caracteristicas do meio, apds a degradacdo inicial dos contaminantes. Ou
mesmo, relacionado ao inicio da fase de desativacdo dos sistemas metabolicos dos
microrganismos, comprometendo seu crescimento.

Comparando os resultados de concentra¢do de biomassa das culturas estudadas, pode-se
verificar, que a maior capacidade de crescimento no efluente foi observado em relacdo as
culturas: mista (C;) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, nesta ordem. As demais
culturas apresentaram crescimento inferior ao longo do processo. Porém, os perfis de
comportamento das concentragdes celulares em fun¢do do tempo foram semelhantes para
todas as culturas estudadas, apresentando pequenas variagdes quantitativas até o

quadragésimo segundo dia de processo.
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Figura 4.2- Crescimento de biomassa das 4 culturas estudadas durante os 42 dias de processo.
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4.4.2 — Cinética de Biodegradacao

Os resultados obtidos de concentragoes e remogdes de TPH estdo apresentados nas
Figuras 4.3 ¢ 4.4 ao longo dos 42 dias de processo.

De acordo com as Figuras 4.3 e 4.4, verifica-se pelas curvas de concentracdes e
remogdes de TPH, que o maior consumo de hidrocarbonetos foi obtido nos primeiros 7 dias
de processo, para todas as culturas estudadas.

Os valores de percentuais de remogdes referentes a este periodo (7dias) foram: 66; 69,8;
74,6 e 76,3, para as culturas Pseudomonas aeruginosa PATC, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e mista C,, respectivamente. A partir
deste periodo foi observada uma sensivel queda nas concentra¢des de hidrocarbonetos até o
final do processo. O mesmo comportamento foi verificado em relagdo a concentragdo de
biomassa (Figura 4.2).

Apo6s os 42 dias de operacdo as remogdes em porcentagem foram: 71,5; 77,8; 77,8 e
80,4, para as mesmas culturas listadas na ordem anteriormente mencionada.

Destes resultados verifica-se, que das culturas estudadas as Pseudomonas aeruginosa
PATC foram as que menos degradaram os hidrocarbonetos, durante todo o processo.

No estudo desenvolvido por Richard e Vogel (1999), a cinética de biodegradagdo do
0leo diesel proporcionou os seguintes resultados de remocgao de TPH (%): 64,1 para a cultura
isolada Acromobactéria anthropi e 90 para um consorcio (obtido do solo de um local
contaminado por hidrocarbonetos) ao final de 50 dias de processo, utilizando um meio
mineral com uma concentragdo inicial de 6leo diesel de aproximadamente 1% v/v. Além
destes resultados, foram também obtidos baixos valores de remocdo de TPH, empregando
microrganismos isolados como Pseudomonas fluorescense denominadas de P, e Pys, os quais
apresentaram remocdes de TPH inferiores a 20%, ao final dos 50 dias.

Se compararmos os melhores resultados obtidos por estes autores com os resultados
obtidos no presente trabalho (Figura 4.4), pode-se observar que as culturas C; e a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 apresentaram valores de remocgdes de TPH superiores
aos valores obtidos no estudo de Richard e Vogel. Este fato mostra, a importancia da escolha

das culturas com capacidade metabdlica em biodegradar os contaminantes.
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4.4.3 — Modelagem da Cinética de Crescimento Celular e de Biodegradacio

As Figuras 4.5 e 4.6 mostram, os resultados dos ajustes dos parametros dos modelos
adotados aos dados experimentais de crescimento de biomassa e biodegradagdo, ao longo dos
42 dias de processo.

A Figura 4.5 mostra os ajustes do modelo logistico ndo estruturado descrito Verhulst-
Pearl aos dados experimentais de crescimento de biomassa, para todas as culturas estudadas
(Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Pseudomonas aeruginosa PATC e mista C;). As linhas cheias e tracejadas desta figura
mostram os resultados do modelo citado, juntamente aos dados experimentais (representados
por simbolos). Ao analisar este conjunto de dados, pode-se verificar, que houve um bom
ajuste entre o modelo e os dados experimentais pela proximidade entre os valores obtidos.

Da mesma forma, o ajuste do modelo proposto para a biodegradag¢do (aproximagdo do
modelo de Luedeking Piret) aos dados experimentais, mostraram-se bem ajustados conforme

apresentado na Figura 4.6.
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Figura 4.5 — Resultados da modelagem da cinética de crescimento celular ao longo dos 42

dias de processo, para as 4 culturas estudadas.
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Como resultado destes ajustes a Tabela 4.3, mostra os valores dos pardmetros ajustados
. * . ~ .
para o crescimento como /.. € X e biodegradacdo dos contaminantes como Y., para cada

cultura empregada.

Tabela 4.3- Valores dos parametros ajustados para cada cultura empregada, segundo os

modelos adotados.

Parametros Ajustados

Culturas Hmax+ desvio | X + desvio | ¥y + desvio
@” (g/L) (2X/gS)
Pseudomonas aeruginosa PATC 0,82 +£0,02 3,02+0,04 |1,18+0,18

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 | 1,02 + 0,03 345+0,05 | 1,37+0,02

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | 0,82 +0,02 3,02+0,04 | 1,18+0,02

Cultura Mista C, 1,05 £ 0,05 3,90+ 0,08 | 1,48+0,02

A Tabela 4.3 mostra, que a cultura C; e a Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
apresentaram maiores valores de ., de aproximadamente 1,0 d! e as demais culturas,
apresentaram valores de L. estatisticamente iguais de aproximadamente 0,8 d

Em relacao a degradacdo dos contaminantes, verifica-se que o valor Y,/ foi maior para a
cultura mista e para a cultura Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Estes resultados
comprovam as discussdes anteriores (itens 4.4.1 e 4.4.2), em relagdo ao maior desempenho de
biodegradacdo dos contaminantes e aumento do crescimento observados em relagdo as
culturas C; e Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145.

Yerushalmi e Guiot (1998), estudaram a cinética de biodegradagdo aerdbia de gasolina,
empregando uma cultura microbioldgica isolada de amostras de solo contaminado por 6leo.
Para a cinética de biodegradacdo da gasolina eles obtiveram um p,, variando de 0,72 a
5,04 d”', enquanto o rendimento de biomassa sobre a gasolina degradada Y. variou de 0,43 a
0,69 mg/mg. A grande faixa de valores de pm,x obtidas por estes autores, pode ser justificada,
pelo fato do processo ter sido conduzido sob aeracdo constante. Geralmente, este tipo de
processo proporciona maiores valores de imax, quando comparados aos processos anaerobios.

Comparando os resultados obtidos pelos autores citados anteriormente, com o0s
resultados obtidos no presente estudo (Tabela 4.3), pode-se verificar, que os valores de [max
mostraram-se dentro da faixa obtida por Yerushalmi e Guiot (1998). E o rendimento (Yys)
apresentou-se com maiores valores do que o encontrado por estes autores. Isto mostra, que as

culturas estudadas estavam capacitadas em crescer no meio com presenga da mistura de

combustiveis (0leo diesel e gasolina) e sob aeragdo intermitente.
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Figura 4.6 — Resultados da modelagem da cinética da concentracao de TPH durante 42 dias de

processo, para as 4 culturas estudadas.

4.5 — Estudo da Substituicio de Extrato de Levedo no Meio por Residuo de Levedura
Cervejeira Autolizada (LCA)

Este estudo pesquisou a substituicdo do extrato de levedo por levedura cervejeira
autolizada (LCA) no efluente, visando diminuir os custos de processo. Pois, o valor agregado
do extrato de levedo elevaria os custos finais do tratamento.

Para o desenvolvimento desta etapa foram realizados dois estudos em paralelo,
empregando as culturas mista C; e as Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, que
apresentaram melhores resultados de reducao de TPH, na etapa da cinética de biodegradacao
(item 4.4). Além disto, foram adotadas vérias concentracdes de LCA, para a escolha da
concentracdo que proporcionasse maiores remogdes de TPH, portanto maior biodegradacgao
dos contaminantes.

As concentracdes de LCA adotadas foram realizadas com base em concentragdes
superiores e inferiores ao valor utilizado de extrato de levedo (2 g/L). Vale salientar, que para

a selecdo da melhor concentragdo de LCA foi utilizado como parametro de comparacao os



Capitulo 4- Resultados e Discussdo 77

resultados obtidos de crescimento celular e remogdo de TPH, empregando o extrato de levedo
a2 g/L, no mesmo periodo de tempo adotado (itens 4.4.1 ¢ 4.4.2).

O tempo de operacao adotado de 14 dias de processo foi estipulado com base nos
resultados obtidos na etapa da cinética de biodegradagdo estudada no item 4.4. Pois, durante
este ultimo estudo foi observado, que apds o décimo quarto (14°) dia até o final dos 42 dias de
operacdo, praticamente ndo ocorreu aumento nas remogdes de TPH para as culturas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e mista. Por isso, ndo haveria necessidade de

prolongar o tempo de processo, além dos 14 dias.

4.5.1 — Crescimento Celular

A Tabela 4.4 mostra os resultados de crescimento de biomassa das culturas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e mista C; ao final de 14 dias de processo, nas varias
concentracoes de LCA. A fim de facilitar a comparagdo entre o crescimento dos
microrganismos na presenga de concentracdes de LCA e extrato de levedo, esta tabela

apresenta os resultados de ambos os casos.

Tabela 4.4- Crescimento celular para as culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e

mista C; empregando LCA em varias concentragdes e extrato de levedo a 2g/L.

Culturas Pseudomonas aeruginosas ATCC Cultura Mista
10145 C
Concentracio Celular (g/L) Concentracio Celular (g/L)

Concentracao de
Levedura Cervejeira 0 dias 14 dias 0 dias 14 dias
Autolizada (g/L)
0,5 0,36 + 0,09 2,32+0,14 0,32+0,11 2,71 £0,08
1,0 0,33 +0,11 2,64+ 0,10 0,30 + 0,09 3,02+0,13
2,0 0,32+ 0,08 3,21 £0,21 0,29 + 0,05 3,61 £0,18
3,0 0,29+ 0,13 3,01 £0,15 0,33 + 0,07 3,43+0,15
4,0 0,34 + 0,09 2,87 +0,12 0,36 += 0,05 3,17+0,11
Extrato de Levedo (2g/L) | 0,30 = 0,06 3,52+0,32 0,30+ 0,07 3,87+ 0,22

De acordo com a Tabela 4.4 pode-se observar, que houve crescimento de biomassa de
todas as culturas estudadas nas varias concentragoes de LCA, ndo sendo observado nenhum
efeito de inibi¢do pelo emprego destas concentracdes. Porém, observa-se que até a
concentragcdo de LCA de 2g/L foi verificada uma relagdo direta entre o aumento de LCA ¢ a

concentracdo de biomassa. Apds tal valor, o aumento na concentracdo de LCA ocasionou
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diminui¢des nas concentragdes de biomassa, para ambas as culturas. Este comportamento
sugere, algumas possiveis causas para este comportamento, sendo elas:

1) Por se tratar de um residuo de cervejaria, a LCA pode conter em sua
composi¢do componente (s) que cause inibicdo no crescimento das culturas,
quando presentes em maiores concentragdes;

2) A presenga de elevada concentragdo de subproduto (s) inibidor do crescimento
decorrente do metabolismo, quando empregadas maiores concentragdes de
LCA;

3) Os microrganismos podem estar dando preferéncia ao consumo de LCA, mais
facilmente biodegradavel, em relagdo aos hidrocarbonetos presentes, e a
presenca destes hidrocarbonetos pode gerar efeito inibitério do crescimento

dos microrganismos.

Além disto, verifica-se pela Tabela 4.4, que a substitui¢ao do extrato de levedo por LCA
na concentragdo de 2 g/L, proporcionou concentracdo de biomassa proxima ao obtido
empregando extrato de levedo a 2g/L.

Segundo Yamada et al. (2003), as leveduras inativas nas formas integras, autolizadas ou
como extrato apresentam elevado teor em proteina (30 a 70%), vitaminas do complexo B (B1,
B2, B6, 4acido pantoténico, niacina, acido félico e biotina), minerais, macro e microelementos.
O que diferencia estas formas de obtengdo do tipo de levedura € o processo de obtencao de
cada uma e os seus teores percentuais em relacdo a cada componente presente. Isto sugere, o

bom desempenho de crescimento das culturas apds a substitui¢ao do extrato de levedo por

LCA.

4.5.2 — Biodegradacao

As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam as porcentagens de remocdes de TPH para cada
experimento nas concentragdes de LCA estudadas, empregando as culturas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e C, considerando as perdas abidticas.

Por meio da Figura 4.7, pode-se observar que as concentracdes de LCA empregadas de
0,5 a 4,0 g/L, promoveram remog¢des de TPH que variaram de 54 a 77,2%, ao empregar a
cultura Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Em relagdo a cultura C; as remogdes
observadas variaram de 59 a 79,5% (Figura 4.8). Ao comparar estes resultados verifica-se,

que a cultura C; apresentou maior potencialidade em biodegradar os contaminantes, pois
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apresentou nas varias concentragdes de LCA (ao final de 14 dias de processo) valores de
remogdes de TPH superiores ao obtido empregando a cultura Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145.

Ao analisar os efeitos das concentragdes de LCA na remog¢do de TPH, empregando
ambas as culturas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e C,), verifica-se que o aumento
na concentragdo de LCA de 0,5 para 4,0 g/L, ocasionou um aumento na remog¢ao de TPH até
a concentracdo de 2 g/L.. A partir desta concentracao foi verificada uma ligeira queda na
remog¢ao de TPH, ao longo do processo. Tal fato pode ser verificado pelos perfis de remogao
obtidos nas Figuras 4.7 e 4.8. Este mesmo comportamento foi observado em relacdo ao
crescimento de biomassa (item 4.5.2), sugerindo que a diminui¢do na concentracdo de
biomassa promoveu diretamente uma diminui¢do na remog¢ao de TPH. Em relagdo a cultura
mista, este fato pode estar relacionado a diminuicdo dos microrganismos potencialmente
degradadores de hidrocarbonetos, justificando a queda na remocao de TPH.

Comparando os resultados das Figuras 4.7 e 4.8, verifica-se que a concentracao de LCA
de 2 g/L apresentou o melhor resultado de remog¢ao de TPH durante todo o processo, para
ambas as culturas. Ao final dos 14 dias de processo, nesta melhor concentragdo, os resultados
de remocdes de TPH foram 77,2 e 79,5% para as culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145 e C,, respectivamente. Valores que foram muito proximos ao obtido ao empregar
extrato de levedo na concentracdo de 2 g/L, que proporcionou remogdes de 77,5 ¢ 80,4 %.
Desta forma, pode-se afirmar que foi possivel substituir o extrato de levedo por LCA sem
comprometer o processo de biodegradagao.

Como a cultura C; apresentou maior potencialidade em degradar os contaminantes
presentes no efluente, esta foi escolhida para os estudos subseqiientes. Vale salientar, que
apesar da cultura Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 também apresentar potencial para
tratar efluentes contaminados por derivados de petroleo, a escolha pela cultura mista levou em
considera¢do a maior praticidade de manipulagdo e conservagdo da cultura mista C;. Além
disto, como esta cultura tem apresentando uma melhor resposta de biodegradabilidade a cada
estudo de otimizacdo das condi¢des operacionais realizadas, desde a sua adaptagdo em
efluente sintético (VIEIRA, 2004), estes resultados vém comprovar a sua potencialidade em

biodegradar contaminantes derivados de petroleo.
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4.6 - 1° Planejamento Experimental — Otimizaciao das Concentragdes de Nutrientes e da

Concentracao de Inéculo

Os resultados médios de remocdo de TPH e biomassa obtidos no planejamento
composto central (PCC), a partir das varidveis estudadas: concentracdo de nitrogénio (CN),
concentragdo de fosforo (CP) e concentracdo de inoculo (CI), empregando a cultura mista C,
encontram-se na Tabela 4.5.

Para as respostas de remogdes de TPH apresentadas ja foram subtraidas as perdas
abioticas, para cada experimento. Vale salientar, que os resultados relacionados as
concentragdes de biomassa apresentados nesta tabela, relacionam a varia¢do na concentracao
de biomassa (ACy, — aumento na biomassa) verificada ao final de cada experimento apos 3
dias de processo. Isto se tornou necessario, pois como a concentragdo de inoculo ¢ uma
variavel independente do planejamento, esta apresentou valores diferenciados no inicio do

Pprocesso.

Tabela 4.5- Resultados de remocdes de TPH e crescimento celular, em diferentes condi¢oes

experimentais de acordo com a matriz do planejamento composto central.

Relacao Remocao
Exp. | CN (g/L) | CP (g/L) | C:N:P CI (g/L) | de TPH (%) ACy, (g/L)
1 0,135 0,033 100:5,4:1,3 |0,940 55,1+1,0 1,12+ 0,09
2 0,135 0,033 100:5,4:1,3 |4,000 47,7+2,0 0,77 £ 0,05
3 0,135 0,175 100 :5,4: 7,0 0,940 455+2,0 0,67 +0,12
4 0,135 0,175 100:5,4:7,0 |4,000 354+1,0 0,25 +0,03
5 0,625 0,033 100 :25,0: 1,3 | 0,940 68,8 +2,0 1,48 +0,15
6 0,625 0,033 100 :25,0: 1,3 | 4,000 50,9+ 1,0 0,85+ 0,06
7 0,625 0,175 100:25,0:7,0 | 0,940 54,7+3,0 0,95+0,11
8 0,625 0,175 100 :25,0:7,0 | 4,000 43,1 £2,0 0,60 + 0,04
9 0,065 0,104 100:2,6 :4,1 | 2,470 444 +1,0 0,64 +0,01
10 0,695 0,104 100:27,8:4,1 | 2,470 65,9+ 1,0 1,27 +0,17
11 0,380 0,008 100:15,2:0,3 | 2,470 66,5 +2,0 1,22 +£ 0,09
12 0,380 0,195 100:15,2:7,8 | 2,470 40,9 + 3,0 0,34 + 0,02
13 0,380 0,104 100 :15,2:4,1 | 0,500 68.4+1,0 1,41 +0,12
14 0,380 0,104 100:15,2:4,1 | 4,400 459+2,0 0,68 0,35
15 () | 0,380 0,104 100:15,2:4,1 | 2,470 71,0+ 1,0 1,58 0,08
16 () | 0,380 0,104 100:15,2:4,1 | 2,470 69,8 +£2,0 1,63 +0,15

Obs* CN — concentra¢do de nitrogénio; CP — concentragdo de fosforo; CI — concentragdo de inoculo e TPH —

hidrocarbonetos totais de petroleo, ACy,, — variagdo da concentra¢do de biomassa.
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Neste planejamento foram adotados 3 dias de biodegradagao, pois desejava-se otimizar
uma condi¢do de processo em menor tempo de operacdo. Por outro lado, o planejamento
poderia tornar-se experimentalmente invidvel para tempos muito longos de processo. Além
disto, para tempos maiores poderia ocorrer que alguns experimentos do planejamento nao
apresentassem diferengas significativas de remo¢do o que poderia comprometer a realizacao
da otimizacao.

Observa-se nesta tabela, que os resultados de remocdo de TPH e concentragdo de
biomassa variaram entre 35,4 (ensaio 4) a 71% (ensaio 15), e 0,250 a 1,630 g/L,
respectivamente, apds 3 dias de biodegradagdo. Verifica-se também, que os melhores
resultados, de todas as respostas avaliadas, foram obtidos nos experimentos localizados no

ponto central (experimentos 15 e 16).

4.6.1 - Analise de Regressao dos Resultados Obtidos para a Remocao de TPH a partir

das Variaveis Estudadas

Com os resultados obtidos na Tabela 4.5 foi possivel analisar estatisticamente o
comportamento de remog¢ao de TPH. Para isto, determinaram-se os coeficientes de regressao
apos a realizagdo da regressao multipla no programa Statistic 7.

Os resultados obtidos desta andlise estdo apresentados na Tabela 4.6 e na Equagdo 4.1,
nos quais sao mostrados os parametros significativos e ndo significativos, bem como os

valores dos niveis de significancia relacionados aos mesmos.

Tabela 4.6- Resultados da regressdo multipla para remoc¢ao de TPH, com todas as variaveis e

seus respectivos parametros e niveis de significancia.

Fatores Parametros Nivel de significincia (p)
Constante (o) +67,55 0,0000
X1 (CN) +5,43 0,0133
X, (CP) -6,78 0,0049
X5 (CD) -6,71 0,0051
X,” (CN?) -6,20 0,0328
X,” (CF) -7,08 0,0198
X5” (CP) -4,99 0,0679
X1 X5 (CN/CP) +0,03 1,0000
X X3 (CN/CI) -1,5 0,4511
X, X3 (CP/CI) +0,45 0,8170

R =0,923
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Apods a eliminacdo dos pardmetros ndo significativos com p > 0,10, foi obtida as
seguintes relacdes apresentadas na Tabela 4.7. E a equacdo resultante deste ajuste estd

apresentada na Equacdo 4.2.

Remocio de TPH (%) = 67,55 + 5,43X,- 6,20X,* — 6,78 X, — 7,08 X5* — 6,71 X3 — 4,99 X5°
0,03 X; X5 — 1,5 X; X5+0,45 X5 X5 (4.1)

Os parametros nao significativos desprezados foram relacionados apenas aos termos das
interagdes: concentragdo de nitrogénio/concentragdo de indculo (X;X3); concentracdo de
fosforo/concentragdo de inoculo (X,X3) e concentracdo de nitrogénio/concentracio de fosforo
(X1X>), respectivamente.

O coeficiente de correlacio (R?) obtido apods o ajuste foi de 0,91 indicando que os
resultados foram explicados pela equagdo empirica proposta com 91% da variabilidade dos
dados (Eq. 4.2).

Observa-se pela Equacao 4.2, que a remocao de TPH foi influenciada somente pelas
variaveis isoladas X; (concentracdo de nitrogénio), X, (concentracdo de fosforo) e Xj
(concentragdo de inoculo). Os sinais negativos dos coeficientes das varidveis X; e X3 nesta
equacdo, indicam que nas condi¢des de maiores concentragdes de fosforo e indculo, menores
sdo os valores de remog¢des de TPH obtidos, ou seja, os aumentos destas variaveis ocasionam
uma diminui¢do no valor deste atributo.

Este comportamento pode ser verificado pela Tabela 4.5, de acordo com os
experimentos 11 e 12, e 13 e 14, os quais apresentam nesta ordem, os niveis minimos e

maximos adotados para estas variaveis, respectivamente.

Tabela 4.7- Resultados da regressdao multipla para remoc¢ao de TPH, apresentando apenas as

varidveis significantes com seus respectivos parametros e niveis de significancia.

Fatores Parametros Nivel de significincia (p)
Constante (o) +67,55 0,0000
X; (CN) +5,43 0,0030
X, (CP) - 6,78 0,0007
X; (CD) -6,71 0,0008
X,* (CN?) -6,20 0,0109
X,” (CFY) -7,08 0,0053
X;5° (CP) -4,99 0,0299

R* =091
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Remocio de TPH (%) = 67,55 + 5,43X;- 6,20X,> — 6,78 X, — 7,08 X,* — 6,71 X5 — 4,99 X5°
(4.2)

Nas condi¢des dos experimentos 11 e 12 verifica-se, que o aumento na concentragdo de
fosforo de 0,008 para 0,195 g/L, mantendo fixas as concentragdes de nitrogénio e indculo em
0,380 e 2,47 g/L, proporcionaram uma diminui¢do consideravel na remo¢dao de TPH que
passou de 66,5 + 2,0 para 40,9 + 3,0%.

O mesmo comportamento foi verificado ao aumentar a concentragdo de indculo de 0,50
para 4,4 g/L (experimentos 13 e 14), mantendo as concentra¢des de nitrogénio e fosforo fixas
em 0,380 e 0,104 g/L. Nestas condi¢des foi observado uma queda na remog¢do de TPH de
68,4 + 1,0 para 45,9 + 2,0, respectivamente.

Ao contrario destes comportamentos, o sinal positivo da variavel X, indica que o
aumento na resposta remocao estd diretamente relacionado ao aumento desta variavel. Isto
pode ser verificado e conferido pela comparagdo dos resultados obtidos nos experimentos 9 e
10. Por meio destes experimentos observa-se, que o aumento na concentracdo de nitrogénio
de 0,065 para 0,695 g/L, mantendo fixa as concentra¢des de fosforo em 0,104 g/L e indculo
em 2,47 g/L, proporcionaram um aumento significativo e positivo na remocdo de TPH de
44,4 + 1% para 65,9 £ 1%. Nesta situagdo, as relagdes C:N foram de 100:2,6 e 100:27,8,
respectivamente. Isto mostra, que nas condi¢des empregadas, o aumento da concentragdo de
nitrogénio de quase 10 vezes ndao provocou efeito inibidor na biodegradagdo dos

contaminantes.
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Figura 4.9 — Distribui¢ao dos residuos relativa a remocao de TPH.
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Com os resultados obtidos foi possivel verificar os comportamentos de residuos e dos
valores preditos em fun¢do dos observados graficamente, de acordo com as Figuras 4.9 e

4.10.
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Figura 4.10 — Valores preditos em funcao dos observados relativos a remogao de TPH.

Observando a Figura 4.9, verifica-se que a distribui¢do dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, nao apresentando nenhuma tendéncia.

Por meio da Figura 4.10 nota-se, que os valores dos resultados experimentais para
remog¢ao de TPH apresentaram bem proximos aos valores fornecidos pela equagao empirica.

Para ilustrar os efeitos das variaveis na biodegradacdo dos contaminantes (6leo diesel e
gasolina) pela cultura C,, estdo apresentadas nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13 as superficies de
resposta e as curvas de contorno. Estas figuras mostram a regido de otimizacao das variaveis
em suas formas codificadas e reais, duas a duas, em relagdo a resposta remoc¢ao de TPH.

Verifica-se, que as regides de otimizagdo, mostrada nestas figuras, apresentam as
seguintes faixas de concentracdes de nitrogénio 0,30 a 0,65 g/L, fosforo de 0,02 a 0,12 g/L e
in6éculo 0,5a2,5 g/L.

Com o objetivo de encontrar o ponto estacionario para a remocao de TPH, ou seja, o
ponto correspondente de maximizacdo da resposta remoc¢do de TPH dentro da regido de
otimizagdo foi realizada a implementa¢do de um algoritmo no programa Maple V release 4.
Este procedimento foi adotado com intuito de definir a condi¢ao operacional dentro da regiao
de otimizagdo. Os valores codificados destes pontos foram os seguintes: X;= 0,53; X,=-0,50

e X3=-0,77.
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Utilizando as equagdes de codificacdo (3.4), (3.5) e (3.6), foi possivel calcular os

valores das variaveis em sua forma real, resultando em:

X1= 0,509 g/L de nitrogénio

X5=0,068 g/L de fosforo

X5= 1,32 g/L de indculo

A partir dos valores codificados das variaveis X;, X, e X3 no ponto de maximo
determinou-se pela Equagdo 4.1, que o percentual de remocao de TPH neste ponto foi de
73%, teoricamente. Comparando este valor tedrico (73%) com os valores experimentais da

Tabela 4.5 verifica-se, que o experimento 15 foi 0o que mais se aproximou deste valor com
71% de remogao de TPH.
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Figura 4.11 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta remocao de TPH em

funcdo da concentragdo de nitrogénio (X;) e concentragao de fosforo (X5).

Marayyan e Battikhi (2005), em estudo do efeito do tipo de consoércio microbiano
empregado e das concentragdes de sais (fonte de nitrogénio, fésforo e enxofre) utilizados para

tratamento de lodo de petroleo, constataram que as adigdes conjuntamente destes sais
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proporcionaram um aumento na remog¢ao de carbono organico total (TOC), de 28% (sem sais)
para 43% (com sais), apos 10 dias de processo em aerobiose.

Coulon et al. (2005), analisando o efeito da temperatura e da adi¢do de fertilizantes no
processo de biodegradacdo de 6leo diesel em aerobiose, observaram que para uma mesma
temperatura a adi¢do de fertilizante (Inipol- fonte: N, P e K) diminuiu o TPH residual destes

Oleos apds 42 dias de processo passando de aproximadamente 70% (sem fertilizante) para
40% (com fertilizante).
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Figura 4.12 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta remog¢ao de TPH em

func¢do da concentragdo de nitrogénio (X;) e concentracao de indculo (X3).

Pode-se observar, que o tratamento adotado neste trabalho, apresentou resultados
(Tabela 4.5) competitivos com os obtidos pelos autores citados acima, mostrando remogdes

de TPH em alguns casos superiores a 70%, em 3 dias de processo.
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Figura 4.13 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta remo¢ao de TPH em

funcao da concentragdo de fosforo (X;) e concentracao de indculo (X3).

4.6.2 - Analise de Regressiao dos Resultados Obtidos para a Concentracio de Biomassa a

partir das Variaveis Estudadas

Como no caso anterior, apos a realizagdo da regressao multipla e andlise estatistica dos
dados, gerou-se a Tabela 4.8 e a Equacao 4.3 apresentando os resultados de regressao. Nestes
estdo contidos apenas as varidveis significativas com nivel de significancia inferior a 10% no
teste ¢ de student. Os parametros nao significativos eliminados neste caso foram X;X;, X; X3 e
X5,

Analisando a Tabela 4.8 verifica-se, que as variaveis concentracdo de fosforo (X;) e
concentracdo de inoculo (X3) influenciaram mais significativamente na variagdo da
concentracdo de biomassa (ACpn). E os sinais negativos dos coeficientes destas variaveis
indicam, que o aumento destas concentragdes proporcionaram uma diminui¢do na variagdo da

concentracdo de biomassa. O que pode ser confirmado ao comparar os resultados dos

experimentos 11 e 12 e 13 e 14 da Tabela 4.5.
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Tabela 4.8- Resultados da regressdo multipla para aumento na concentragdo de biomassa

(ACpm), apenas com as variaveis significantes e seus respectivos pardmetros e niveis de

significancia.
Fatores Parametros Nivel de significincia (p)
Constante (o) 1,318 0,000
X1 (CN) 0,166 0,022
X;* (CN?) -0,196 0,050
X, (CF) -0,255 0,002
X,” (CF) -0,302 0,006
X5 (CI) -0,238 0,003
R® =0,85
ACpm = 1,318 + 0,166X; — 0,196X,* — 0,255X, — 0,302X,” — 0,238X; (4.3)

Além disto, o sinal positivo da variavel X, indica que o aumento deste fator ocasiona o
aumento na concentragao de biomassa.

As Figuras 4.14 e 4.15 mostram a distribuicdo dos residuos em torno do zero e a
representacao dos valores preditos em fungao dos observados.

Observando a Figura 4.14, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando qualquer tendéncia quanto a distribuicao.
Na Figura 4.15, nota-se que as respostas experimentais para a variacdo da concentracao de
biomassa apresentaram a maioria dos valores proximos aos fornecidos pela equacao empirica.

Para ilustrar os efeitos das varidveis no crescimento da cultura C;, estdo apresentadas
nas Figuras 4.16 a 4.18 as superficies de resposta e as curvas de contorno, destacando a regido
de otimizagao para as varidveis estudadas.

As variaveis nestas figuras estdo representadas em suas formas codificadas e reais, duas
a duas, em relagdo a resposta ACyy,. Verifica-se, que a regido de otimizagdo, mostrada nestas
figuras, apresentam as seguintes faixas de concentragdes de nitrogénio a 0,35 a 0,65 g/L,

fosforo de 0,04 a 0,10 g/L e indculo 0,5 a 1,2 g/L, respectivamente.
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Figura 4.14 — Distribuicao dos residuos relativa a concentragao celular.

Da mesma forma apresentada no item 4.6.1, com a equag¢do completa calculou-se o
ponto estacionario para o crescimento celular utilizando o programa Maple V release 4.
Valores de A’s referentes ao crescimento de biomassa indicaram que esta resposta possui

ponto de maximo, pois 0s mesmos apresentam sinais iguais € negativos.
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Figura 4.15 — Valores preditos em funcao dos observados relativos a concentragdo celular.
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Figura 4.16 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta a variacao da
concentragdo de biomassa (ACyy,) em fungdo da concentragdo de nitrogénio (X;) e

concentracao de fosforo (X5).

Os valores codificados destes pontos foram os seguintes: X;= 0,47; X,= -0,46 ¢ X3= -

0,68. Utilizando as equacgdes de codificacdo (3.4), (3.5) e (3.6), foi possivel calcular os valores

das variaveis em sua forma real, resultando em:
X;=0,495 g/L
X,=0,071 g/L
X5=1,060 g/L

Substituindo as variaveis codificadas X;, X, e X3 obtidas do ponto de otimizacdo para a
variagdo da concentracdo de biomassa (ACyn), determinou-se pela Equagdo completa que o
aumento na concentra¢cdo de biomassa para estas condi¢des foi teoricamente de 1,626 g/L. Se
compararmos este valor com os valores obtidos experimentalmente (Tabela 4.5), pode-se

verificar, que as respostas mais proximas deste valor foi obtida nas condigdes dos

experimentos 15 e 16 (pontos centrais).
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Figura 4.17 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta variacao da
concentragdo de biomassa (ACyy,) em fungdo da concentragdo de nitrogénio (X;) e

concentracao de indculo (X3).

A Tabela 4.9 apresenta os resultados obtidos no ponto central do planejamento de
experimentos (PCC) e os valores reais das concentragdes das variaveis independentes CN, CP

e CI nos pontos de maximizacao para as respostas remog¢ao de TPH e crescimento celular.
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Figura 4.18 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta ACy,, em fungdo da

concentragdo de fosforo (X;) e concentragdo de indculo (X3).

Como todas as variaveis estudadas sdo de baixo custo economico, foi de interesse adotar
como melhor condigdo de processo para proximos estudos as concentragdes obtidas no ponto
de otimizacdo, encontrado ao analisar a resposta remo¢do de TPH, aplicando o algoritmo

desenvolvido no Maple V release 4 (nitrogénio -0,509 g/L, fosforo — 0,068 g/L e inoculo: 1,32
g/L), que proporcionaram remoc¢ao de 73,0 % (tedrico).

Tabela 4.9 — Valores das variaveis concentracdo de nitrogénio (CN), concentragdo de fosforo
(CP) e concentragao de indculo (CI) ap6s otimizagao.

Experimentos CN (g/L) |CP (g/L) |CI (g/L)
Ponto central 0,380 0,104 2,470
Ponto de otimizagdo — remogao de TPH 0,509 0,068 1,320
Ponto de otimizagdo — varia¢ao da concentracao

celular (AChm) 0,495 0,071 1,060
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4.6.3 - Aspectos Visuais dos Experimentos

Em todas as condi¢des estudadas foi observada a presenca de turvagdo do meio,
mostrando-se leitoso. O grau de turvagdo do meio variou de acordo com a remocao de TPH
obtida, ou seja, nas maiores remocdes foi evidenciado aumento da turvacao do meio (Tabela
4.5).

Além disto, foi observado visualmente uma coloragdao diferenciada para cada
experimento estudado, que surgiu apds 48 horas de processo e se intensificou nas 72 horas
(final do processo). As tonalidades leitosas verificadas variaram de verde intenso, verde claro
branco e amarelo, como mostra a Tabela 4.10.

Além disto, como os experimentos apresentaram turvagao nas primeiras 48 horas, isto
sugere que houve a atuacdo predominante de bactérias, uma vez que foi utilizada cultura
mista.

As tonalidades de verde indicam maiores concentracdes de bactérias patdgenas
(Pseudomonas). As tonalidades de branco e amarelo sugerem que oS microrganismos em
maiores concentragdes podem ndo ser patdgenos, de acordo com o0s microrganismos
identificados que estavam em maior concentragdo na cultura mista C;

Ao comparar o aspecto visual dos experimentos com microrganismos € o controle
abidtico (na auséncia de microrganismos), pode-se observar um aspecto mais leitoso dos
experimentos, totalmente distinto das caracteristicas do controle. No controle, as fases
combustivel e 4gua permaneceram praticamente imisciveis.

Ao relacionar os resultados da Tabela 4.10 com da Tabela 4.5 verifica-se, que os
experimentos com coloracdes leitosas de tonalidades em amarelo e branco, correspondentes
aos experimentos 7, 8, 9, 12 e 14, e 1, 2, 4, e 6, nesta ordem, foram os que apresentaram
menores remogdes de TPH (inferior a 60%). Os experimentos 5, 10, 11, 13, 15 e 16
apresentaram remogdes de TPH superiores a 65%, mostrando tonalidades em verde. Isto
sugere, que OS microrganismos presentes na cultura mista responsaveis por maior

biodegradagao dos contaminantes foram as Pseudomonas.
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Tabela 4.10- Coloracdes observadas do meio biodegradado nos experimentos do

planejamento composto central no final de 3 dias de processo.

Coloracoes Observadas

Experimentos Verde Intenso | Verde Claro Amarelo Branco
1 XXXXX
2 XXXXX
3 XXXXX
4 XXXXX
5 XXXXX

6 XXXXX
7 XXXXX

8 XXXXX

9 XXXXX

10 XXXXX

11 XXXXX

12 XXXXX

13 XXXXX

14 XXXXX

15 XXXXX

16 XXXXX

4.6.4 - Teste de Reprodutibilidade Empregando as Melhores Condicoes de
Concentracdes de Nitrogénio, Fosforo e Inéculo Obtidas Pelo Planejamento

Experimental

ApoOs a analise dos resultados obtidos nos itens 4.6.1 e 4.6.2, procedeu-se este estudo,
para verificar se ocorreria reprodutibilidade dos resultados, ao empregar as mesmas condi¢des
experimentais do melhor resultado do planejamento (pontos experimentais- E15 e E16) e do
ponto otimizado obtido teoricamente.

O comparativo dos resultados encontrados no PCC e no ponto otimizado com a sua
respectiva reprodutibilidade (repeticdo) estdo apresentados na Tabela 4.11. Para os resultados
de remogdo de TPH j4 foram descontadas as perdas abidticas.

Comparando os resultados apresentados na Tabela 4.11, percebe-se que houve
reprodutibilidade dos resultados tanto em termos de aumento da concentracdo de biomassa
quanto de remog¢ao de TPH. Estes resultados eram esperados, uma vez que estes experimentos
(repeticao) foram realizados em condi¢des proximas aos experimentos 15 e 16.

Além disto, a0 compararmos os resultados de remog¢des de TPH do ponto experimental
de otimizagdo (Rpot exp), ap0s 3 dias de operacdo (71,8%) com o melhor resultado apresentado

no item 4.5.2 de 59,6% (estudo da substituicdo de extrato de levedo por LCA na concentracdo
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de 2g/L), pode-se verificar que houve um aumento consideravel apds a otimizagdo das
concentragdes de nutrientes e indculo. Isto mostra, a importancia da analise conjunta destas

variaveis estudadas para a remog¢ao de TPH.

Tabela 4.11- Comparativo dos resultados de remocdes de TPH e variacdes de concentragdes

de biomassa, nas condi¢des experimentais do ponto central (E15 e E16), do ponto otimizado

(Epor)-
Experimentos ACm (g/L) Remociao de TPH (%)
E16 (CN=0,380 g/L, CP=0,104 g/L, CI=2,470 g/L) | 1,63 £0,15 69,8 + 0,8
E15 (CN=0,380 g/L, CP=0,104 g/L, CI=2,470 g/L) | 1,58 £0,21 71,0+ 1,9
R15 (CN=0,380 g/L, CP= 0,104 g/L, CI=2,470 g/L) | 1,62 +0,15 71,5+ 1,5
Epot (CN=0,509 g/L, CP=0,068 g/L, CI=1,32 g/L) 1,626 73,0
R ot exp (CN=0,509 g/L, CP=0,068 g/L, CI= 1,32 g/L) | 1,70 £ 0,09 71,8+ 1,2

Obs* ACm (g/L)- variagdo da concentragdo de biomassa; CN- concentragdo de nitrogénio, CP- concentragdo de
fosforo, CI- concentragdo de inoéculo; E15 e E16- condigdes experimentais definidas pela matriz do
planejamento composto central (pontos centrais 15 e 16), R15- repeticdo das condi¢des experimentais do
ponto central, E, — condigdes experimentais definidas teoricamente, a partir da implementacdo do
algoritmo (ponto otimizado) e R, ex, — repeti¢do das condi¢des experimentais do ponto otimizado.

4.6.4.1 - Avaliacio dos Resultados Empregando Cromatografia Gasosa para os

Experimentos R15 e Ryt exp

Como listado anteriormente na Tabela 4.2 (item 4.1.2) foram identificados 30
hidrocarbonetos pertencentes as seguintes classes: parafinicos, isoparafinicos, olefinicos,
aromaticos e nafténicos.

Os resultados médios de biodegradacdo das classes de hidrocarbonetos identificados
obtidos apds 3 dias de processo, para os experimentos R15 € Rpot exp €stdo apresentados na
Tabela 4.12. Percebe-se por esta tabela, que todas as classes de hidrocarbonetos com excec¢ao
dos nafténicos apresentaram porcentagem de degradagdo superior a 70%, decorridos 3 dias de
processo.

Os resultados apresentados nesta tabela estdo de acordo com a ordem de
susceptibilidade de ataque as classes de hidrocarbonetos pelos microrganismos, descrito por
Leahye e Cowell (1990). Estes autores descreveram que as parafinas sdo as mais susceptiveis
ao ataque microbiano, seguido pelas isoparafinas, aromaticos e os nafténicos, que sdo os
menos susceptiveis ao ataque.

As Figuras 4.19 e 4.20, mostram as porcentagens de degradacdo dos compostos listados
na Tabela 4.2 para cada condi¢do dos experimentos estudados (R15 e Rpo exp). Estes

compostos listados também sdo objetos de estudo de trabalhos cientificos, que abordam a
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degradagdo de hidrocarbonetos empregando culturas puras e mistas (TOWNSEND et al.,
2004; GHAZALI et al. 2004, CUNHA E LEITE, 2000; SOLANO-SERENA et al., 1999).

Tabela 4.12 - Porcentagens de degradacdes das classes de hidrocarbonetos identificados para

as condigoes experimentais R15 € Ryt exp, ap0s 3 dias de processo.

Experimentos R15 Ryt exp
Porcentagem de Porcentagem de
Classes dos Hidrocarbonetos | Degradacio Degradacao
(%) (%)
Parafinas 86,3+ 1 87,11
Isoparafinas 78,2+5 77,73
Olefinas 76,9 £2 78,6 £2
Nafténicos 36,8 £2 38,4+ 1
Aromaticos 70,6 £ 3 71,7+2

Obs* R15- repeticdo das condigdes experimentais do ponto central e Ry, o, — repeticdo das condigdes
experimentais do ponto otimizado.

Comparando as Figuras 4.19 (experimento R15) e 4.20 (experimento Ry exp), pode-se
observar o mesmo comportamento de degradagdo das classes de hidrocarbonetos identificados
e a proximidade dos valores de degradacdao dos compostos identificados termo a termo. Isto
pode ser justificado, pela proximidade dos valores das condigdes experimentais utilizadas nos
dois experimentos e por estes estarem dentro da regido de otimizagao.

Cunha e Leite (2000), em seu estudo de biodegradacdo de gasolina em diferentes
sistemas em solo, observaram os seguintes valores maximos de degradacao dos constituintes
da gasolina apo6s 72 h: tolueno- 53,7%, etilbenzeno- 46,3%, nCo- 59,2%, nC;,- 88,7%, nC;-
62,7%, respectivamente. Comparando estes resultados com os obtidos no presente estudo
(Figuras 4.19 e 4.20), pode-se verificar que as porcentagens de degradagdo destes compostos
(tolueno- 62,9 e 64,1%; etilbenzeno- 72,8 e 73,5%; nC;;- 64,8 € 65,1% e nCi,- 72,5 € 72,2%)
mostraram-se superiores ao obtido por Cunha e Leite com excec¢ao do nC;;. Mas, no trabalho
de Solano- Serena et al. (1999) também ndo foi verificado o consumo do composto nCy;
presente na gasolina, ap6s 25 dias de incubacdo. Estes autores estudaram a biodegradacao da
gasolina em meio liquido, empregando lodos ativados obtidos do tratamento convencional de
agua urbana.

Dentre os compostos identificados por Solano — Serena et al. (1999), os seguintes
valores de porcentagem de degradacdo foram obtidos (%): aproximadamente 100% para as
isoparafinas, 2,2-dimetilpentano, 3- metilhexano e 3-etilpentano e para as olefinas, penteno e
hepteno, decorridos 25 dias de operagao. Comparando estes resultados com os resultados do

presente trabalho (Figuras 4.19 e 4.20), apesar dos valores das porcentagens de degradacao
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destes ultimos terem sido inferiores, a classe das isoparafinas apresentou-se com valores de
remogdes consideraveis 73,4 e 74,1% para 2,2— dimetilpentano, 78,9 e 80,2% para 3-

metilhexano e 71,4 e 73,8% para o etilpentano, decorridos apenas 3 dias de processo.
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Figura 4.19 — Degradacao dos hidrocarbonetos identificados para a condigao do experimento

R15, apos 3 dias de processo.

Todos estes resultados apresentados mostram, que um mesmo composto presente na
gasolina pode apresentar valores de degradacao distintos, dependendo do tipo de meio no qual
se encontra (solo ou meio aquoso), dos microrganismos empregados e das condig¢des

operacionais adotadas.
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Figura 4.20 — Degradac¢do dos hidrocarbonetos identificados para a condi¢ao do experimento
Rpot exp, ap0s 3 dias de processo.

4.7 — 2° Planejamento Experimental — Otimizacio do Intervalo de Aeracio e do Nivel de

Agitacgio

Nesta etapa foi realizada a otimiza¢ao do processo de biodegradacdo em relacdo as
variaveis: intervalo de aera¢do (IA.) e velocidade de agitacdo (VA,), uma vez que os
parametros concentracdo de nutrientes (fosforo e nitrogénio) e concentragdo de in6culo foram
otimizados previamente no Item 4.6. Adotou-se também, 3 dias de processo para a
otimizagdo das varidveis, conforme justificativa mencionado anteriormente.

A Tabela 4.13 apresenta a média dos resultados de remogao de TPH e crescimento de
biomassa, para cada experimento do planejamento experimental. Para avaliacdo das perdas
abioticas referentes a remog¢ao de TPH foi realizado o teste controle e 0 maximo percentual de
remocdo de TPH observado foi de 2,1%. Estas perdas abioticas ja foram descontadas nos
valores de remogdes de cada experimento.

Vale salientar, que foram acompanhados os resultados de pH e consumo de oxigénio

dissolvido (Oyq), para cada experimento.
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Por meio desta tabela, pode-se verificar, que as variagdes do intervalo de aeragdo (IA.) e
das velocidades de agitacdo (VA,) proporcionaram resultados de remogdes de TPH que
variaram de 38 a 76,2%. E em relacdo ao crescimento de biomassa verifica-se, que em todas
as condi¢des experimentais testadas houve aumento de biomassa, mostrando que as condi¢des
experimentais favoreceram o crescimento conduzindo em menores ou maiores concentragoes,
que variaram de 0,892 a 2,282 g/L.

Analisando a Tabela 4.13 verifica-se, que os melhores resultados, das respostas
avaliadas, foram obtidos nos experimentos localizados no ponto central (experimentos 9,

10e11).

Tabela 4.13- Resultados de remocdes de TPH e biomassa, em diferentes condi¢des

experimentais definida pela matriz do planejamento composto central.

Exp. IA. (h) VA, (rpm) Remocgido de TPH (%) | ACyn, (g/L)
1 12 60 38,0+2,0 0,89 +0,16
2 12 180 42,0+2,0 1,33+ 0,25
3 48 60 52,0+ 3,0 0,94 +0,12
4 48 180 545+1,0 1,19 +0,32
5 9 120 56,3 +2,0 2,07 +£0,15
6 51 120 60,5 +£4.,0 1,57 +£ 0,34
7 30 50 48,0+ 1,0 0,83 +£0,29
8 30 189 59,0+ 3,0 1,08+0,18
9 (O) 30 120 74,0 £2,0 2,16 £ 0,32
10 (C) 30 120 76,2+ 1,0 2,21 +£0,27
11 (C) 30 120 75,0+£2,0 2,28 £0,24

Obs* IA, — Intervalo de aeragdo; VA, — velocidade de agitagdo e ACy,,— variagdo da concentragdo de biomassa.

4.7.1 - Analise de Regressao dos Resultados Obtidos na Remoc¢ao de TPH a partir das

Variaveis Estudadas

Apos a realizacdo da regressdo multipla no programa Statistic 7.0, obteve-se a seguinte

equagao completa:

Remocio de TPH (%) = 74,954 + 4,722 X; — 12,385 X;* + 2,883 X, — 16,107 X»* —
0,375 X1 X, (4.4)

Apos a eliminacao do termo nao significativo (X;X;) para a resposta remog¢ao de TPH

foi obtida a Tabela 4.14, que relaciona os termos significativos bem como os parametros
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referentes a estes. A equagdo empirica ajustada que representa a remog¢ao de TPH esta descrita

na Equagdo 4.5.

Tabela 4.14- Resultados da regressdo multipla para remog¢ao de TPH, apresentando apenas as

varidveis significativas com seus parametros e niveis de significancia.

Fatores Parametros Nivel de significincia (p)
Constante (o) 74,954 0,000000
X; (IA.) 4,722 0,007728
X, (IA.9) -12,385 0,000278
X, (VA 2,883 0,050881
X," (VA;?) -16,107 0,000064
R’ =097

Obs* IA, — Intervalo de aeragdo; VA, — velocidade de agitacdo.

O coeficiente de correlagao de 0,97 indica que ocorreu um 6timo ajuste dos dados

experimentais ao modelo.

Remocio de TPH (%) = 74,954+ 4,722 X, — 12,385 X,* + 2,883 X, — 16,107 X,* (4.5)

Por meio da Tabela 4.14 verifica-se, que a varidavel IA. (X;) influenciou a resposta
remocdo de TPH mais significativamente do que VA, (X;). E os sinais positivos dos
coeficientes destas variaveis, indicam que os aumentos destes valores promoveram o aumento
da remocao. Isto pode ser claramente observado nos ensaios 5 e 10, nos quais as variagdes no
intervalo de aeracdo de 9 para 30 h, mantendo constante o nivel de agitacdo (120 rpm),
promoveu um aumento significativo na remog¢ao de TPH, que passou de 56,3 para 76,2%.

A Figura 4.21 mostra a distribuicao dos residuos em torno do zero e a Figura 4.22, o
grafico de valores preditos em fun¢do dos observados.

Observando a Figura 4.21, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero, ndo apresentando qualquer tendéncia a distribuicdo. Na
Figura 4.22, nota-se que as respostas experimentais para remoc¢do de TPH apresentaram

valores proximos aos fornecidos pela equacao empirica.
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Figura 4.21 — Distribuicao dos residuos relativa a remog¢ao de TPH.

Para ilustrar os efeitos das varidaveis na biodegradagdo dos contaminantes estd
apresentada na Figura 4.23 a superficie de resposta e a curva de contorno. Da mesma forma
como descrito nos itens anteriores, esta figura mostra a regido de otimizagao das variaveis em
suas formas codificadas e reais, duas a duas, em relagdo a resposta remoc¢ao de TPH. Observa-
se nesta figura, que as faixas de valores de intervalo de aeracdo e velocidade de agitagao da

regido de otimizacao estd compreendida entre 25 a 40 h e 100 a 140 rpm, respectivamente.
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Figura 4.22 — Valores preditos em fun¢do dos observados relativos a remog¢ao de TPH.
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Figura 4.23 — Superficie de resposta e curva de contorno para a resposta remoc¢ao de TPH em

funcdo do intervalo de aeragdo (X;) e nivel de agitacao (X»).

O célculo do ponto estacionario para a remog¢ao de TPH foi realizado conforme citado
anteriormente (item 4.6.1) e os valores dos A’s referentes a remogao de TPH indicaram, que
esta resposta possui um ponto de maximo, pois A; (-16,12) e A, (-12,37) apresentam sinais
iguais e negativos.

Os valores referentes a este ponto em suas formas codificadas foram: X; = 0,189 ¢ X, =
0,087. Além disto, pode-se verificar pela Figura 4.23, que estas coordenadas estao dentro da
regido de otimizacgao.

Utilizando as equacdes de codificagdo (3.9) e (3.10) foram obtidos os valores reais das
variaveis estudadas:

X;=33h;

X, =125 rpm.
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Substituindo as variaveis codificadas X; e X, na equacdo 4.5, obteve-se um percentual
de remocdo de TPH tedrico de 75,5%. Verifica-se, que este valor foi muito préximo ao

encontrado nos experimentos 10 e 11, que sdo os pontos centrais (Tabela 4.13).

4.7.2 - Analise de Regressio dos Resultados Obtidos no Crescimento de Biomassa a

Partir das Variaveis Estudadas

Por meio do programa Statistica 7.0 realizou-se a regressao multipla dos resultados
apresentados na Tabela 4.13 e apds a elimina¢@o do parametro ndo significativo (X;X;) para o

crescimento de biomassa obtiveram-se as relagdes ajustadas apresentadas na Tabela 4.15:

Tabela 4.15- Resultados da regressdo multipla para crescimento de biomassa, apresentando

apenas as variaveis significativas com seus respectivos parametros e niveis de significancia.

Fatores Parametros Nivel de significancia (p)
Constante (Bo) 2,194 0
X, (1A.) -0,101 0,093
X, (IA:Y) -0,243 0,0133
X," (VA 0,146 0,028
X, (VA,) -0,899 0,000014
R” =0,97

Obs* A, — Intervalo de aeragdo; VA, — niveis de agitagdo.

A Equacdao 4.6 representa a expressdo matematica das relacdes dos fatores e dos

parametros apresentados na Tabela 4.15 apds ajuste.

Biomassa (g/L) = 2,194 - 0,101 X, — 0,243 X,> + 0,146 X, — 0,899 X,
(4.6)

Ao analisar a Tabela 4.15 verifica-se, que neste caso, a variavel nivel de agitacao (X»)
foi mais significativa para o crescimento celular. E os sinais negativos das varidveis X; e X,
indicam que o aumento do IA diminui a concentragdo de biomassa final.

De acordo com a Tabela 4.13, pode-se levantar as seguintes observacdes principais:

1) o aumento do IA. de 9 para 51 h (experimento 5 e 6) proporcionou uma queda
consideravel na concentragdo de biomassa. Isto mostra, a importancia da disponibilidade de
oxigénio para o crescimento dos microrganismos envolvidos neste processo. Pode-se

verificar, que o aumento do intervalo de aeracao, ou seja, o intervalo entre cada fornecimento
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de ar ao sistema promoveu a diminui¢cdo na concentracdo de oxigénio disponivel (soluvel)
para os microrganismos gerando diretamente a queda no crescimento.

2) nas maiores velocidades de agitacao de 180 e 189 rpm, empregadas nos experimentos
2,4 e 8 (Tabela 4.13), foram observadas baixas concentragdes de biomassa. Além disto, estas
mesmas condi¢des proporcionaram os menores valores de remog¢des de TPH (inferiores a
60%). Isto sugere, que para valores de agitacdo de 180 e 189 rpm a producdo de espuma
observada, pode ter ocasionado a diminui¢do do contato substratos — microrganismos,
resultando em diminui¢des da porcentagem de biodegradagdo e crescimento celular (Tabela
4.13).

3) Dentre as condigdes experimentais estudadas, os experimentos 1, 3 e 7 apresentaram
0s menores aumentos na concentracao de biomassa (Tabela 4.13). Este comportamento pode
estar associado aos baixos niveis de agitagdo empregados (50 e 60 rpm), que ndo
proporcionaram a homogeneizacdo adequada da camada de 6leo formada na superficie do
liquido, dificultando a atuag¢@o dos microrganismos na degradacdo do contaminante.

A presenca de 6leo nestes casos pode funcionar como uma barreira difusiva para o
oxigénio na 4gua. A difusdo do oxigénio no 6leo é da ordem de 10 cm?/s. Quando a camada
de 6leo ¢ mais espessa que 100um, pode ocorrer a reducdo na velocidade de transferéncia por
difusdo em mais de 50% (SCHWARZENBACH et al., 1993).

A Figura 4.24 mostra a distribuicdo dos residuos em torno do zero e a Figura 4.25, o

grafico de valores preditos em fun¢do dos observados.
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Figura 4.24 — Distribuicao dos residuos relativos a variagdo da concentracdo de biomassa.
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Figura 4.25 — Valores preditos em fun¢ao dos observados relativos a variagao da concentracao

de biomassa.

Observando a Figura 4.24, verifica-se que a distribuicdo dos residuos comportou-se
aleatoriamente em torno do zero e ndo apresentou qualquer tendéncia quanto a distribuicao.
Na Figura 4.25, nota-se que o modelo descrito pela equagcdo empirica se ajustou bem aos
dados experimentais, por isso foi observada a proximidade dos dados experimentais a curva.

Para ilustrar os efeitos das varidveis na concentragao de biomassa, a Figura 4.26 mostra
a superficie de resposta e a curva de contorno. Da mesma forma como descrito nos itens
anteriores, esta figura mostra a regido de otimizacdo das varidveis em suas formas codificadas
e reais, duas a duas, em relagdo a concentracdo de biomassa. Observa-se por esta figura, que
as faixas de valores de intervalo de aeragdo e nivel de agitacdao da regido de otimizagdo ¢ de
18 a 35 he 110 a 140 rpm, respectivamente.

Com o objetivo de encontrar o ponto estaciondrio para a concentracdo de biomassa o
mesmo procedimento descrito nos itens anteriores (4.6.1, 4.6.2 ¢ 4.7.1) foi realizado aplicando
o algoritmo implementado no programa Maple V release 4. Como resultado foram obtidos os
seguintes valores codificados para as varidveis X; e Xj: -0,216 e +0,087. Desta forma,
observou-se que as coordenadas do ponto estacionario estavam dentro da regido experimental.

Os valores de A’s obtidos referentes a concentracdo de biomassa indicaram que esta
resposta possui um ponto de maximo, pois A;(-0,899) e A, (-0,242) apresentaram sinais iguais

€ negativos.
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Figura 4.26- Superficie de resposta e curva de contorno para a concentragdo de biomassa em

funcdo do intervalo de aeracdo (X;) e nivel de agita¢do (X;) nas formas codificadas e reais.

Utilizando as equacdes de codificagdo (3.9) e (3.10), obtiveram-se os seguintes valores
reais das variaveis no ponto de maximiza¢ao da concentragdo de biomassa:

X;=26h

Xo=125 rpm

Ao substituir os valores das variaveis codificadas do ponto de otimizacao da resposta
concentragdo de biomassa no modelo da equagdo completa, obteve-se uma concentracdo de
biomassa de 2,21 g/L neste ponto. Este valor ¢ exatamente igual ao valor obtido quando
empregado as condi¢des do experimento 10.

Associando e comparando os resultados obtidos nesta etapa, pode-se observar que o
objetivo de otimizar o intervalo de aeracdo e o nivel de agitagdo foi alcancado, pois foi

possivel promover crescimento celular e remogdes crescentes de TPH.
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Como o principal objetivo deste estudo foi promover maiores remogdes de TPH, a partir
da otimizacao das varidveis, intervalo de aeracdo e nivel de agitagdo, utilizou-se como critério
os resultados obtidos ao analisar a resposta remoc¢ao de TPH. Foi escolhido como ponto de
otimizagdo para as etapas subseqlientes, os valores de intervalo de aeracao e nivel de agitacao
de 33 h e 110 rpm. As escolhas destes valores levaram em consideragdo a localizacdo destes
pontos dentro da regido de otimizag@o e os custos econdmicos que estes poderiam gerar.

Como a regido de otimizagdo para o intervalo de aeragdao foi compreendida na faixa de
25 a 42 h e o ponto 33 h foi correspondente ao ponto de maximizagao da remog¢ao de TPH,
tornou-se interessante do ponto de vista econdmico adotar este ponto. Pois, o tempo de
aera¢do, mantido a cada 33 h de processo, foi apenas de 5 minutos o que sugere a necessidade
de ndo selecionar intervalos de aeragao superior a este valor.

Em relagdo a velocidade de agitacdo, como a velocidade tem que ser mantida continua
durante todo o processo, do ponto de vista do menor custo econdmico seria de interesse
empregar menores valores. Desta forma, o valor de 110 rpm atenderia a este requisito dentro
da faixa de otimizagao.

A Tabela 4.16 apresenta os resultados obtidos no ponto central do planejamento de
experimentos (PCC) e os valores reais das concentracdes das variaveis independentes [A. e

VA, nos pontos de maximizagao para as respostas remo¢do de TPH e crescimento celular.

Tabela 4.16 — Valores das variaveis intervalo de aeragdo (IA.) e velocidade de agitagdo (VA,)

apds otimizagao.

Experimentos IA. (g/L) |VAq(g/L)
Ponto central 30 120
Ponto de otimizagao — remoc¢ao de TPH 33 125
Ponto de otimizagdo — variag@o da concentracdo celular (ACyp,)|26 125
Ponto otimizado adotado 33 110

4.7.3 - Monitoramento do pH

A Figura 4.27 mostra os perfis de pH durante 3 dias de operacao para cada experimento
do planejamento (Tabela 4.13). Vale salientar, que durante o processo em nenhum dos
experimentos estudados foi realizado o reajuste de pH, apenas o ajuste inicial.

Como pode ser observado na Figura 4.27, cada experimento apresentou valores

diferentes de pH iniciais, mas com valores proximos a 7,0. Além disto, observar-se que houve
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uma pequena flutuacdo nos valores do pH dos experimentos durante todo o processo, mas ao
final foi observada uma variagao entre 6,4 — 7,4. Esta faixa de flutuacdo de pH observada para
todos os experimentos, mostrou-se dentro do limite sugerido por Atlas (1988). Segundo Atlas
(1988), para a maioria dos microrganismos envolvidos nos processos de biorremediacao, a
faixa de pH mais favoravel para seu crescimento esta entre 6,0 — 8,0 com um valor 6timo de

7,0, sendo que os fungos sdo mais tolerantes as condicdes altas.

pH

Experimentos

00 dia @1 dia O2 dias O3 dias

Figura 4.27- Perfil de pH dos experimentos definidos pela matriz do planejamento composto

central (experimentos de 1 a 11), durante os 3 dias de processo.

Além disto, por meio da Figura 4.27 verifica-se que nas condigdes experimentais 9 a 11
(pontos centrais do planejamento) foram obtidas as maiores redugdes nos valores de pH e os
maiores valores de remog¢des de TPH (Tabela 4.13). Isto mostra, que a queda nos valores de

pH estdo diretamente relacionados ao aumento da biodegrada¢ao dos contaminantes.
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4.7.4 - Monitoramento do Oxigénio Dissolvido (O4)

A Figura 4.28 mostra o perfil da variagdo do nivel de oxigénio dissolvido (Oyq)
observado para o experimento 1. Para os demais experimentos foi observado o mesmo
comportamento no consumo de oxigénio dissolvido.

A construcdo de cada curva da figura consistiu na observa¢do da medida do valor inicial
de oxigénio dissolvido realizado em cada intervalo de aeragdo até a sua queda com o tempo.
Comparando os comportamentos dos perfis de consumo de oxigénio dissolvido dos
experimentos estudados observou-se, que os maiores valores de concentracao de oxigénio no
inicio do processo foram verificados nas condi¢des experimentais com maiores velocidades
de agitacao e menores intervalos de tempo de aeragao - experimentos 2, 5, 8,9, 10 e 11, como
era esperado. Pois, a combinagdo de elevadas velocidades de agitacao e menores intervalos de
fornecimento de ar, proporcionam o registro de maiores concentra¢des de oxigénio dissolvido.
Além disto, pode-se constatar pela Figura 4.28, que a queda de oxigénio dissolvido em
todas as condi¢gdes estudadas foram verificadas em menos de 1 hora de processo. A
intensidade no consumo de oxigénio na primeira hora de processo, sugere que oS
microrganismos apresentam neste periodo uma elevada atividade bioldgica. Apds este tempo
verifica-se, que a maior parte do processo a cultura trabalha em baixas concentracdes de
oxigénio de 0,2 a 0,3 mg/L, mantendo ainda uma atividade sobre condi¢do aerdbia.
Analisando a Figura 4.28, pode-se observar que durante as 72 horas de processo foram
realizadas 6 aeragdes a cada 12 horas, sendo verificada apds cada aeragdo queda na
concentragdo de oxigénio dissolvido a uma concentra¢gdo minima de 0,3 g/L. Apds a 2°
aeragdo (12 horas apo6s o inicio do processo) a queda na concentragdo de O, dissolvido a
concentracdo minima foi obtida em um menor tempo de 8 minutos. Nas demais aeragdes esta
queda foi mais lenta levando em torno de 45 minutos para alcancar a mesma concentragao

minima de oxigénio dissolvido.
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Figura 4.28 - Perfis de queda da concentracao de oxigénio dissolvido no reator para as

condi¢des do experimento 1, a cada aeracdo intermitente (12h).



Capitulo 4- Resultados e Discussdo 112

4.7. 5 - Teste de Reprodutibilidade Empregando as Melhores Condicoes de Intervalo de

Aeracao e Nivel de Agitacao Obtidos pelo Planejamento Experimental

O principal objetivo desta etapa foi verificar se ocorreria reprodutibilidade dos
resultados, quando empregado & mesma condi¢do experimental referente ao ponto central
(R10), que proporcionou melhor resultado de remogao. Além disto, verificar o desempenho da
cultura mista nas condi¢gdes do ponto otimizado adotado Ryotiavae (33 h e 110 rpm) e
comparar este resultado com o teodrico obtido na otimizagdo Eyoiia,vag (33 h e 125 rpm).
Portanto, na Tabela 4.17 estdo apresentados os valores de remog¢des de TPH e concentragdes
de biomassa para as referidas condi¢des experimentais citadas.

Vale salientar, que para os resultados de remoc¢des de TPH j& foram descontadas as
perdas abidticas.

Pode-se observar pela Tabela 4.17, que ao comparar os resultados Eo e Ry, verifica-se
que houve reprodutibilidade dos resultados tanto em termos do aumento da concentragdo de
biomassa quanto de remoc¢ao de TPH, por apresentarem valores muito proximos.

Além disto, quando comparamos os resultados de remog¢des de TPH do ponto de
otimizagao teodrico (Epotia,vag= 75,5%) com o resultado experimental no ponto de otimizagdo
adotado (Rpot,1a,vag = 75,9% ) pode-se verificar, que a utilizagdo de uma menor agitagdo (110
rpm) ndo comprometeu o resultado de remoc¢ao de TPH. Portanto, esta escolha foi valida para

a remocao de TPH.

Tabela 4.17- Resultados comparativos das respostas variacdo da concentragdo de biomassa e

remocao de TPH dos experimentos do ponto central e do ponto otimizado.

Condicoes Experimentais (%) Remoc¢ido de TPH | ACm (g/L)
Eio(IA=30he VA,=120 rpm) 76,2 +1,30 2,21 +£0,27
Rip(IA=30he VA, =120 rpm) 75,4+ 1,20 2,29 +0,90
Rpotiavag JA=33he VA, =110rpm) |759+1,5 2,25+ 0,70
Epotiavag JA =33 he VA, =125 rpm) 75,5 2,21

Obs* ACm (g/L)- variagdo da concentragdo de biomassa; IA- intervalo de aeragdio; VA,- velocidade de agitacao;
E,o — condi¢des experimentais definidas pela matriz do planejamento composto central (ponto central 10),

€ Ryo- repeti¢do das condi¢des experimentais do ponto central, Epot,1a,vag — condigdes experimentais

definidas teoricamente, a partir da implementagdo do algoritmo (ponto otimizado) € Rpot,IA,vag —
repeticdo das condigdes experimentais do ponto otimizado.

Ao comparar os resultados de remog¢des de TPH do ponto de otimizagdo adotado
(R potia,vag = 75,9%- Tabela 4.17) com o resultado apresentado no ponto de otimizagao,

apenas das variaveis concentracdo de nutrientes e de inoculo, da Tabela 4.11 (Rpotexp = 71,8%)
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obtido em 3 dias de processo empregando a cultura C;, pode-se observar, que houve um
pequeno aumento apods a otimizagdo do intervalo de aeracdo e nivel de agitagdo. Isto mostra,
que a principal contribui¢do para o aumento da remocao de TPH estava associado as
concentragdes de nutrientes e inoculo. Pois, quando estas concentracdes foram otimizadas a
remogao passou de 59,0% para 71,8% decorridos 3 dias.

Além disto, ao compararmos os resultados de concentragdo de biomassa nas condigdes
experimentais do ponto de otimizacdo das concentragdes de nutrientes e inoculo (Rpot exp
=1,70 £ 0,09 g/L) da Tabela 4.11 com o valor obtido na Tabela 4.16 (Rpot1a,vag = 2,25 + 0,70),
pode-se verificar, que ap6s a otimizagdo do intervalo de aeracdo e nivel de agitagdo ocorreu
um aumento na concentragdo de biomassa final. Isto possivelmente, se deve a uma maior
disponibilidade de oxigénio dissolvido, uma vez que o emprego de melhores condi¢des de
aeracao e agitacdo promove uma maior turbuléncia e subdivisdo das bolhas de ar, resultando
numa diminui¢do da espessura das peliculas interfaciais que s3o responsaveis por esse

transporte de massa (ESPIRITO-SANTO, 2002).

4.7.5.1 - Avaliacdo dos Resultados Empregando Cromatografia Gasosa para os

Experimentos Ryg € Rpo¢1a,vag

A Tabela 4.18 mostra os resultados de porcentagem de degradacdes das classes de
hidrocarbonetos identificados ap6s 3 dias de processo para os experimentos Rig € Rpot 14 vag. A
mesma preocupagdo com relacdo a escolha dos hidrocarbonetos que representassem as 5
classes foi mantida. Os hidrocarbonetos selecionados e detectados foram numerados de 1 a 30

e sdo os mesmos identificados no item 4.1.2.

Tabela 4.18- Porcentagem de remog¢do para cada classe de hidrocarbonetos identificados no

efluente.

Experimentos Rio Rypot,1A,Vag
Porcentagem de Porcentagem de

Classes dos Degradacao Degradacao

Hidrocarbonetos (%) (%)

Parafinas 90,8 +3 91,8 +£2

Isoparafinas 82,6 £2 83,3+1

Olefinas 78,5+2 80,9 + 1

Nafténicos 373+1 390,3+2

Aromaticos 79,5+3 80,9 + 1
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Pode-se observar por esta tabela, que para ambas as condi¢des experimentais estudadas,
todas as classes de hidrocarbonetos identificados apresentaram porcentagem de degradagao
superiores a 70%, com exce¢do dos nafténicos.

Além disto, ao comparar os resultados de porcentagens de degradagdes de todas as
classes de hidrocarbonetos, nas duas condi¢gdes experimentais estudadas, verifica-se, que estes
valores mostraram-se muito proximos. Isto pode ter ocorrido, devido as condigdes
experimentais de Rjo € Ryot,1a,vag apresentarem valores proximos e estarem dentro da regido de
otimizagao.

Ao comparar os resultados de porcentagem de remogdes das classes de hidrocarbonetos
nas condi¢des otimizadas de concentracdo de nutrientes e inoculo (Parafinas = 87,1%,
Isoparafinas = 77,7%, Olefinas = 78,6%, Nafténicos = 38,4% e Aromaticos = 71,7%) com os
resultados apresentados da Tabela 4.18, pode-se observar, que a otimizagdo do intervalo de
aeracdo e nivel de agitagdo proporcionou um aumento percentual dos arométicos de
aproximadamente 9%. Mas, esta ultima otimizacdo ndo contribuiu para o aumento na
remog¢ao dos nafténicos, que praticamente manteve-se constante. Este fato mostra, o grau de
recalcitrancia apresentado por este composto, empregando a cultura mista C;, apos 3 dias de
processo.

As Figuras 4.29 e 4.30, mostram as porcentagens de degradagao dos compostos listados
na Tabela 4.12 para cada condi¢do dos experimentos estudados (Rio € Rpot,1a,vag)-

Comparando as Figuras 4.29 (experimento Rjg) e 4.30 (experimento Ry 1a vag), pode-se
observar o mesmo comportamento de degradagdo das classes de hidrocarbonetos
identificados. Os valores de remog¢des dos compostos identificados termo a termo também se
mostraram com valores proximos. Este comportamento pode ser justificado mais uma vez,

pela proximidade dos valores das condigdes experimentais utilizadas nos dois experimentos.
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Figura 4.30 — Degradac¢do dos hidrocarbonetos identificados para a condi¢ao do experimento

Rpot14,vag, apos 3 dias de processo.
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4.8 - Estudo Comparativo do Processo de Biodegradacio do Efluente Contaminado Sob
as Condicoes Com Aeraciao Constante (AC), Sem Aeracio (SA) e com Aeracio

Intermitente (AI)

O objetivo desta etapa do trabalho foi comparar o desempenho de degradag¢do dos
contaminantes empregando a cultura mista, nas condi¢cdes extremas de operacao, com aeracao
constante (AC) e sem aeragdo (SA) e com aeracdo intermitente (Al). Pois, um dos objetivos
deste estudo foi avaliar o processo de tratamento empregando aeracdo intermitente, na
tentativa de diminuir os custos finais de tratamento.

Segundo Thomas e Ward (1989), o oxigénio ¢ o fator metabdlico mais critico num
processo de biodegradacao. Podendo ser utilizado na biorremediacdo de ambientes
contaminados, tanto como aceptor final de elétrons no metabolismo microbiano quanto como
oxigénio molecular requerido em grande parte nas reagdes de degradacdo de hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos. De acordo com Kwapisz et al. (2007), a assimilagdo de
hidrocarbonetos envolve a sua oxidacao pelo oxigénio molecular conduzindo a formacao de
intermediarios, que sdo posteriormente incorporados dentro da rota metabolica central
incluindo o ciclo de Krebs e a - oxidagdo.

E citado na literatura, que em agiiiferos subterrineos contaminados com
hidrocarbonetos de petroleo, populagdes microbioldgicas geralmente sdo capazes de degradar
sob condigdes aerdbias e anaerobias (CHAPELLE, 1999). Mas, em geral grande parte dos
trabalhos que abordam o tratamento de residuos de hidrocarbonetos em solo ou em agua
subterraneas sdo conduzidos por processos aerobios pelo fato, desta condi¢do proporcionar
maiores remogdes em menor tempo de processo.

Os experimentos foram conduzidos durante 22 dias de processo visando avaliar a

cinética de biodegradacao em menor tempo de operagao.
4.8.1 - Resultados de Remocao de TPH
A Figura 4.31 mostra os resultados de concentragdes e remogdes de TPH durante os 22

dias de processo, nas trés condi¢des estudadas com aeragdo constante (AC), sem aeragdo (SA)

e com aeragdo intermitente (Al).
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Figura 4.31 — Concentragdes e remog¢des de TPH nas trés condigoes estudadas AC, SA e Al,

empregando a cultura mista C;, durante 22 dias de processo.

Comparando os resultados da Figura 4.31, observa-se o destaque da condi¢do Al por
promover os melhores resultados de remocdes de TPH durante os 22 dias de operacao. Este
fato pode estar relacionado, a maneira pela qual foram estabelecidas as condicdes
operacionais para o desenvolvimento destes processos (Al, AC e SA). Para os trés processos
estudados foram empregadas as mesmas condigdes operacionais de concentragcdes de
nutrientes (nitrogénio e fosforo), concentracdo de inoculo, adaptacdo do indculo e nivel de
agitacdo. Como estas condigdes operacionais foram determinados desde o inicio dos estudos
para o processo com aeragdo intermitente, tais fatos, podem ter conduzido o melhor
desempenho de remog¢ao de TPH no processo Al

Além disto, um comportamento comum verificado na Figura 4.31 esta relacionado ao
periodo de estabiliza¢ao no consumo de TPH. Para todas as condigdes testadas (Al, AC e SA)
a estabiliza¢do foi obtida a partir do décimo oitavo dia resultando em remocodes de: 90, 84 e
70%, nesta ordem.

No estudo de biodegradabilidade de efluente sintético, contendo dleo diesel e gasolina,
empregando a cultura mista C; (a mesma empregada no presente trabalho), ao final de 49 dias
de processo obteve-se uma remocdo de 90% (VIEIRA, 2004). Ao comparar este resultado

com o melhor resultado empregando a condi¢do Al (Figura 4.31), pode-se verificar, que o
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mesmo valor de remogao de 90% foi obtido em um menor tempo de operacdo de 18 dias. Esta
comparagdo mostra, a importancia da otimiza¢do das condi¢des de processo, tais como:
concentracdo de nutrientes e inoculo, intervalo de aeragdo e nivel de agitacao para promover
maiores remogdes em menores tempos de operagao.

Kwapisz et al. (2007), em seu estudo sobre o efeito dos ions nitrato € amdnio na cinética
de biodegradacao aerdbia do 6leo diesel (5g/L), empregando a cultura Gordonia alkanivorans
S7 (bactéria desnitrificante), verificou que a condi¢do com ions nitrato promoveu maior
remocdo de TPH de 81%, apos 14 dias de processo. Além disto, estes mesmos autores
conseguiram ao final de 3 dias de processo remocdo de TPH de 38%. Comparando com o
resultado obtido no presente trabalho (condicdo Al (Figura 4.31)) no mesmo periodo,
constata-se que a condicdo Al apresentou melhor remocdo com 74,7%. Vale salientar, que
além do melhor resultado apresentado pelo presente trabalho em termos de remogao de TPH,
o emprego da aeracdo intermitente em detrimento a aeragdo continua ¢ um fator favoravel em
relacdo aos custos finais de tratamento. Pois, ao analisar a utilizacdo da aeragdo continua em
um sistema em grande escala, o processo torna-se dispendioso devido principalmente a dois
principais fatores: 1) a elevada concentracdo de biomassa decorrente do processo necessitara
de um tratamento posterior, pois se trata de um residuo com elevada carga orgénica e 2) os
custos com energia elétrica para promover a aeragdo no sistema empregando os aeradores.
Estes tipos de problemas ndo serdo verificados se o processo de aeracdo intermitente for
empregado, pois estes custos sdo reduzidos ao gerar uma menor concentracao de biomassa e
utilizacao dos aeradores em um menor tempo de operagao.

Por meio da Figura 4.31, observa-se em relacdo a concentracdo de TPH que a condi¢ao
Al promoveu uma queda de 4000 para 400 mg/L, correspondente a uma remogao de TPH de
90%. E o valor de queda de DQO correspondente passou de 4300 para 258 mg/L, apresentado
uma remoc¢ao de 94%, ao final do processo. Apesar, desta queda consideravelmente elevada
na concentracdo de TPH o efluente ainda ndo se enquadraria dentro dos padrdes de
langamento permitido pela legislagdo vigente, necessitando de um pos-tratamento. Pois,
segundo Santos (2005), o Estado de Minas Gerais ¢ amparado pela Deliberagdo Normativa
COPAM n° 10 que estabelece normas e padrdes para qualidade das dguas e lancamento de
efluentes nas colecdes de aguas. Neste caso, o valor de DQO como um dos pardmetros de

qualidade do efluente ndo pode ultrapassar o valor de 90 mg/L para ser descartado.
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4.8.2 - Resultados de pH e Crescimento de Biomassa

Os valores de crescimento de biomassa e pH estao apresentados nas Figuras 4.32 e 4.33.

Comparando os resultados apresentados na Figura 4.32 observa-se, que a condigao AC
proporcionou maior crescimento de biomassa e a condicdo SA a menor, durante os 22 dias de
operacdo. De acordo com Schmitt (2006), em sistemas de tratamento de efluentes
convencionais, sem aera¢do (anaerobio), a producao de lodo € menor do que as que decorrem
de processos aerdbios como lodos ativados ou filtros bioldgicos. A maior geragao de lodo
observado nos processos aerobios estdo associados ao principio do sistema que realiza a
recirculacdo do lodo de uma unidade para outra. Em decorréncia da recirculagdo continua de
lodo e da adigdo continua da matéria organica, ocorre o aumento da biomassa.

Os resultados de concentragdo de biomassa, obtidos ao final do processo, para as
condi¢des AC, Al e SA foram: 3,5, 2,7 e 2,1 g/L. O maior crescimento verificado na condi¢ao
AC, sugere que o fornecimento de oxigé€nio ao sistema na vazdo de 30 L/h (I vvm) por 5
minutos a cada 33 h foi suficiente para promover as fungdes metabolicas dos microrganismos.

Além disto, ao analisar o comportamento comum de crescimento celular nas trés
condi¢des (Figura 4.32), verifica-se que o maior pico de crescimento foi obtido nos primeiros
3 dias de processo. Comparativamente, neste mesmo periodo também foram observadas as
maiores variagdes no aumento das remogdes de TPH apresentados na Figura 4.31. Isto sugere,
que neste periodo o consumo de TPH foi realizado para o crescimento dos microrganismos.

Posteriormente, decorridos os 3 dias foram verificados por meio das curvas de
crescimento, 3 periodos de estabilizagdo, sendo eles: do 3° ao 4° dia, do 5° ao 14° dia, e do
16° ao 22° dia. Percebe-se, que o 2° periodo apresentou o maior tempo de estabilizagdo do
crescimento. Este fato sugere, que nos 4 primeiros dias de operacdo, deve ter ocorrido o
consumo de hidrocarbonetos mais facilmente biodegraddveis, que foram metabolizados e
utilizados para o crescimento celular. A partir do 5° até o 14° dia de operagdao, houve um
longo periodo em que as células entraram na fase estaciondria e logo apds foi condicionado
um novo crescimento € uma nova estabilizagao verificada até o cultivo ser interrompido. Este
comportamento sugere a ocorréncia do fenomeno tipico de diauxia.

Tal fendmeno ocorre quando o meio contem fontes de carbono (C) diferentes, como ¢ o
caso da presenga de varios hidrocarbonetos de petréleo. Os microrganismos tendem a utilizar
primeiramente as fontes que proporcionam maior rendimento energético. Quando tais fontes

acabam ha um tempo de adaptacdo a outro (s) substrato (s), que ¢ consumido. Portanto, a



Capitulo 4- Resultados e Discussdo 120

velocidade de crescimento ¢ maior quando o primeiro (s) substrato (s) ¢ consumido

(consumido nos primeiros 4 dias), o que ndo acontece com os demais substratos.
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Figura 4.32- Concentragdes de biomassa nas trés condigdes estudadas AC, SA e Al ao longo

dos 22 dias de processo.

Além disto, como neste trabalho a fonte de matéria organica (gasolina e 6leo diesel)
fornecida aos microrganismos ¢ composta por uma variedade de hidrocarbonetos e a cultura
mista apresenta diversos microrganismos, a combinacao destes fatores pode gerar a produgao
de metabolitos. Dependendo das caracteristicas dos metabdlitos formados pode haver o
consumo destes por outros microrganismos secundarios no processo, ocasionando um periodo
de adaptacdo a esta nova condicao.

Ao analisar os resultados em relagdo ao pH, observa-se na Figura 4.33 que nao houve
variagoes significativamente elevadas nos valores de pH para os sistemas estudados (AC, SA
e Al). O ligeiro decréscimo observado pode estar relacionado a formacdo de compostos

acidos intermedidrios do metabolismo (CUNHA, 2004).
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Figura 4.33- Perfil de pH para as condigdes AC, SA e Al, ao longo dos 22 dias de

Processo.

As variagdes nos valores de pH observadas para os processos AC, SA e Al no inicio e

no final do processo (22 dias) foram: 7,1 a2 6,5, 6,9 a 6,6 ¢ 7,1 a 6,4, respectivamente.

4.8.3 - Remocao dos Hidrocarbonetos Avaliada por Analise Cromatografica

A Tabela 4.19 mostra os resultados médios em termos de porcentagens de degradagdes
das classes de hidrocarbonetos identificados, nas condigdes AC, SA e Al, ao final de 22 dias
de processo.

Pode-se verificar por esta tabela, que ao final de 22 dias de processo as condi¢des Al e
AC apresentaram os melhores resultados de porcentagem de remog¢do em relagdo a todas as
classes de hidrocarbonetos listadas. Além disto, os valores de remogdes apresentados por

estas duas condi¢des mostraram-se muito proximos.
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De acordo com a Tabela 4.19 a ordem de suscetibilidade das classes de hidrocarbonetos
ao ataque pela cultura mista foram: parafinas > olefinas > isoparafinas > aromadticos >
nafténicos, nas condi¢des Al e SA. Na condicdo AC (aeracao constante) esta ordem passou a
ser: parafinas > isoparafinas > olefinas > aromaticos > nafténicos. Estas seqiiéncias estdo
proximas com a ordem relatada por Coelho (2005). Segundo Peters e Moldowan (1993) apud
Coelho (2005), estudos realizados em laboratério e no campo tém mostrado, que os
hidrocarbonetos saturados e aromaticos, e as fragdes de resinas e asfaltenos diferem em
relacdo a suscetibilidade ao ataque microbiano, normalmente seguindo uma ordem
decrescente de biodegradabilidade relativa: parafinas > isoparafinas > aromaticos de baixo

peso molecular > nafténicos > aromaticos de elevado peso molecular > resinas e asfaltenos.

Tabela 4.19- Porcentagens de remogdes das classes de hidrocarbonetos identificados para

cada condicdo operacional estudada ao final de 22 dias de processo.

Aeracao Aeracao
Experimentos Intermitente (Al) Constante (AC) Sem Aerac¢ao (SA)
Porcentagem de Porcentagem de | Porcentagem de
Classes dos Degradacao Degradacao Degradacao
Hidrocarbonetos (%) (%) (%)
Parafinas 99,6 £ 1 98,5+3 76,8 +£2
Isoparafinas 94,0 £2 90,0 +4 70,1 +4
Olefinas 95,4+3 83,72 72,8 +3
Nafténicos 70,8 £2 62,2+ 1 56,2+5
Aromaticos 83,4+1 80,6 £3 66,2+3

Além disto, quando comparados os melhores resultados da Tabela 4.18 (Rpo,1a,vag - @0
final de 3 dias de processo com aeragdo intermitente otimizada) com os da Tabela 4.19 (Al-
ao final de 22 dias de processo), pode-se verificar, que a extensdo do tempo de operagdo
ocasionou maiores variagdes de aumento nos valores de biodegradagdes apenas dos nafténicos
e das olefinas, com 33,5 e 16,9%, respectivamente. As demais classes de hidrocarbonetos
também apresentaram aumentos percentuais, mas estes foram em média inferiores a 10% para
as parafinas e isoparafinas e 5% para os aromaticos, respectivamente.

Estes resultados sugerem, que para todas as condi¢des experimentais estudadas e
estabelecidas (concentragdo de nutrientes, indculo, nivel de agitacdo e condi¢do de aeragdo),
que o consumo maximo das classes de hidrocarbonetos identificadas foram em % de: 99,6
para as parafinas, 94,0 para as isoparafinas, 95,4 para as olefinas, 70,8 para os nafténicos e

83,4 para os aromaticos, respectivamente.
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No estudo de Prince et al. (2007) avaliando a biodegradacdo aerdbia de gasolina em
meio liquido, empregando lodos ativados de tratamento de esgoto, constataram que a maior
biodegradacao dentre as classes de hidrocarbonetos identificados foi observada em relagao
aos maiores n-alcanos e iso-alcanos e os menores compostos aromaticos alquilados, seguido
pelos menores n-alcanos e iso-alcanos e nafténicos. Os Ultimos compostos a serem
degradados foram: butano, iso-butano e o 2,2-dimetilbutano.

Vieira (2004) analisando o consumo dos compostos de hidrocarbonetos presentes no
efluente sintético, contendo 6leo diesel e gasolina, verificou apos 49 dias de processo um
consumo de 81,8 % das parafinas e isoparafinas, 100% das olefinas e nafténicos e 30% dos
aromaticos, empregando a cultura mista C; (a mesma empregada no presente estudo). Ao
compararmos estes resultados com o melhor resultado apresentado no presente trabalho
(Tabela 4.19, condicao Al), pode-se verificar, que apesar de nao ter verificado consumo total
das classes de olefinas e nafténicos no presente trabalho, houve um aumento consideravel
principalmente na degradagdo dos aromadticos, que passou de 30% para 83,4%. Mostrando,
que as novas condi¢des operacionais otimizadas favoreceram ao aumento no consumo desta
classe de hidrocarbonetos, em um menor tempo de operagao de 22 dias de processo.

A fim de ilustrar o consumo dos compostos pertencentes as 5 classes de hidrocarbonetos
listados na Tabela 4.19, nas Figuras 4.34 a 4.36 e na Tabela 4.20 estdo apresentados os
resultados de consumo de cada hidrocarboneto identificado nas condi¢des Al, AC e SA, apods
22 dias de processo.

Para as discussdes seguintes serdo levados em consideracdo apenas os resultados
referentes a Figura 4.34, relacionada a condigdo Al, que apresentou os melhores resultados de
consumo dos hidrocarbonetos.

Dos n-alcanos identificados, os tnicos compostos que nao apresentaram consumo total
ao final de 22 dias de processo foram: o heptano (nC-) e o undecano (nCy).

Em relacdo aos iso-alcanos (Figura 4.33), os compostos da forma 2-metil apresentaram
maior biodegradacdo do que as formas 3-metil. Prince et al. (2007), estudando a
biodegradagdao aerdbia de hidrocarbonetos também verificaram o mesmo comportamento,
com excecdo dos compostos 2 e 3-metil pentano, que foram degradados em porcentagens
muito semelhantes. Segundo estes autores, ha uma preferéncia para a biodegradagao da forma
2-metil sobre as formas 3 e 4-metil. Além disto, eles verificaram que a biodegradacgdo do 3-
etil hexano foi menor do que o 3-metil pentano, mas foi semelhante as formas dimetil. E as

formas trimetil ficaram entre os compostos mais recalcitrantes.
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Ao analisar os nafténicos, observa-se pela Figura 4.34, que o ciclohexano foi o unico
composto que apresentou remogao total ao final de 22 dias de processo. Segundo Prince ef al.
(2007), o ciclohexano ¢ completamente biodegradado dentro de um periodo de 8 dias. O
unico composto que apresentou menor porcentagem de degradacao foi 4-metil, penteno-1,
com valor inferior a 90%. De acordo com Prince et al. (2007), as olefinas lineares com uma
insatura¢do simples podem ser completamente biodegradadas se as condigdes operacionais
forem ideais.

Com relagdo aos compostos aromaticos, pode-se verificar, que o benzeno e o
etilbenzeno além de apresentarem mesmos valores de remogdes foram os mais biodegradados,
com 87,2%, seguido do isopropilbenzeno, m-xileno, tolueno e o-xileno com valores em % de:
84,5, 84,2, 80,1 e 77,3, respectivamente, ao final de 22 dias de processo. Mas, se
compararmos estes resultados com os resultados cromatograficos apresentados no item 4.7.5.1
(Figura 4.30) ao final de 3 dias de processo, nas mesmas condi¢des experimentais, podemos
verificar que o aumento médio percentual para estes compostos ap6s mais 19 dias de processo
foi minimo, de aproximadamente 2,5%. Isto mostra, que para os aromaticos o consumo

maximo destes compostos foi verificado nos primeiros 3 dias de processo.
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Figura 4.34- Porcentagem de degradacdo dos hidrocarbonetos na condi¢ao Al apds 22 dias de

Processo.
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De acordo com a Figura 4.29, ap6s os 3 dias foram verificados os seguintes valores de
porcentagem de remogdes % de: 84,6 para o benzeno, 78,0 para o tolueno, 84,5 para o
etilbenzeno, 82,0 para o m-xileno, 74,6 para o-xileno e 85,2 para o isopropilbenzeno,

respectivamente.

Tabela 4.20- Porcentagens de degradagdo dos hidrocarbonetos identificados sob as condigdes

Al AC e SA, apos 22 dias de processo.

Aeracio Aeracio Sem

Intermitente Constante Aeracao
Numero de | Compostos (AD) (AC) (SA)
Compostos (%) (%) (%)

Degradacao Degradacao Degradacao
1 Benzeno 87,2 84,3 68,4
2 Tolueno 80,1 77,4 65,6
3 Etilbenzeno 87,2 84,3 69,2
4 m-xileno 84,3 81,5 63,7
5 o- xileno 77,3 74,7 63,1
6 Isopropilbenzeno 84,1 81,3 67,6
7 nC5 100 100 76,2
8 nCoé 100 100 78,3
9 nC7 98,8 95,6 67,5
10 nC8 100 100 80,7
11 nC10 100 100 81,9
12 nC11 98,7 94,3 73,4
13 nC12 100 100 79,6
14 isopentano 100 100 74,2
15 2-metil, heptano 100 97,2 73,4
16 3- metil, octano 90,5 84,6 66,7
17 2,2- dimetilpentano 88,2 82,3 65,6
18 3- metil hexano 91,3 87,4 69,5
19 2- metil, nonano 93,9 88,5 71,4
20 Ciclohexano 100 100 77,6
21 Metilciclopentano 68,5 54,8 51,8
22 Etilciclopentano 62,5 50,1 494

trans 1,3 dimetil

23 ciclopentano 58,5 49,8 48,6
24 Isopropil- ciclopentano | 64,7 56,3 53,5
25 Hepteno 100 87,5 74,3
26 3- metil, buteno-1 98.4 90,4 78,5
27 1 octeno 95,2 83,5 72,6
28 1 deceno 93,4 87,9 75,4
29 1 noneno 100 79,1 70,1
30 4- metil, penteno-1 85,5 74,1 62,4
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Cunha (2004), em seu estudo de biorremediacdo de dgua subterranea verificou em sua
avaliagdo do percentual de degradacdo dos componentes da gasolina nos sistemas de
bioestimulagcdo, empregando varias estirpes isoladas de um solo contaminado, os seguintes
valores maximos de percentuais de degradacao de benzeno, tolueno, etilbenzeno, m-xileno, o-
xileno em % de: 81,5, 61,8, 72,9, 74,6, 66,8, respectivamente, apds 10 dias de processo. Ao
compararmos estes valores com os valores obtidos na Figura 4.29 (item 4.7.5.1), pode-se
verificar que o presente trabalho apresentou melhores resultados em termos de consumo
destes hidrocarbonetos.

Ao analisar a Figura 4.35, pode-se verificar que na condicdo AC os inicos compostos
que apresentaram degradagdo total foram: nCs, nCs, nCg, nCiy, nCj,, isopentano e o
ciclohexano. No processo sem aeracdo como mostra a Figura 4.36, foi verificado que apenas

os compostos nCg e nCjg apresentaram porcentagens de degradacao superiores a 80%.
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Figura 4.35- Porcentagem de degradagao dos hidrocarbonetos identificados na condigao AC

apods 22 dias de processo.

Segundo Prince et al. (2007), as utilizagdes de microrganismos nativos (geralmente
culturas mistas) proporcionam a degradacdo de um vasto leque de hidrocarbonetos, mais

efetivamente, quando os hidrocarbonetos sdo fornecidos como uma mistura de substratos, o
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que pode estimular alguns microrganismos em utilizar os intermediarios resultantes de
diferentes rotas para balancear seu metabolismo global, promovendo menores valores de
contaminac¢do. Mohanty e Mukherji (2007), estudando a porcentagem de biodegradacao de n-
alcanos por culturas Exiguobacterium aurantiacum e Burkholderia cepacia, compararam a
taxa de decaimento maximo do n-C;¢ quando presente sozinho como substrato € como um
componente do o6leo diesel, empregando as duas culturas. Verificaram que a taxa de
decaimento méximo foi significativamente maior para o n-hexadecano como um componente

no oleo diesel, empregando a cultura Exiguobacterium aurantiacum.
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Figura 4.36- Porcentagem de remocao dos hidrocarbonetos identificados na condi¢do SA apos

22 dias de processo.

Em termos gerais deste estudo pode-se concluir, que o presente trabalho proporcionou
resultados consideravelmente elevados de porcentagem de degradagdes dos hidrocarbonetos
identificados, mostrando a elevada capacidade metabodlica da cultura mista empregada, apos a
otimizagdo das condig¢des operacionais estudadas. Pode-se observar, por meio dos resultados
obtidos, que este trabalho conseguiu proporcionar uma evolu¢ao no aumento da remocgao de
TPH, apos a otimizacdo das condi¢des operacionais de processo, empregando a cultura mista.

Esta evolu¢ao, muitas vezes, ndo ¢ verificada em diversos trabalhos cientificos devido, a erros
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cometidos durante a etapa de adaptacdo das culturas ao efluente contaminado. Pois, esta etapa
¢ crucial para a sele¢do dos microrganismos mais resistentes € com maior capacidade
metabolica em biodegradar os contaminantes. Por isto, € necessario estabelecer com critério
as condigdes operacionais desta etapa, que serd responsavel pela sustentacdo para os estudos

subsequentes.



CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

5.1 — Conclusoes

e Na cinética de biodegradacao a cultura mista atingiu seu maximo de remog¢ao de TPH
ao sétimo dia de operagdo, com 79,3%, a partir deste periodo nao foi verificado aumento
consideravel na remocao até o final do processo;

e Foi possivel substituir o extrato de levedo por levedura cervejeira autolizada sem
prejuizo na remogao de TPH;

e Aplicando o primeiro planejamento composto central (PCC) foi possivel determinar a
condi¢do de otimizagdo das variaveis estudadas. Nesta condi¢do a remoc¢do de TPH foi de
71,8%. Antes de aplicar o PCC a maior remocao, apds 3 dias de biodegradacido, era de
60,5%. Isto mostra a importancia da determinacdo das melhores condi¢des experimentais
avaliando as variaveis de forma conjunta;

e A menor biodegradacao foi observada para os hidrocarbonetos nafténicos com valores
de remocgao inferiores a 40%, devido a sua maior recalcitrancia quando comparado aos
demais hidrocarbonetos. Para as demais classes de hidrocarbonetos a biodegradagao, apds
3 dias de processo, foi superior a 70%. Destacando que para as parafinas a remog¢do de
TPH foi em média de 87,1 + 1%;

e Com o segundo planejamento composto central (PCC) foi possivel determinar a
condicdo de otimizagdo das varidveis estudadas, intervalo de aeracdo e nivel de agitagao
nos valores de 33 h e 110 rpm. Nesta condi¢do a remog¢ao de TPH foi de 75,9 %, apds 3
dias de processo;

e A otimizagdo do intervalo de aeracdo e nivel de agitagdo proporcionou um maior
aumento percentual de biodegradacdo dos aromaticos (aumentou de 9%). Mas, esta ultima
otimiza¢do ndo contribuiu para o aumento na remog¢ao dos nafténicos, que praticamente
manteve-se constante. Este fato mostra, o grau de recalcitrancia apresentado por este
composto empregando a cultura mista C;, para o tempo de operacdo de 3 dias;

e No estudo comparativo do processo de biodegradacao do efluente contaminado sob as
condi¢des com aeragdo constante (AC), sem aeragdo (SA) e com aeragdo intermitente

(AI), verificou-se que a condigdo com Al proporcionou maiores remogdes de TPH durante
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os 22 dias de processo. E ao final apresentou remocao de 90% de TPH. Como todas as
condi¢des operacionais (adaptacdo da cultura, concentragdo de nutrientes, concentragdo de
in6culo e velocidade de agitacdo) aplicadas aos 3 processos (AC, Al e SA) foram
determinadas para condi¢cdo com aeracao intermitente (Al), isto pode ter condicionado os
maiores valores de remogdes empregando a condi¢ao Al

e Em relacao aos resultados cromatograficos a ordem de suscetibilidade das classes de
hidrocarbonetos ao ataque pela cultura mista, verificada na condi¢cdo Al foram: parafinas
> olefinas > isoparafinas > aromaticos > nafténicos;

e Para a condicdo experimental Al foi verificado, que em relacdo aos hidrocarbonetos
identificados a extensdo do tempo de operagao de 3 para 22 dias de processo proporcionou
maiores variacdes de aumento nos valores de biodegradagdes apenas dos nafténicos e das
olefinas, com 33,5 e 17,2%, respectivamente. As demais classes de hidrocarbonetos
também apresentaram aumentos percentuais, mas estes foram em média inferiores a 10%

para as parafinas e isoparafinas e 5% para os aromaticos, respectivamente.
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5.2 — Sugestoes para Proximos Trabalhos

Apos a analise global dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se para posteriores

estudos:

e Estudar a diluigdo do efluente em agua ou em esgoto doméstico visando diminuir a
carga organica final, mantendo as relagdes de nutrientes;

e Realizar um tratamento fisico-quimico, como por exemplo, os Processos Oxidativos
Avancados (POA’s), apos o tratamento bioldgico, a fim de reduzir a carga organica final;
e Avaliar a capacidade de producao de biosurfactantes pela cultura mista;

e Testar o efeito da adigdo de biosurfactantes no meio, visando a aumentar o contato
entre o substrato (contaminante) e os microrganismos, favorecendo a maior degradagao
dos contaminantes;

e Avaliar a adi¢cdo intermitente de fertilizantes durante a cinética de biodegradagao do
efluente, visando a manter a relagdo nutricional com intuito de aumentar a degradagdo dos
contaminantes;

e Adaptar a cultura mista sob condi¢ao aerdbia;

e Sob condi¢do aerobia, estudar a otimizacdo das condigdes operacionais como:
concentragdo de nitrogénio, concentracdo de fosforo e concentragdo de indculo, nivel de
agitacao e vazao de ar;

e Adaptar a cultura mista sob condi¢ao anaerdbia;

e Sob condigcdo anaerdbia, estudar a otimizagdo das condigdes operacionais como:
concentragdo de nitrogénio, concentra¢do de fosforo e concentracdo de inoculo e nivel de
agitacao;

e Avaliar diferentes formas de condugdo do processo de biodegradacdo do efluente
(batelada alimentada, ciclica ou continua);

e Avaliar a sedimentabilidade da cultura mista visando melhorar a separacdo da mesma

e a aplicacdo de processo continuo.
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