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RESUMO

O petroleo é uma das matérias-primas responsaveis pelo padrdo de vida que a
humanidade possui hoje. Entretanto as atividades decorrentes do seu manuseio podem impactar
0 meio ambiente como 0 vazamento que ocorreu no Navio Exxon Valdez em 1989 no Alasca.
Com o intuito de remediar estes derramamentos diversas técnicas foram desenvolvidas para a
remocdo do petréleo, como o uso de adsorventes, a contencao fisica, a queima do 6leo, o uso
de dispersantes quimicos e também a biorremediacdo. A birremediacdo é uma tecnologia de
tratamento que utiliza espécies microbianas para acelerar a remediacdo do poluente. Com o
objetivo de contribuir para o desenvolvimento desta técnica este trabalho buscou estabelecer o
tipo ideal de biorreator para propagacdo de consorcio microbiano isolado de solo contaminado
por hidrocarbonetos. O consércio microbiano foi amostrado em um solo conhecidamente
contaminado com derivados de petroleo, onde os micro-organismos foram selecionados em
caldo nutriente de glicose (10 g.L™) por 24 horas, seguido do enriquecimento seletivo desses
micro-organismos em caldo nutriente acrescido de glicose (10 g.L?), petrdleo a 0,1 % e
surfactantes (Tween 80) a 0,5 %. O reator airlift apresentou uma produtividade de células de
0,118 g.L%, enquanto o STR 0,089 g.L*. Esta diferenca é relacionada ao K a do reator airlift
que atingiu 119,37 h e 0 STR 25,34 h'l. Com as mesmas condi¢@es de cultivo, os micro-
organismos foram submetidos a testes de remediag¢do. Foram utilizados frascos agitados, o
airlift e o reator STR. O meio de cultivo foi composto por caldo nutriente, contendo glicose (10
g.L1), petréleo (2 %) e surfactante (10 %). Com o tempo de incubagdo de 20 dias, foram
realizadas em fragdes de 2 dias e as amostras analisadas quanto ao teor de TPH. Para os frascos
agitados, o consorcio microbiano atingiu uma eficiéncia média de 45 % de remocé&o do petréleo,
enguanto que para o reator STR a eficiéncia de remediacdo atingiu 55 %. Ja para o reator airlift

ndo houve avaliacdo da eficiéncia devido a heterogeneidade do meio.

Palavras-chave: Biorremediacdo, consércio microbiano, petréleo, reator airlift, reator STR,

TPH, cultivo submerso, surfactante.



ABSTRACT

Oil is a commodity responsible for the standard of living that mankind has today.
However the activities resulting from handling can impact the environment as the spill that
occurred in the ship Exxon Valdez in Alaska in 1989 . In order to remedy these spills various
techniques have been developed for removal of oil, such as the use of adsorbents, physical
restraint, the burning of oil , the use of chemical dispersants and also bioremediation . The
birremediacdo is a treatment that uses technology to accelerate the microbial species
remediation of pollutants. Aiming to contribute to the development of this technique this study
sought to establish the ideal type of bioreactor for the propagation of microbial consortium
isolated from soil contaminated by hydrocarbons. The microbial consortium was sampled in
soil known to be contaminated with petroleum products, where the microorganisms were
selected on nutrient broth glucose ( 10g.L™Y) for 24 hours, followed by the selective enrichment
of these micro -organisms in nutrient broth plus glucose ( 10g.L™?), 0.1 % oil and surfactant (
Tween 80 ) 0.5 % . The airlift reactor showed a productivity of cells 0.118 g.L %, while the STR
0.089 g.L™. This difference is related to Ka airlift reactor which reached 119.37 htand STR
25.34 h't. With the same culture conditions, the microorganisms were tested for remediation.
Mixed flasks were used, the the airlift and reactor STR. The culture medium consisted of
nutrient broth containing glucose (10g.L), oil (2 %) and surfactant (10 %). With the incubation
time of 20 days, were held in two days and fractions of the samples analyzed for TPH content.
For shake flasks , the microbial consortium reached an average efficiency of 45 % removal of
oil to the reactor while STR remediation efficiency reached 55 %. As for the airlift reactor there

was no evaluation of the efficiency due to the heterogeneity of the medium.

Keywords: bioremediation, microbial consortium, oil, airlift reactor, reactor STR, TPH,

submerged cultures, surfactant.



INTRODUCAO

A industria do petroleo é certamente, a mais fantastica atividade produtiva organizada em
toda a existéncia do ser humano. A sua utilizacdo esta registrada desde os tempos biblicos
(THOMAS, 2004). A utilizagdo industrial deste organomineral foi registrada em 1859, com a
perfuracdo de um poco de 6leo no estado da Pensilvancia (LUCCHESI, 1998).

O petroleo € constituido basicamente, por uma mistura de compostos quimicos organicos
(hidrocarbonetos) da cadeia carbdnica de tamanho variado sendo classificado como parafinicos,
olefinicos, nafténicos, aromaticos e asfalticos (MCCAIN, 1990).

Na industria petroleira em geral, pelo fato de ser de alto risco, a preocupacao ambiental é
muito maior. O histdrico dos acidentes ambientais da industria petrolifera iniciou em 1967
quando o petroleiro Torrey Canyon, liberou 119.000 toneladas de 6leo cru no mar. Entretanto
0S pequenos vazamentos, como nos 6leos dutos podem atingir cerca de 60 — 80 milh&es de litros
derramados por ano (TSALIK et al., 2005). Como sdo frequentes, esses pequenos
derramamentos podem ser mais prejudiciais do que os acidentes com petroleiros, pois expdem
cronicamente plantas e animais a poluicéo pelo petréleo (SILVA, 2007).

Pelo motivo destes acidentes ambientais, constantemente estdo se desenvolvendo técnicas
de remediacdo de &reas contaminadas. Sdo exemplos destas técnicas a remoc¢do manual, 0 uso
de adsorventes, a contencdo fisica, a queima do contaminante no local afetado, o uso de
dispersantes quimicos e também a biorremediacéo.

A biorremediacdo € uma tecnologia de tratamento de poluentes que utiliza espécies
microbianas para acelerar a remediacéo de poluentes ou sua transformacao para formas menos
toxicas. Esta técnica pode ser aplicada “in situ”, para situacdes onde a contaminacdo é
profunda, subterrdnea ou sob construcdes, rodovias, etc, e também “ex situ”, que envolve a
remocdo e tratamento do material contaminado do seu local original (RATTEDGE &
KRISTIANSEN, 2001).

Os estudos da biorremediacdo tém evoluido dia ap6s dias, de forma que novas técnicas e
melhores eficiéncias de tratamento sdo propostas com frequéncia. Novos micro-organismos
capazes de decompor 0s compostos xenobidticos vém sendo utilizados com eficacia.

A propria aplicacdo destes micro-organismos aliado as tecnologias da engenharia
quimica, como os biorreatores STR e airlift, prometem alta produtividade celular, melhores
eficiéncias de remediacdo e consequentemente o desenvolvimento de um método limpo de

tratamento de residuos.
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Este trabalho buscou avaliar os biorreatores na melhor condi¢éo de crescimento de um

consorcio de micro-organismos, isolados de um solo contaminado,

degradadores de petroleo e seus derivados.

potencialmente



1 OBJETIVOS

1.1 Obijetivo Geral

e Estabelecer o tipo ideal de biorreator para propagacao de consércio microbiano isolado

de solo contaminado por hidrocarbonetos.

1.2 Obijetivos Especificos

e Obter micro-organismos degradadores de petréleo a partir de solo contaminado;

e Determinar os parametros cinéticos de crescimento do consorcio de micro-organismos
cultivados em reator STR e reator airlift;

e Determinar os parametros de transferéncia de massa dos biorreatores;

e Verificar o uso de petréleo como substrato, tendo glicose como co-substrato no
crescimento microbiano e na degradacao dos hidrocarbonetos;

e Avaliar a eficiéncia de degradacao dos hidrocarbonetos por micro-organismos isolados

em reator STR e airlift.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Historico do petroleo

A industria do petroleo é, certamente, a mais fantastica atividade produtiva organizada
em toda a existéncia do ser humano. Conhecimento empirico, ciéncia, tecnologia, engenharia,
administracdo, financas, sdo ferramentas essenciais, criticas para o desempenho das empresas
petroliferas. Estas indUstrias mobilizam somas gigantescas de recursos econdémicos e humanos
para sustentar as operagdes de exploracdo e producdo de 6leo e gés, insumos industriais que
marcaram indelevelmente o século XX e transformaram, de modo definitivo a vida da
humanidade (THOMAS, 2004)

O O6leo cru corresponde a fracdo liquida do petréleo, cuja composicdo € de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, compostos sulfidrilados, oxigenados e nitrogenados, e
alguns metais dissolvidos em 4gua (MACEDO et al., 2003). A palavra petréleo vem do latim
petroleum, petrus, pedra; 6leo, oleum, do grego petrelaion, 6leo da pedra. Sua formacgdo tem
origem organica, isto &, deriva da transformacdo de substancias organicas, sobretudo da
decomposic¢éo de organismos marinhos (ROMERO, 2008).

Geralmente, o petroleo depois de formado ndo se acumula na rocha na qual foi gerado —
rocha geradora ou rocha matriz, mas migra sob acdo de pressdes no subsolo, até encontrar uma
rocha porosa, de forma que, se cercada por uma rocha impermeavel (rocha selante ou rocha
capeadora), aprisiona o petroleo em seu interior. E a partir deste reservatorio que o petroleo é
extraido, desde que as condicGes de porosidade da rocha e a quantidade acumulada de material
formem uma jazida comercial (KUNERT, 2001).

Segundo Thomas (2004) a utilizacdo do petrdleo pelo homem esta registrada desde os
tempos biblicos. Na antiga Babildnia, os tijolos eram assentados com asfalto e o betume era
largamente utilizado pelos fenicios na calefacdo das embarcagdes. Os egipcios utilizavam esse
material para embalsamar os seus mortos. Ja entre 0os povos pré-colombianos esse mesmo
produto era pioneiramente empregado na pavimentacao de estradas (SOUZA, 2011). No Novo
Mundo, o petréleo era conhecido pelos indios pré-colombianos, que o utilizavam para decorar

e impermeabilizar seus potes de ceramica (THOMAS, 2004).
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Mesmo com a historica existéncia do petrdleo, a pesquisa sistematica deste organomineral
para utilizacdo em bases industriais e comerciais foi iniciada na metade do século passado. O
marco inicial foi a perfuracdo, em 1859, pelo coronel Edwin L. Drake, de um poco no estado
da Pensilvancia, Estados Unidos, do qual fluiu petréleo de boa qualidade e de facil destilagdo
(LUCCHESI, 1998).

A medida que a sua utilizagdo foi difundida, descobriu-se que a destilagdo do petréleo
resultava em produtos que substituiam, com grande margem de lucro, o querosene obtido a
partir do carvdo e o 6leo de baleia, que eram largamente utilizados para iluminacao. Estes fatos
marcaram o inicio da era do petrdleo. Posteriormente, com a invencao dos motores a gasolina
e a diesel, estes derivados até entdo desprezados, adicionaram lucros expressivos a atividade
(THOMAS, 2004).

No Brasil, em meados do seculo passado, consumiam-se produtos combustiveis de
animais como o 6leo de baleia, mas a demanda ndo era grande devido & baixa e irregular
distribuicéo para a populagédo (LUCCHESI, 1998). Contudo, em 1930, o engenheiro agronomo
Manoel Inacio de Bastos, com base em relatos populares da utilizagdo de uma “lama preta”, e
em seus proprios experimentos, descobriu a existéncia de petréleo, em Lobato, bairro
suburbano de Salvador (SOUZA, 2011).

A partir de 1953, no governo de Vargas, foi instituido o monopdlio estatal do petréleo
com a criacdo da Petrobras, que deu partida decisiva nas pesquisas do petréleo brasileiro. Desde
a sua criacdo, ja foram descobertos pocos de petréleo nos estados de Amazonas, Pard,
Maranhdo, Ceard, Rio Grande do Norte, Alagoas, Sergipe, Bahia, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Parand, Sdo Paulo e Santa Catarina. Desde entdo a producdo de petroleo no Brasil
cresceu de 750 mil litros diarios na época da criagdo da empresa para mais de 321,47 milhGes
de litros diarios (GLOBO, 2012), gracas aos continuos avanc¢os tecnolédgicos de perfuracao na
plataforma continental (THOMAS, 2004).

2.2 Constituintes do petroleo

O petroleo € constituido basicamente, por uma mistura de compostos quimicos organicos
(hidrocarbonetos). Quando a mistura contém maior porcentagem de moléculas pequenas seu
estado fisico € gasoso (gas natural) e quando a mistura contém moléculas maiores seu estado

fisico é liquido, nas condi¢Bes normais de temperatura e pressdao (THOMAS, 2004).
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O gés natural, hidrocarboneto derivado do petroleo no estado gasoso € uma mistura de
hidrocarbonetos leves que ocorrem naturalmente, acompanhados de alguns compostos
inorganicos. O gas natural € encontrado principalmente em reservatorios secos de 6leo. Além
destes gases no estado natural, também ha os gases associados, que por outro lado, estdo em
contato com e/ou dissolvidos no 6leo cru e sdo co-processados juntamente com este. O principal
componente da maioria dos gases naturais € o0 metano, enquanto que moléculas de
hidrocarbonetos lineares ndo ramificados de maior peso molecular (Cz — C7) estdo usualmente
presentes em pequenas quantidades na mistura do gas (HATCH & MATAR, 2000).

O petréleo cru é classificado quimicamente de acordo com o maior nimero de moléculas
da mistura. Os métodos de classificacdo usam combinagdes das palavras parafinicos, olefinicos,
nafténicos, aromaticos e asfalticos (MCCAIN, 1990).

Os hidrocarbonetos saturados, também conhecidos como alcanos ou parafinicos (do latin
parafine, “pequena atividade”, por serem comparativamente inertes), possuem a formula geral
CnHan+s. Os alcanos (n-alcanos, n-parafinicos) sdo hidrocarbonetos de cadeia linear sem
ramificacdes. Estes compostos sdo facilmente determinados pela técnica de cromatografia por
meio da analise de TPH (Total Petroleum Hydrocarbon). Existem também os alcanos nédo
ramificados, que possuem o mesmo numero de atomos de carbono e hidrogénio, como 0s n-
alcanos, sdo chamados de isbmeros. Com o aumento do nimero molecular dos hidrocarbonetos,
0 seu respectivo numero de isdmeros também aumenta, como por exemplo, uma molécula iso-
parafinica, € um isdbmero contendo um grupo metila ligado ao segundo carbono da cadeia linear.
O petroleo possui 0 mais variado numero de cadeia, tanto pequenas, quanto médias e grandes
(HATCH & MATAR, 2000).

Os hidrocarbonetos insaturados, também denominados de olefinas, também presentes no
petréleo bruto, possuem pelo menos uma dupla ou tripla ligacdo carbono-carbono. Estes
hidrocarbonetos, dos quais, 0s mais comuns sdo os alcenos, apresentam a formula geral CnHazn.
Este grupo de hidrocarbonetos insaturados é extremamente reativo. Por serem biologicamente
metabolizados em grande quantidade, dificilmente sdo preservados na natureza (THOMAS,
2004).
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Os hidrocarbonetos ciclicos saturados, normalmente conhecidos como nafténicos (por se
encontrarem na fracdo de petréleo denominada nafta), também fazem parte dos constituintes
organicos do petroleo. A sua concentracdo no 6leo depende do tipo de petréleo extraido
(HATCH & MATAR, 2000). As cicloparafinas ou naftas sdo classificadas desta forma por meio
de sua cadeia do tipo fechada e saturada, podendo também conter ramificacdes. As estruturas
nafténicas que predominam no petréleo sdo os derivados do ciclopentano e do ciclohexano. Em
varios tipos de petroleo podem-se encontrar compostos nafténicos com 1, 2 ou 3 ramificacdes
parafinicas como constituintes principais. Em certos casos, podem-se ainda encontrar
compostos nafténicos formados por dois ou mais anéis conjugados ou isolados (NETO &
GURGEL, 2008)

Os compostos aromaticos de menor massa molecular estdo presentes em pequenas
quantidades no petroleo bruto e em outras fracdes leves do 6leo. Os compostos aromaticos
mononucleares mais simples como o benzeno (CsHs), tolueno (C7Hsg) e xileno (CgHao) sdo todos
compostos aromaticos encontrados em concentragfes variaveis no 6leo cru (HATCH &
MATAR, 2000). Ao contrario dos compostos insaturados, esses hidrocarbonetos aromaticos
leves possuem consideravel estabilidade e, devido ao seu pronunciado odor, todos 0s compostos
que contém o anel benzeno séo conhecidos como hidrocarbonetos aromaticos. Nesta classe de
hidrocarbonetos, pode ocorrer a presenga de compostos aromaticos formados por mais de um
anel benzénico, que podem estar isolados, conjugados ou condensados. A determinagéo destes
compostos € facilmente realizada por meio da analise de PAH (Polycyclic aromatic
hydrocarbon) em cromatografia. Podem ainda existir compostos mistos, isto €, que apresentam
nacleo aromatico e radical nafténicos, ou ndcleo nafténicos e radical aroméatico (THOMAS,
2004).

Compostos aromaticos binucleares sdo encontrados em fragdes mais pesadas, em
comparacdo aos naftalenos. Outros compostos trinucleares e hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares, em combinagcdo com compostos heterociclicos, sdo 0s constituintes mais
abundantes do petréleo pesado e dos residuos do petréleo (HATCH & MATAR, 2000).
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A (ltima classe de constituintes € dos asfaltenos. Técnicas de infravermelho e ressonancia
magnética nuclear mostraram que as macromoléculas asfalténicas sdo constituidas por anéis
aromaticos policondensados ligados a cadeias ciclicas e alifaticas, geralmente apresentando
grupos funcionais &cidos e basicos, contendo oxigénio, enxofre e nitrogénio. Devida a ampla
faixa de peso molecular reportada para os asfaltenos, sugere-se que 0S mesmos existam no
petréleo sob duas formas: (1) dissolvidos, sob a forma de moléculas livres; (2) dispersos
coloidalmente, sob a forma de particulas estabilizadas por resinas que se adsorvem sobre as

suas superficies, mantendo-os suspensos no meio (SOUSA, et al, 2001).

2.2.1 Impurezas do petréleo

O petroleo, além dos compostos ja descritos, de apreciavel importancia comercial,
também possui diversas impurezas, que podem aparecer em toda faixa de ebulicdo do petrdleo,
mas tendem a se concentrar nas fragdes mais pesadas (THOMAS, 2004).

O nivel de contaminantes presentes nos 6leos correspondem diretamente as caracteristicas
histéricas dos ambientes onde foram gerados (Tabela 1). Para tanto, dependendo da pressao e
do local em que se encontra o petréleo acumulado, € comum encontrar gas natural ocupando as
partes mais altas do interior do reservatorio, petréleo na parte intermediéria e a 4gua salgada
ocupando as partes mais baixas. Isto ocorre muito em fungéo da diferenga de densidade e
imiscibilidade entre as fases (THOMAS, 2004).



Tabela 1: Analises de petroleos de diferentes reservatorios.
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_Petrdleo Petroleo Petroleo Petroleo
Arabe extra Egipcio - Arabe pesado Egipcio -
leve Alameen P Bakr-9
Residuos de Carbono (m%) 2,00 5,10 6,80 11,70
Concentragéo de enxofre (m%) 1,10 0,86 2,80 3,80
Concentracéo de Nitrogénio (m%) 0,04 0,12 0,15 -
Concentracdo de Cinzas (m%) 0,002 0,004 0,012 0,04
Ferro (ppm) 0,40 0,00 1,00 -
Niguel (ppm) 0,60 0,00 9,00 108,00
Vanadio (ppm) 2,20 15,00 40,00 150,00
Ponto de Fluidez (°F) 0,00 35,00 -11,00 55,00
Concentracdo de ceras parafinicas
- 3,30 - -
(m%)

Fonte: HATCH & MATAR, 2000.

Dentre os contaminantes mais indesejaveis, a agua, € sem duvida, a que causa maiores
dificuldades para ser removida, principalmente devido a quantidade ou a forma (emulsionada)
em que pode estar presente na fase liquida (KUNERT, 2001).

Segundo Kunert (2001), a 4gua pode causar diversas dificuldades no processo produtivo,
como por exemplo:

e Apresenta sais em sua composicao, que podem provocar a corrosao e a formacao
de depositos inorgénicos nas instalagdes de producéo, transporte e refino;

e As emulsdes de petrdleo e agua apresentam viscosidade muito superior a do
petréleo desidratado e afetam as operacdes de elevagédo e escoamento.

Dentre os contaminantes presentes no 6leo cru o enxofre € o terceiro elemento mais
abundante encontrado no petréleo, e sua concentracdo média é de 0,65% em peso, com uma
faixa apresentando valores entre 0,02 e 4,00%. O enxofre ocorre no petréleo nas formas de
sulfetos, polissulfetos, benzotiofenos e derivados, moléculas policiclicas com nitrogénio e
oxigénio, gas sulfidrico, dissulfeto de carbono, sulfeto de carbonila e enxofre elementar. Tais
compostos estdo presentes em todos os tipos de petroleo e, em geral, quanto maior a densidade

do petrdleo, maior serd o seu teor de enxofre (THOMAS, 2004).
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Petroleos “azedos” possuem uma alta percentagem de sulfetos de hidrogénio. Por causa
de diversos compostos organicos sulfurados, instaveis termicamente, o sulfeto de hidrogénio é
produzido durante o processamento do petrdleo. Oleos com altos teores de enxofre sio
indesejaveis por que os tratamentos para sulfetos de hidrogénio acidos aumentam os custos de
producdo (HATCH & MATAR, 2000).

Os compostos nitrogenados sdo outra classe de constituintes considerados impurezas.
Estes possuem uma concentracdo media de 0,17% em peso, onde a maior concentragdo se
encontra nas fracBes pesadas. Sd0 compostos termicamente estaveis e encontram-se
pincipalmente na forma organica. Sdo exemplos de compostos nitrogenados, a piridina,
quinolinas, pirrois, compostos policiclicos contendo nitrogénio. Estes sdo indesejaveis na
producdo, pois aumentam a capacidade dos Oleos em reter agua em emulsfes, tornando
instaveis os produtos de refino, além de contaminar catalisadores (NETO & GURGEL, 2008).

Como os compostos nitrogenados, os oxigenados, aparecem no petréleo de uma forma
mais ou menos complexa, tais como &cidos carboxilicos, fendis, cresois, ésteres, amidas,
cetonas e benzofuranos. De um modo geral, eles tendem a se concentrar nas fragdes mais
pesadas e sao responsaveis pela acidez e coloracdo (&cidos nafténicos), odor (fenois), formacéo
de gomas e corrosividade das fragdes do petroleo (THOMAS, 2004).

No petrleo também estdo presentes os contaminantes metalicos. Estes minerais
encontram-se tanto na forma de sais metalicos dissolvidos na agua emulsionada ao petroleo,
guanto com compostos complexos concentrados nas fracdes mais pesadas do petréleo. Os
metais mais encontrados sdo o ferro, zinco, cobre, chumbo, molibdénio, cobalto, manganés,
mercurio, cromo, sédio, niquel e vanadio (NETO & GURGEL, 2008).

Quando o Oleo cru é processado, cloretos de sédio e magnésio produzem éacido
cloridrico.O vanédio e niquel sdo venenosos para diversos catalisadores e devem ser removidos
para niveis baixos. O processo de extracdo por solvente € usado para reduzir a concentracdo
dos metais pesados nos residuos do petréleo (HATCH & MATAR, 2000).

Mesmo depois dos contaminantes terem sido removidos do petroleo, o descarte destes
materiais devem estar de acordo com as legislac@es estaduais e federais, pois segundo o Art. 24
da Resolucdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 357 de 2005, “os
efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderédo ser langados, direta ou indiretamente,
nos corpos de agua, apos o devido tratamento e desde que obedegam as condicgdes, padrdes e

exigéncias dispostos nesta resolucdo e em outras normas aplicaveis”.
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O descarte inadequado da agua produzida juntamente com a extracdo do petrdleo implica
em efeitos nocivos ao meio ambiente, devido a necessidade de recuperacdo da area degradada,
em custo elevado com agles corretivas e mitigadoras e com penalidades diversas (SILVA,
2000).

2.3 Acidentes ambientais

Na industria petroleira em geral, pelo fato de ser de alto risco, a preocupacao ambiental é
muito maior. Um dos maiores danos ambientais que podem acontecer sdo os grandes derrames
de petroleo. Os impactos que este tipo de acidente pode causar sdo dos mais diversos, e
abrangem desde danos econémicos até a inutilizacdo de regides turisticas. Cada derrame produz
um tipo de impacto sobre o meio marinho dependendo das condi¢gdes ambientais, do tipo de
6leo, do volume e do ecossistema atingido (SZEWCZYK, 2006).

Os produtos gerados a partir do petrdleo sdo alguns dos maiores contribuintes para o
nosso padréo de vida. As atividades de encontrar e produzir petréleo, entretanto, pode impactar
0 meio ambiente e 0s maiores impactos surgem por meio de descartes de residuos no meio
ambiente em concentragfes que ndo sdo normalmente encontradas. Esses descartes incluem
hidrocarbonetos, sélidos contaminados com hidrocarbonetos, 4gua contaminada com uma
variedade de sélidos suspensos ou dissolvidos e uma ampla variedade de produtos quimicos
(REIS, 1996).

Esses descartes sdo uma consequéncia do avanco tecnoldgico sem preocupacdes
ecoldgicas, que provocaram frequentemente alteracdo dos elementos naturais, causando por
vezes, situacOes irreversiveis, aniquilando-se bens essenciais a preservacdo das especies
(COELHO, 2002). No processamento do petroleo, existe uma ampla gama de operacdes que
envolvem desde a extracdo da matéria-prima, o seu transporte, sua transformacao e distribuicéo,
0s quais geram residuos, com alto potencial de influéncia ao meio ambiente (REIS, J. C, 1996).

No Brasil, o primeiro grande episodio conhecido ocorreu em agosto de 1974, quando o
petroleiro Takimyia Mary chocou-se com uma rocha no Canal de So Sebastido, litoral norte
de Sao Paulo, causando o vazamento aproximado de 6.000 toneladas de 6leo. Um ano apos este
acidente, em 1975, ocorreu o acidente com o navio Tarik lbn Zyaid, envolvente o derramamento

do mesmo volume de 6leo na Baia de Guanabara (CETESB, 2011).
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O histérico dos acidentes ambientais iniciou em 1967, quando o petroleiro Torrey
Canyon, encalhado entre a zona costeira de Inglaterra e da Franca, liberou 119.000 toneladas
de 6leo cru, causando mortandade de aves e prejuizos a pesca e ao turismo (SILVA, M. G.,
2007).

Em 24 de marco de 1989, o Navio Exxon Valdez, foi responsavel por derramamento de
petréleo na costa do Alasca. Este em rota de Valdez, no Alasca para Los Angeles, California,
encalhou no recife de Bligh na regido do Estreito do Principe William, derramou cerca de 20%
da sua carga de 53 milhdes de galGes de petréleo nas seis primeiras horas. Oito dos onze tanques
a bordo foram danificados e o petréleo derramado impactaria mais de 1.770 Km da costa do
Alasca (CLEVELANDO, 2011).

O acidente do Exxon Valdez é mundialmente conhecido, ndo pela quantidade de dleo
despejado, mas sim pelo impacto causado a biota. Um agravante a mortandade das aves foi que
o derramamento ocorreu no inicio da temporada de migracdo das aves. Isto acarretou a morte
de mais de 350.000 de aves. Somando ao nimero de animais mortos, mais de 5.500 lontras do
mar, 200 focas, também quantidades incontaveis de peixes além das baleias que tiveram de ser
sacrificadas por terem sido afetadas pelo derramamento (NOAA, 1992). O frio da regido
dificultou muito as atividades de remocéo e remediacéo das areas afetadas.

Outro grande acidente com derramamento de petroleo, com graves consequéncias
ambientais, aconteceu no final de novembro de 2002, com o afundamento de um petroleiro na
costa da Espanha, que transportava mais de 77 mil toneladas de 6leo. O navio Prestinge, das
Bahamas, afundou a 250 quilémetros da regido da Galicia. O vazamento atingiu praias e as
encostas da Espanha e segundo as organiza¢cdes ambientais, mais de 15 mil passaros foram
afetados (SBPC/Labjor, 2011).

Com tantos acidentes ja presenciados na historia do petroleo, os derramamentos ndo sao
a unica forma de contaminacdo do ambiente por meio deste produto. Entre as etapas para
extracdo do petroleo, a fase de perfuracdo consistiu em uma etapa com elevado risco de
contaminacdo ambiental. Desde 1979, a Petrobrés estabeleceu muitas marcas em perfuracao e
producdo em aguas profundas. Na Bacia de Campos, atingiu a perfuracdo 185 metros. Em 1992,
ela estabeleceu outro recorde de producdo em aguas profundas, perfurou e completou o pogo
Marlim-9, em 780 metros. Em 1994, a Petrobras quebrou seu proprio recorde ao produzir o
Marlim-4, em 1.027 metros (AGUIAR, 2010). Atualmente estdo sendo realizados
investimentos para extracdes de petréleo na camada do pré-sal a uma profundidade de mais de
6.000 metros (VEJA, 2012).
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Embora essa nova tecnologia de perfuragdo de pogos de petréleo permita atingir rochas
em aguas profundas, alguns desafios sdo encontrados, como baixos gradientes de fratura das
formacdes, elevadas perdas de carga por friccdo na linha do choque e alta permeabilidade das
formacGes. Além disso, durante a perfuracdo de um pog¢o pode ocorrer o influxo indesejavel de
fluidos, ou seja a situacdo pode evoluir para uma erupcdo dos fluidos para fora do poco
(AVELAR& RIBEIRO, 2004).

Em abril de 2010, uma plataforma de extracdo de petréleo Deepwater Horizon, no Golfo
do México, operada pela British Petroleum (BP), explodiu e afundou, matando 11 profissionais.
Com o acidente, foi gerado um vazamento de 6leo a uma profundidade de cerca de 1,5 mil
metros. Para conter o vazamento a petroleira britanica realizou diversas tentativas frustradas na
contencdo do vazamento de 6leo, que chegou a 60 mil barris de petrdleo diarios. Somente no
dia 16 de julho, a petroleira britanica afirma ter tido sucesso na contengcdo do vazamento. De
acordo com a petroleira, teria sido despejado o equivalente a 4,9 milhGes de barris de petréleo
no fragil ecossistema do Golfo do México. Os resultados deste vazamento podem ser previstos
devido a experiéncia ja adquirida anos atras, entretanto com a magnitude do derramamento,
novas surpresas podem ser esperadas.

Para entender a magnitude do desastre no Golfo do Mexico, os reflexos deste acidente
foram sentidos a milhares de quilémetros, mais especialmente no Rio de Janeiro (LOBO, 2011).
Esta possibilidade de contaminacdo das praias cariocas deixou evidente que a mais de dez anos
estd parado o Plano Nacional de Contingéncia (PNC), fundamental para que o pais esteja
preparado para acidentes como esse (MELLO, 2005).

Aproximadamente 1,48 milhdes de toneladas por ano ou 62% do total anual de poluicéo
de 6leo no mar séo provenientes de atividades em terra. Apenas 10% (7% nas operagdes e 3%
de acidentes) vém dos navios petroleiros, uma percentagem que diminuiu drasticamente nas
Gltimas décadas (SILVA, 2007).

O aumento de consumo dos derivados do petréleo para as necessidades de energia
resultou em um aumento de descargas acidentais de petroleo e seus derivados no meio
ambiente. 1sso ocorre com certa frequéncia durante as operacdes como extracdo, transporte,
armazenamento, refino e distribuicdo. As contaminacdes antropogénicas advém de refinarias e
de outros efluentes costais importantes, causando poluicdo crénica nas cidades costeiras em
volta do mundo. As descargas de reservatorios, navios, da exploracdo fora da costa e das
plataformas de produgdo sdo essencialmente episddios e ocorrem como derramamentos e

descargas de varios tamanhos diferentes (CEITA, 2009).
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Em vérios paises as exploracGes de petroleo, solos sdo contaminados com petroleo bruto
guase que mensalmente, como resultado do uso de tecnologia de exploracdo obsoletas. No
México, entre 1993 e 1998, ocorreram 686 vazamentos (CIMADES, 1999)

Os vazamentos em oleodutos sdo uma das causas comuns dos derrames de petroleo. Por
exemplo, em 1997 os derramamentos provenientes de oleodutos foram duas vezes mais comuns
do que derramamentos provenientes de petroleiros (ETKIN, 1999).

A grande maioria dos derrames de oleodutos é pequena se comparada a desastres
ocasionados por navios-tanque, que podem lancar entre 40.000 e 4 milhdes de litros de 6leo,
mas esses “pequenos” derramamentos podem atingir cerca de 60 — 80 milhdes de litros
derramados por ano (TSALIK et al., 2005). Como sdo frequentes, esses derramamentos podem
ser mais prejudiciais do que os acidentes com petroleiros, pois expdem cronicamente plantas e
animais a poluicéo pelo petréleo (SILVA, 2007).

Os impactos negativos ao ambiente causados por estes vazamentos compreendem, de
maneira geral, ndo apenas a contaminacao de solos, subsolos, corpos de dgua e 0s danos aos
vegetais e animais presentes nas proximidades dos dutos, mas também abrangem a
movimentacao de terra, a supressdo vegetal e o0 impacto a micro e macro fauna associada,
durante os trabalhos de reparo na faixa dos dutos (SILVA, 2007).

Devido a todos os danos ja causados por derramamento de éleo bruto, tanto em éagua
quanto em terra, foi necessario o desenvolvimento de diversas tecnologias de

tratamento/remediacdo das areas afetadas.

2.4 Técnicas de remediacdo

Entende-se por remediacdo as técnicas aplicadas para retirar ou diminuir a concentracao
de contaminantes nos solos ou aguas.

Para um processo de limpeza em areas contaminadas, um importante passo a ser seguido
é avaliar o seu potencial de impacto a saude do ser humano e ao meio ambiente antes de se
iniciar a remediacdo. A avaliacdo da area também auxilia na determinacdo do método de

remediacéo a ser aplicado (REIS, 1996)
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AvaliacOes das areas impactadas sdo normalmente realizadas em etapas. A primeira €
reunir todas as informacdes antecedentes relevantes ao local. Isto inclui uma revisdo nos
registros e relatdrios, que podem incluir entrevistas com pessoas do local. A partir destas
informacfes a magnitude e a composicdo do lancamento sdo estimadas. A proxima etapa é a
caracterizacdo do local, cujo objetivo é determinar a localizacdo exata do contaminante,
concentracOes, extensdo da area contaminada e avaliar o potencial do contaminante ao migrar
para outras areas (REIS, 1996).

O reconhecimento aéreo é uma ferramenta usada para avaliar a localizacdo e a extensao
das contaminacdes por petrdleo, além de prever a movimentacdo e o destino das manchas de
6leo. J& os planos de remediacdo oa longo dos litorais ameacados pode ser realizado
visualmente ou por utilizacdo de sistemas de sensoriamento remoto (ITOPF, 2011).

ApoOs a avaliacdo da area impactada, faz-se necessario a selecdo dos métodos de

remediacdo e disposicao a serem aplicados. Estes podem ser:

e Remocdo manual/mecénica do 6leo;

e Uso de adsorventes;

e Contencao fisica e recuperacdo do contaminante;
¢ Queima do contaminante no local afetado;

e Uso de dispersantes quimicos;

e Biorremediagéo.

2.4.1 Remogao manual/mecanica

A remocdo manual do 6leo é um método de limpeza bastante trabalhoso, porém bastante
eficaz em ambientes como costfes rochosos, praias e principalmente em locais restritos como
conjungdes de rochas, fendas, pogas de maré, e até mesmo em &reas como praia de areia. A
retirada do Oleo é feita manualmente através de utensilios como pas, rodas, baldes, latas,
carrinhos de mdo, ndo causando nenhum dano adicional ao ambiente afetado pelo
derramamento (SZEWCZYK, 2006). Na Figura 1 é apresentada uma imagem de remocao

manual.
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J& a remocdo mecanica, escolhida com a finalidade de obter maior eficiéncia na limpeza
de praias, onde veiculos e maquinas pesadas como tratores e retroescavadeiras sdo Vvistos
removendo Gleo e areia, sendo esta técnica ainda € utilizada com frequéncia. Além dos efeitos
prejudiciais diretos a biota, esse procedimento causa a descaracterizagdo fisiografica da praia,
devido a alteragdo do seu equilibrio dindmico, e causa processos erosivos de intensidade

variavel, além de produzir uma quantidade desnecessaria de residuos (ITOPF, 2011).

Figura 1: Remog&o manual do dleo.
Fonte: LOPES & MILLANELLI, 2011.

2.4.2 Uso de adsorventes

O uso de adsorventes € altamente eficiente para a limpeza ou remocéo de 6leo em terra
ou agua, sendo aplicado diretamente sobre o 6leo. Os adsorventes se apresentam na forma
granular ou envolvidos em tecidos porosos formando “salsichdes” ou “almofadas”, podendo
adsorver ate 25 vezes sua propria massa em petrdleo e seus derivados. Os adsorventes sintéticos
de 6leo ndo adsorvem é&gua, flutuam e podem ser torcidos e reaproveitados (SZEWCZYK,
2006). A escolha deve ser feita criteriosamente levando-se em conta as caracteristicas do 6leo,
do ambiente e do proprio adsorvente (OLIVEIRA & UGARTE, 2004). Na Figura 2 ¢

apresentado uma imagem na qual foi aplicado um adsorvente.
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Figura 2: Aplicacédo de adsorventes (sdlidos hidrofobicos), em derramamento de 6leo.
Fonte: MOTTA, 2011.

Apos a adsorcdo, o material hidrofobico adsorvente, mais o éleo derramado precisam ser

removidos mecanicamente para serem destinados para aterro ou co-processamento.

2.4.3 Contencdo fisica e recuperacdo do contaminante

O skimmer é uma, como gasolina, diesel e outros hidrocarbonetos, em aguas e solos
degradados.

O uso de barreiras de contengdo antes da sua recupera¢ao por “Skimmers” (bomba
desenvolvida para efetuar a remocao de contaminantes de petrdleo da interface agua/oleo) é
frequentemente visto como a solucdo ideal para um vazamento. A aplicacdo das barreiras, se
efetiva, apenas bastaria remover o 6leo do ambiente marinho. Infelizmente, essa abordagem
sofre uma série de problemas, pois a barreira esta contra a natureza do 6leo de se espalhar,
fragmentar e dispersar sob a influéncia do vento, ondas e correntes. Devido a estes fatos, a
contencdo e recuperagdo do contaminante em mar € relativamente pequena e sua eficiéncia néo
passa de 10 a 15% (ITOPF, 2011).
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A acgéo de ventos, ondas e correntes reduz drasticamente a aptiddo das barreiras de
contengdo e dos “skimmers” de recolhimento de 6leo. Na pratica, a recuperagao mais eficiente
do oOleo derramado € feita sob boas condi¢bes meteorologicas. Quando a contencdo e a
recuperacao do 6leo for a técnica escolhida para ser utilizada, a primeira atitude a ser tomada
devera ser o lancamento de barreiras de contencédo evitando a propagacao das manchas no mar.
Apesar das diferentes aplicagdes dos varios tipos de barreiras, os elementos constitutivos
normalmente sdo 0os mesmos (SZEWCZYK, 2006). Na Figura 3 é apresentada uma aplicacdo

das barreiras de contencéo de éleo.

Figura 3: Barreira de conten¢do de dleo aplicada em acidentes ambientais.
Fonte: ITOPF, 2011.

2.4.4 Queima do contaminante no local afetado

A queima in-situ (local afetado) é o termo dado ao processo de queima do 6leo em mar, nos
locais de derramamento ou areas proximas. A queima pode ser vista como um simples método
que possui um grande potencial de remover quantidades consideraveis de 6leo da superficie
oceanica (ITOPF, 2011). Para o uso desta técnica devem ser considerados 0s riscos inerentes a
sua aplicacdo. Alguns critérios devem ser levados em consideragdo antes de se iniciar a queima,
como, a distancia da mancha para a embarcagdo e se existe alguma populagéo proxima ao local,
a toxicidade da fumaca que sera gerada (Figura 4), os tipo de 6leo derramado e 0s residuos que

poderao ser gerados, as condi¢cBes meteoroldgicas e maritimas, entre outros.
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O residuo gerado é extremamente viscoso e de dificil recuperagdo no mar e na costa. A
maior preocupacao € com a possibilidade do residuo da queima afundar, podendo causar danos

as espécies de fundo, sendo a recuperacdo do local ainda mais dificil (MOTTA, 2011).

Figura 4: Emissdo gassa no processo de queima em mar do éleo derramado.
Fonte: ITOPF, 2011

2.4.5 Uso de dispersantes quimicos

Dispersantes sdo formulacGes quimicas de natureza organica que visam emulsionar o
petréleo na dgua sob a forma de pequenas goticulas, com isto, facilitam a biodegradacéo pela
flora e fauna. S&o constituidos por ingredientes ativos, denominados surfactantes, e por
solventes da parte ativa que permitem a sua difusdo no 6leo. O uso de dispersantes quimicos
pode evitar a chegada do 6leo em locais de maior relevancia ecoldgica e econémica, visando a
protecdo de recursos naturais e socioecondmicos sensiveis como 0s ecossistemas costeiros e
marinhos. Os dispersantes sdo potencialmente aplicaveis em situacdes de derramamento de
6leo, porém s6 devera ser utilizado se resultar em prejuizo ambiental menor quando comparado
por um derrame sem qualquer tratamento, ou se outra medida adicional a contencdo nao for
eficaz (SZEWCZYK, 2006). Nas Figuras 5 e 6 sdo mostradas a reacdo dos surfactantes na

superficie do 6leo e uma imagem aplicacdo dos dispersantes respectivamente.
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i
* * & % * ‘ Figura 5: Mancha marrom de disperséo do 6leo ap6s adicéo
E

de dispersante.

Fonte: GUARINO, 2011.

*« 7 »

Figura 6: Esquema reacional da dispersdo do

0leo, ap6s a adicdo de surfactante.
Fonte: ITOPF, 2011.

Na Figura 5 é apresentado as sequéncias de dispersao do 6leo a medida que um surfactante
¢ adicionada a mancha. A etapa “A”, mostra as goticulas do dispersante pulverizadas sobre o
6leo. Na etapa B, o solvente disponibiliza o contato do 6leo com o surfactante. Na etapa C, as
moléculas de surfactante migram para a interface 6leo/agua reduzindo a tensdo superficial e
permitindo que a etapa D aconteca. Nesta etapa, pequenas gotas de 6leo se desprendem da
mancha. Por final, na etapa E, as gotas se dispersam pela mistura turbulenta, deixando apenas
o brilho na superficie da 4gua (ITOPF, 2011).

2.4.6 Biorremediagéo

A biorremediacdo é uma tecnologia de tratamento de poluentes que utiliza espécies
microbianas para acelerar a remediagé@o de poluentes ou sua transformacdo para formas menos
toxicas. As abordagens gerais para a biorremediacdo sdo: monitorar o processo natural de
biorremediacéo e realizar modificagcdes ambientais tais como adi¢do de nutrientes, aeragéo, e
adicdo de micro-organismos. Os produtos finais efetivos da biorremediacdo, como agua e
diéxido de carbono, sdo atoxicos e podem ser acomodados no ambiente sem causar danos ao
meio ambiente e aos micro-organismos (DEMAIN & DAVIES, 1999).
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Ap0s o acidente com o petroleiro Exxon Valdez, em que o dleo derramado atingiu mais
de 15% da costa do Golfo do Alasca, e a Guerra do Golfo, que formou mais de 330 lagos de
6leo no Kuwait, os processos de degradacdo bioldgica (biorremediacdo), receberam maior
atencdo. Tais processos surgiram a partir de estudos de decomposicdo de desintoxicacdo de
pesticidas em solo e mais tarde foram propostos como promissores para a recuperacgao de areas
costeiras atingidas por derrames de petréleo (SZEWCZYK, 2006).

Uma grande variedade de técnicas biotecnoldgicas tem sido usadas para o tratamento de
areas contaminadas. A biorremediagdo “in situ” € aplicada em situacdes onde a contaminacao
¢ profunda, subterrdnea ou sob construgdes, rodovias, etc. A biorremediagdo “in situ” de
poluentes se desenvolveu principalmente por evitar custos de escavacGes e por ndo produzir
nenhum composto toxico, como no tratamento fisico-quimico “ex situ”. A biorremediagao “ex
situ” envolve a remog¢do do material contaminado do seu local original (RATTEDGE &
KRISTIANSEN, 2001).

Para a biorremediacdo funcionar eficazmente, os micro-organismos exigem um nivel
suficiente de carbono, nitrogénio, fosforo e oxigénio. Quando ocorre um derramamento de uma
grande quantidade de 6leo, o carbono torna-se disponivel, de forma que os niveis de nitrogénio
e fosforo tornam-se limitantes na eficiéncia do tratamento. A adicdo de fertilizantes pode ser
usada para ajustar o equilibrio C:N:P e aumentar a taxa de degradacéo pelos micro-organismos
autdctones (micro-organismos presentes naturalmente no ambiente) (ITOPF, 2011).

Em remediacdes de areas contaminadas por derramamentos de petréleo, a biorremediacao
normalmente conjuga-se com outros procedimentos de limpeza. A biorremediacéo € o resultado
da oxidacdo de certos componentes do dleo derramado, por micro-organismos como bactérias,
fungos, algas unicelulares e protozoarios. E um mecanismo natural de limpeza e remog&o do
6leo, cuja eficiéncia € variavel de acordo com as caracteristicas fisicas do préprio 6leo, e
também do ambiente, como a temperatura, a concentracdo de micro-organismos, nutrientes e
oxigénio dissolvido presente no local (SZEWCZYK, 2006).

A contaminacgédo de solos hidrocarbonetos pode ter conseqliéncias desastrosas para o
ecossistema como a perda da produtividade agricola, a reducdo da qualidade da cadeia alimentar
com danos a saude humana e animal e o envenenamento de fontes de &gua (FUNGARO et al.,
2004). Grandes esforcos tém sido feitos para integrar conhecimentos que facilitem a
reabilitacdo de solos poluidos, e assim, possibilitar o retorno da funcionabilidade e estabilidade
do ecossistema formado (CARNEIRO et al., 2001).
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Em programas de recuperacdo de areas degradadas, uma das estratégias é a introdugéo de
vegetacdo com o maximo de diversidade possivel. Isto favorece a estabilizacdo de plantas na
area e a sucessao vegetal ao longo do processo de restauracdo (VANGRONSVELD &
CUNNINGHAM, 1998).

2.4.6.1 Limitag0Oes da Biorremediagdo

Apesar dos processos de biorremediacdo serem uma ferramenta muito Util, certamente
ndo é a resposta para todas as remediacdes aplicaveis mesmo com a adi¢do de nutrientes ou
micro-organismos, de forma que a diferenca de remediacéo reside no tempo necessario para
que a recuperacao seja atingida (ITOPF, 2011).

Embora a ideia da biorremediacao seja atraente, seu uso pratico e restrito. Em particular,
a biorremediacao ndo deve ser usada em 6leo na superficie do mar. Apesar de a biorremediacao
poder melhorar a taxa de degradagdo das manchas de 6leo, o processo ainda € muito lento, de
forma que ¢é dificil evitar que a grande maioria do 6leo derramado atinja a costa. Esta técnica
sO deve ser considerada quando a concentracdo de 6leo é baixa e usada como uma técnica de
polimento final (REIS, 1996).

O oxigénio necessario para a biodegradacdo ocorrer s6 estd disponivel na interface
6leo/agua e ndo dentro do préprio 6leo. Como resultado, quando a bioestimulacédo é utilizada,
a quantidade de 6leo degradada sera maior no 6leo disperso na dgua ou distribuido por meio
dos sedimentos. Os materiais removidos das praias juntamente com o 6leo deverdo ser
removidos antes de iniciar a biorremediagdo (ITOPF, 2011).

Dentro destas caracteristicas apresentadas € exposto na Tabela 2 as limitacbes da

biorremediacéo.
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Tabela 2: LimitacGes da biorremediacéo.

biodegrada substancias perigosas ao
invés de apenas transferir o ndo é uma solucdo imediata
contaminante de um meio para outro

necessidade de maior
entendimento de seu
funcionamento

método pouco evoluido no
Brasil

baixo custo (até 85%) em
comparagdo com demais métodos

possivel tratamento in situ

produtos utilizados ndo apresentam
risco ao meio ambiente e ndo sao
toxicos

acompanhamento durante o
processo

tratamento de residuos considerados muitas moléculas ndo sao
de dificil degradacao biodegradaveis

substancias tdxicas ao micro-
organismo inviabiliza o
tratamento

uso em areas de protecdo ambiental,
industria de alimentos, entre outras

Fonte: CARVALHO, 2013.

Os resultados dos estudos da biorremediacdo ao redor do mundo deixam claro que as
técnicas convencionais de limpeza dos derramamentos de O6leo podem e devem ser
complementadas com a biorremediacdo (SZEWCZYK, 2006).

Os maiores enfoques da biorremediacéo séo a estimulagdo do crescimento microbiano no
local contaminado por meio de nutrientes, biosurfactantes (bioestimulagéo), a adicdo de micro-
organismos degradadores de hidrocarbonetos adaptados (bioaumentacdo) (TONINI et al.,

2010) e o “landfarming ”.

2.4.6.2 Bioestimulagdo

Segundo ATLAS (1993), a bioestimulacdo consiste na modificacdo de meio ambiente
visando eliminar fatores limitantes ao crescimento e desenvolvimento dos micro-organismos,
incrementando, desta forma, a biodegradacdo dos compostos orgéanicos poluentes pela
populacdo nativa. Assim, a introducdo de nutrientes, surfactantes e também oxigénio, com o
objetivo de aumentar a atividade microbiana ou a disponibilidade do poluente, sdo formas de
promover a bioestimulacdo (BAPTISTA et al., 2003).
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A composi¢do quimica do ambiente contribui para a defini¢cdo do valor nutritivo do meio.
Quando o meio nao fornece macro e micronutrientes necessarios para o metabolismo celular
dos micro-organismos degradadores € necessaria a adicdo destes ao sistema. Como
consequéncia destas adicOes, a taxa de degradacdo pode ser aumentada (GAYLARDE et al.,
2005).

Leavitt e Brown (1994) fizeram um estudo comparativo entre a bioestimulagéo e o
bioaumento para um caso de tratamento de solo contaminado com déleo cru, empregando,
microrganismos autéctones e, comparando-se com uma cultura comercial com mistura
recomendada de nutrientes. Concluiram que, para algumas aplicac@es, a bioestimulacdo de
microrganismos autdctones é a melhor escolha, considerando custo e desempenho.

A bioestimulacdo com a adi¢do de nutrientes e de um surfactante aplicadas ao solo,
dobrou a eficiéncia de biodegradacdo em termos de mineralizagdo com uma remocao de
hidrocarbonetos. Observou-se que a deficiéncia de nutrientes foi o fator limitante principal do
processo de biorremediacdo e o aumento da eficiéncia foi proporcionado devido a presenca de
surfactante Tween 80. O autor sugeriu que este produto foi efetivo em aumentar a
biodisponibilidade dos hidrocarbonetos (MARIANO, 2006).

Outro estudo de bioestimulacéo foi realizado por Bento e colaboradores (2003). Estes
realizaram um teste comparativo entre a atenuacdo natural monitorada (ANM) e a
bioestimulagdo em um solo contaminado com 6leo diesel coletados em Long Beach, California
(USA) e Hong Kong (China). Os testes foram realizados em microcosmos, com a adicdo de 250
mg kgt de (NH4)2SO4 e 100 mg kg™ de K;HPO.. Apds 12 semanas de experimento o teste de
bioestimulacéo apresentou aproximadamente 46% de eficiéncia de remediacdo, enquanto nas
condigOes de ANM esse parametro foi da ordem de 48,7%.

Nascimento e Carvalho (2010) também utilizaram a bioestimulacdo como técnica de
remediacdo in situ para aumentar a capacidade de recuperacdo da macrofauna béntica em
sedimentos contaminados por éleo. Foram elaboradas diversas condi¢cdes de experimentacao,
dentre uma delas a adi¢do de fertilizantes. As amostragens foram realizadas em 0, 5, 15, 30, 60
e 90 dias. Apos a tratativa das amostras foi possivel observar, ja na primeira amostragem, ap0s
0 inicio da adicdo de nutrientes, uma aproximacdo da macrofauna bentdnica das areas com

adicdo de nutrientes, sugerindo o inicio da recuperacao.



37

Allebrandt (2009) avaliou o uso de peroxidos na bioestimulacdo de bactérias enddgenas
sobre hidrocarbonetos derivados de petroleo em solos contaminados. Os experimentos
consistiram em duas células de microcosmos, aos quais foram adicionados ORC (Compostos
disponibilizadores de oxigénio) em uma das unidades e perdxido de magnésio na outra. Apos
30 dias de experimento a unidade com o MgO2 mostrou uma reducédo de 67% para benzeno,
93% de tolueno, 81% de etilbenzeno e 82% de xileno, e os hidrocarbonetos totais de petrdleo
reduziram 68%, enquanto que para as amostras adicionadas de ORC, houve uma reducédo de
75% de tolueno, 64% na soma total de xileno, 26% de etilbenzeno, e o benzeno n&o reduziu,
desta forma apresentando redugdes menores em comparacdo ao solo onde foi aplicado o
composto de MgOs.

O oxigénio também € um fator limitante para a remediacdo de areas contaminadas. O seu
uso é bastante comum em técnicas como bioventing. Huesemann e Truex (1996) em seu estudo
da biorremediacédo passiva de hidrocarbonetos de petréleo em solos contaminados avaliaram a
influéncia da difusdo do oxigénio no solo na eficiéncia de remediagéo dos hidrocarbonetos. Os
autores estabeleceram uma forte relacdo da profundidade de penetracdo do oxigénio e o tempo
total para a biorremediacéo passiva dos hidrocarbonetos do petréleo. Obtiveram uma faixa de
eficiéncia entre 2,5 e 10 ppm de remoc¢do de TPH por dia, de acordo com a distancia de
penetracdo do oxigénio.

A bioestimulacdo é apresentada como uma técnica possivel de biorremediacao, variando
apenas as condicdes necessarias para uma boa eficiéncia de remediacdo para cada area que se
deseja tratar. No entanto, ha situacGes onde a adicdo de nutrientes ndo é suficiente para
promover a remocado de substancias recalcitrantes. Neste caso a adi¢cdo de micro-organismos
especificos € uma alternativa para a remediagdo da substancia. Esta técnica é também conhecida

como bioaumentacao.

2.4.6.3 Bioaumentagao

A biorremediacdo pode envolver a inoculacdo da area contaminada com culturas puras
ou consdrcios microbianos contendo micro-organismos selecionados para a degradagdo de
contaminantes especificos, sendo, nestas condi¢des, denominada bioaumentacdo (BEWLEY,
1996).
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A adicdo de micro-organismos isolados, selecionados e até mesmo aclimatados, para
melhorar alguma atividade microbioldgica especifica, tem sido praticada intencionalmente por
diversos anos nas mais variadas areas, incluindo agricultura (herbicidas), tratamento de
efluentes (hidrocarbonetos clorados e carbamatos) entre outros. A utilizagdo da bioaumentacgéo
é sustentada por estudos que demonstram, em alguns casos, a baixa eficiéncia dos micro-
organismos autdctones e o aumento da taxa de biorremediacdo apos a adigdo do micro-
organismo competente (VOGEL, 1996).

A reintroducdo na matriz contaminada com micro-organismos indigenas diretamente
isolados da mesma matriz é também definida como bioaumentagdo (VOGEL, T. M., 1996). A
aplicacdo de micro-organismos em locais de derramamento pode resultar na introdugdo de
espécies exadticas no ambiente, resultando em preocupacdes sobre 0 seu potencial impacto. No
entanto, na maioria dos casos € provavel que as espécies introduzidas ndo vdo concorrer
efetivamente com as espécies que ocorrem naturalmente (ITOPF, 2011).

Os micro-organismos degradadores de petréleo sdo amplamente distribuidos em todas as
areas costeiras do mundo e sdo mais abundantes nas linhas costeiras adjacentes as aguas
poluidas cronicamente, como as que recebem descargas de efluentes industriais e esgotos ndo
tratados. Nessas areas a adicdo de micro-organismos provavelmente ndo sera necessaria.
Mesmo em regiGes onde a comunidade de petroleo degradante é susceptivel de ser menos
abundante é improvavel que o bioaumento ird melhorar significativamente a biodegradacao
(ITOPF, 2011).

A eficiéncia da bioaumentacdo foi verificada por Xu e Lu (2010), que testaram a
remediacao de uma area contaminada com 6leo cru utilizando as bactérias naturais do ambiente.
Os autores utilizaram uma mistura de pd de casca de amendoim como suporte para o
desenvolvimento dos micro-organismos. As avaliacdes foram realizadas em escala laboratorial
por um periodo de 12 semanas e a biodegradacao dos hidrocarbonetos de petrdleo variaram de
26 a 61%, dependendo das condi¢cBes de operacdo e também da técnica aplicada
(bioestimulagéo e bioaumentacdo, respectivamente). A maior percentagem de bioegradacéo foi

atingida com a adicdo de 15% (m/m) de células imobilizadas em pé de casca de amendoim.
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Outro estudo realizado por Teng e colaboradores (2010) avaliou o potencial de
biorremediacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH) em uma area de contaminacédo
antiga. Os autores coletaram as amostras de solo de uma regido a oeste de China, o qual
continham um teor de 9.942,91ug Kg™ de PAH e com utilizacio da técnica de bioaumentacéo
e aplicacdo de Paracoccus sp. em microcosmos, pode ser uma estratégia promissora pra a
biorremediacdo de solos com contaminag&o historica.

A biocaumentacdo com aplicacdo de um consorcio bacteriano e flngico foi avaliada por
Zhang e colaboradores (2008). Os autores trabalharam com um consércio de Enterobacter
cloacae e Cunninghamella echinulata e possibilitaram seu crescimento por meio de biomassa
como a palha de trigo. Essa biomassa possibilitou um incremento de 170 vezes no nimero de
células bacterianas e 11 vezes para os fungos. Devido ao crescimento aumentado, a
concentracdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH) foi reduzida em 67% ap0s 45 dias de
experimento. O trigo foi cultivado em solo corrigido e o rendimento percentual de producéo de
grdos ultrapassou 72% do que produtividade de grdos obtida em terras agricolas normal
adjacente ao local de estudo. Os resultados demonstraram a eficacia do bioaumento da palha de
trigo no reforco do solo de petroleo e sal contaminado e indicou um alto potencial de aplicacao.

Trindade e colaboradores (2005) realizaram um estudo em solos com contaminagéo
antiga e com contaminacgao recente aplicando técnicas de biorremediacdo. A bioaumentacao foi
estudada com a adi¢cdo de um consorcio microbiano constituido por dois micro-organismos
degradadores de petréleo (Nocardia nova e Rhodotorula glutinis dairenesis). Estes micro-
organismos foram isolados de um solo previamente contaminado com petréleo. Apos 41 dias
de experimento foi constatada uma eficiéncia de bioremediacéo de 2,5% e 7,5% para 0s solos
com contaminagdo recente e antiga, respectivamente, comprovando assim a dificuldade do
tratamento de solos contaminados com uma elevada concentracdo de petroleo bruto. Além
disto, ambos os solos submetidos a biorremediacao apresentaram eficiéncia duas vezes maior
que a atenuacgédo natural monitorada.

A bioestimulacdo também € apresentada como uma excelente técnica de biorremediacéao
de compostos xenobidticos. Esta por mais que em diversos trabalhos apresente uma melhor
eficiéncia de remediacdo, deve ter sua aplicacdo muito bem estudada e controlada, para evitar

a extingdo da microfauna autoctone e consequentemente um desequilibrio ambiental.
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2.4.6.4 Landfarming

O landfarming € o processo de biorremediacdo que tenta acelerar o processo natural, é
um tipo de deposito, onde os residuos contaminados sdo misturados na camada superficial do
solo, em local previamente preparado. Esta tecnologia visa favorecer a biorremediacdo por
viabilizar a reducdo da concentragdo dos contaminantes no solo por acdo de micro-organismos
através de operacdes adequadas de manejo e gestdo do solo (PAULA et al, 2006). Este processo
pode se estender por até trés anos antes que a maior parte do 6leo tenha sido degradado, embora
muitas vezes esse tempo pode ser reduzido pela aeracdo e a aplicacdo de fertilizantes (ITOPF,
2011).

O landfarming sO6 €é susceptivel de ser aplicado quando os derramamentos Sao
relativamente pequenos, por causa da grande quantidade de terra necessaria. Idealmente a terra
selecionada deve ser de baixo valor, localizada bem longe de fontes de agua potavel e ndo deve
ser permeavel. Uma vez que o petrdleo tenha sido degradado, o solo pode ser capaz de suportar

uma grande variedade de plantas, incluindo arvores e gramineas (ITOPF, 2011).

2.4.6.5 Micro-organismos remediadores

Rotineiramente, os 6rgdos ambientais estdo se deparando com situacdo de contaminagao
das mais variadas. Os estudos da biorremediacédo tém evoluido dia apds dia, de forma que novas
técnicas e melhores eficiéncias de tratamento sdo propostas com frequéncia.

Segundo Rosato (1997), ha uma grande diversidade taxonémica nos organismos capazes
de degradar derivados de petrdleo. Alguns micro-organismos foram encontrados em ambientes
extremos, como na regido da Antartica, mas poucos foram encontrados em ecossistemas com
altas temperaturas. Apesar das bactérias serem provavelmente as maiores responsaveis pela
biodegradacdo no ambiente, fungos e leveduras, cianobactérias, algas e mesmo protozoarios
também apresentam capacidade de degradacdo. Dentre os derivados de petroleo, 0s
hidrocarbonetos leves, constituintes do petroleo, formados basicamente por carbono e
hidrogénio, sdo alguns dos contaminantes mais biodegradaveis da natureza (ESPOSITO &
AZEVEDO, 2004).

Para visualizar o potencial de técnica de biorremediacao, na Tabela 3 é apresentado o0s
mais variados tipos de contaminantes e também os diversos micro-organismos que foram

empregados na sua remediacao.
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Tabela 3: Micro-organismos aplicados em biorremediacdes de diversos contaminantes.

Anéis aromaticos Pseudomonas, Achromobacter, Bacillus,

(combustiveis, residuos  Arthrobacter, Penicillum, Aspergillus,

industriais) Fusarium, Phanerocheate
Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas,

Céadmio (Cd) Citrobacter, Klebsiella, Rhodococcus,
Aspergillus, Saccharomyces cerevisiae

Chumbo (Pb) Bacillus

Cobre (Cu) Escherichia, Pseudomonas, Bacillus

Cromo (Cr) Alcaligenes, Pseudomonas

Enxofre (S) Thiobacillus

Pseudomonas, Proteus, Bacillus,
Penicillum, Cunninghamella

Zinco (Zn) Rhodococcus, Bacillus
Fonte: TUTIDA & FOGAGA, 2011.

Derivados do Petroleo

Farias e colaboradores (2008) realizaram um estudo com o intuido de selecionar linhagens
fangicas que apresentassem capacidade de remocdo de metais pesados como cobre, zinco e
manganés, empregando galactose como fonte de carbono. Foram testadas 5 linhagens de fungos
para os trés metais citados. No primeiro teste o fungo Aspergillus versicolor, apresentou o
melhor desempenho, reduzindo as concentracfes iniciais dos contaminante em 12,3%; 31,4%
e 15,8% para o cobre, zinco e manganés, respectivamente. Em um estudo subsequente, foram
testadas outras fontes de carbono como xilose e maltose. Utilizando a maltose como fonte de
carbono Saccharomyces cerevisiae apresentou uma eficiéncia na captacao do cobre de 23,3%
enquanto o Aspergillus versicolor apresentou 36,7% de eficiéncia de remocdo para 0 zinco.
Para a xilose, os resultados apresentados foram muito semelhantes.

Souza e colaboradores (2005) isolaram micro-organismos capazes de degradar o petréleo
e seus derivados. Aplicaram duas técnicas distintas de forma que foram encontradas mais de 65
linhagens eficazes na degradacao do petroleo. Atualmente sdo conhecidas cerca de 200 espécies
com potencial para degradar os hidrocarbonetos de petroleo, dentre elas destacam-se 0s géneros
Pseudomonas, Marinobacter e Acinetobacter (ROCHA, 2008).
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Conforme Cerniglia & Perry (1973, apud ESPOSITO & AZEVEDO, 2004), alguns
fungos possuem capacidade de metabolizar hidrocarbonetos de petréleo. Num dos primeiros
estudos sobre fungos degradadores, foram isolados 0s micro-organismos provenientes de
sedimentos estuarino, na costa da Carolina do Norte (EUA), que cresceram em meio de cultura
basal, contendo &gua do mar suplementada com fosfato e nitrogénio. O fungos isolados nessas
condicdes utilizaram o petroleo como fonte de energia e carbono. Entre os fungos selecionados,
estavam o0s fungos mitosporicos Aspergillus versicolor, Cephalosporium acremonium,
Penicillium sp. e Zigomiceto Cuninghamella elegans

Cerniglia (1997) diz que o fungo n&o ligninolitico mais extensivamente estudado quanto
a sua capacidade degradativa é o zigomiceto Cunninghamella elegans. Ha varios estudos
realizados com este fungo, os quais comprovaram a sua grande versatilidade fisiologica para a
degradacdo de diversos poluentes, incluindo petroleo e os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos. Maciel e colaboradores (2010), demonstraram o uso do fungo em consorcio com
outros micro-organismos ao observarem a biodegradacao total de éleo lubrificante em menos
de 10 horas em condigdes laboratoriais controladas. Lisowska & Dlugo’nski (2003)
trabalharam com a transformacéo concorrente do cortexolone e do fenantreno (hidrocarboneto
poliaromatico, de origem petroquimica) e verificaram que na presenca de fenantreno a razéo
entre os produtos de hidroxilagdo cortexolone foi alterado de 1:5,1 para 1:7,6 na cultura sem
fenantreno.

Macedo e colaboradores (2003) avaliaram a capacidade degradadora de nove linhagens
de fungos filamentosos isolados de um solo contaminado com petroleo. O estudo foi realizado
em kitasato de 250 mL, com 50 g de amostra e 50% de umidade, durante um periodo de 40 a
42 dias, sem ajuste de pH e com as relagdes nutricionais de C:N:F de 100:2,17:0,0023. Os
resultados da biorremediacdo do 6leo por meio dos fungos mostraram que a linhagem de
Aspergillus versicolor foi a mais eficiente, pois apresentou um percentual de remediacédo de
10,80%, enquanto Aspergillus niger apresentou 7,33%.

Sary (2009) avaliou a capacidade de remediacdo de 6leo diesel em solo contaminado em
um cultivo submerso com Pleurotus, com e sem adi¢do de glicose como co-substrato de glicose.
Os resultados mostraram uma eficiéncia de mais de 90% na remediacdo do 6leo diesel em
apenas 5 dias de incubacgéo, quando glicose foi adicionada ao cultivo. O uso de co-substrato
também foi avaliado por Costa e colaboradores (2007) a partir de consércio microbiano
originalmente presente no petrdleo, bioestimulados em biorreatores. Os autores concluiram que
0 uso da glicose e do sulfato de aménio dobrou a reproducédo celular das bactérias na cinética

de crescimento do consorcio.
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Souza e Triguis (2005), simularam o derrame de 6leo no mar em unidades de vidro, que
foram preenchidas com 50 litros de &gua do mar e avaliaram as alteracdes das propriedades do
6leo frente as intempéries e a acdo de micro-organismos estimulados com fertilizante tipo NPK.
A frequéncia de aplicacdo do fertilizante foi de 2 g nos tempos 0 e 2 dias e 1 g no tempo 4 dias.
Foram realizadas amostragens no tanque nos tempos de 0, 2, 4, 7, 14, 21 e 28 dias. Com 28 dias
de experimento, obtiveram uma eficiéncia de remediagdo aproximada de 100% dos alcanos do
petréleo através da bioestimulacao.

Jacques e colaboradores (2008) buscaram a remediacdo de hidrocarbonetos policiclicos
com um consorcio bacteriano (Mycobacterium fortuitum, Bacillus cereus, Microbacterium sp.,
Gordonia polyisoprenivorans, Microbacteriaceae bacterium), isolado de um landfarming ja em
operacgdo. O consorcio microbiano degradou uma média 99% de diferentes concentracfes de
antraceno, fenantreno e pireno, em solo durante 70 dias de incubacdo. Segundo o autor durante
0 mesmo periodo, a populacdo microbiana autoctone do solo ndo mostrou a mineralizacao
significativa do PAH.

Silva (2007) por meio da técnica de microcosmos remediou derivados de petroleo por
meio de diversas técnicas de bioestimulacdo, de forma que a remocao atingiu até 83,58% de
hidrocarbonetos poliaromaticos, 98,35% de hidrocarbonetos alifaticos e 90,4% de oOleos e
graxas. O autor ndo identificou as espécies mais eficientes no processo de degradacdo, mas
quantificou o nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC) para bactérias (25 a 250 UFC
mL™?) e fungos (15 a 150 UFC mL™).

2.5 Reatores

A Engenharia das Reac¢des Quimicas estd preocupada com a concepcao racional e/ou da
analise do desempenho de reatores quimicos. Um reator quimico é um dispositivo no qual a
mudanca de composi¢cdo da matéria ocorre por reagBes quimicas. Estas reacdes sao,
normalmente, a mudanca mais importante. Um reator, geralmente ¢ o coragdo de uma
substancia quimica em geral ou de um processo bioquimico. A maioria dos processos quimicos
industriais sdo operados com a finalidade de produzir produtos quimicos tais como aménia e
derivados petroquimicos. Os reatores também estdo envolvidos na producdo de energia como

em motores (de combustdo interna) e em certas células eletroquimicas (MISSEN et al 1998).
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Os biorreatores séo todos os equipamentos utilizados para converter matérias-primas em
produtos utilizando micro-organismos, células animais, vegetais ou enzimas. Micro-
organismos e células devem estar constantemente envolvidos num ambiente adequado na
tentativa de prover condicbes 6timas de crescimento. Um biorreator mantém este processo
natural provendo condigdes adequadas como temperatura, pH, substrato, sais nutricionais,
vitaminas e oxigénio (para organismos aerdbios), possibilitando que as células cresgcam e
produzam os metabdlitos de interesse (SCHUGERL, 1987, apud CERRI, 2009).

Jacques et al. (2007) avaliaram a biodegradacdo de solos contaminados com
hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos. Avaliaram a eficiéncia de remocdo dos
hidrocarbonetos pelas mais variadas técnicas de biorremediacao, como biorremediagéo passiva,
bioaumentacdo, bioestimulacdo, compostagem, fitorremediacdo, landfarming e também por
biorreatores. Estes processos de biorremediacdo apresentaram respectivamente 56% de
eficiéncia em 480 dias, 92% em 360 dias, 90% em 360 dias, 70% em 150 dias, 40% em 45 dias,
55% em 60 dias e por fim 99% em 12 dias.

Os biorreatores possibilitam um aumento da disponibilidade dos contaminantes aos
micro-organismos degradadores, a eliminacdo da heterogeneidade da distribuicdo dos
contaminantes no solo e disponibilidade de oxigénio em abundéancia, trés grandes limitacGes
das biorremediacdes in situ (JACQUES et al, 2007).

Além da aplicagdo dos reatores, estes podem apresentar diferentes configuragdes e
condicdes de trabalho, sempre objetivando a melhor eficiéncia de conversdo da reacdo. Os

reatores podem trabalhar tanto em batelada quanto em fluxo continuo.

2.5.1 Reatores STR (Stired tank reactor)

O reator STR (reator de tanque agitado) é um termo genérico para um tipo de vaso
largamente usado em processos industriais. Reatores deste tipo sdo usados para uma variedade
de operacBes de processos tais como dissolucdo de sélidos, mistura de produtos, reacdes
quimicas, destilacdo em batelada, cristalizacdo, extracdo liquido-liquido e polimerizacédo
(MISSEN et al 1998).
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Um tipico reator STR consiste de um agitador e sistemas integrados de
aquecimento/resfriamento. Estes vasos podem variar em tamanhos de menos de 1 litro a mais
de 15 mil litros. Eles sdo normalmente fabricados em acgo, aco inoxidavel, aco revestido de
vidro, vidro ou ligas exéticas. Liquidos e sélidos sdo normalmente carregados via conexdes na
cobertura do topo do reator. Vapores e gases também sdo descarregados através de conexdes
no topo do reator. Ja os liquidos sao descarregados pelo fundo do tanque (LEVENSPIEL, 1999).

Na Figura 7 é apresentada estrutura do reator STR.

Motor v Alimentacao
¥
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.-—‘_‘-i

Produto Homogeneizado

Figura 7: Estrutura do reator STR.

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Continuous_stirred-tank_reactor, 2013.

Estes reatores permitem que altas conversdes possam ser obtidas, deixando o reagente no
reator por longos periodos de tempo. Quando a capacidade de conversdo € baixa, esse tipo de
processo tem menor investimento de capital, sendo preferiveis quando se esta testando um novo
produto. Ha também uma flexibilidade de operacdo no mesmo reator, podendo-se obter
produtos diferentes e ainda estes reatores sao de facil operacdo de limpeza e manutencao
(PEREIRA, 2011).

As aplicacbes dos reatores sdo as mais diversas, onde é extensamente aplicado em
processos de pequena escala, em testes de novos processos que ainda ndo foram completamente
desenvolvidos, além da fabricacdo de produtos onerosos e processos de dificil conversdo em

operacdes continuas.
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A eficiéncia do reator STR também foi avaliado para a remogéo de hidrocarbonetos em
efluentes industriais. Gargouri et al (2011) otimizaram um bioprocesso para tratar efluentes
industriais ricos em hidrocarbonetos. Os autores obtiveram um consércio microbiano composto
por espécies variadas como Bacillus cereus, Ochrobactrum intermedium, Stenotrophomonas
maltophilia entre outros. Esse consorcio aplicado em reator STR para o tratamento de efluente
apresentou eficiéncias acima de 95% para DQO (Demanda quimica de oxigénio) e 97% para
TPH.

Wang et al (2010) avaliaram o potencial de biodegradacéo de PAH (Polycyclic aromatic
hydrocarbon) por um consorcio microbiano autoctone de um solo agricola em biorreator. Nos
experimentos foram avaliadas diferentes matrizes como solo contaminado e solo agricola ndo
contaminado. Estes solos foram contaminadas com uma mistura de PAHSs e aplicados em
biorreator para avaliar a eficiéncia de remediacao do consorcio microbiano. Foi constatado que
hidrocarbonetos como o naftaleno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno e pireno podem
ser totalmente biodegradados pelo consércio proveniente de em ambos 0s solos dentro de 40-
50 dias, enquanto os demais PAH’s foram degradados em diferentes taxas de remediacdo no
final de 170 dias de experimento.

A configuragédo de aplicacdo dos reatores STR é variada, onde reacGes fermentativas e
oxidativas podem ser utilizadas. Zamuoche e colaboradores (2007) estudaram a transferéncia
de oxigénio em um reator STR para o tratamento de dguas domésticas residuais. Os autores
avaliaram o coeficiente global de transferéncia de oxigénio (K a) em relacédo a velocidade de
agitacdo e a taxa de alimentacdo de ar e confirmaram por meio dos experimentos que a
velocidade de agitacdo tem influéncia mais pronunciada que a taxa de alimentacéo de ar.

Os fermentadores sdo um exemplo de reatores bioquimicos STR. Segundo Stanbury et al.
(1999) as principais funcdes do fermentador € fornecer um ambiente controlado para o
crescimento de micro-organismos ou células animais, para obtencdo do produto desejado.

Antes de se optar por este tipo de reator deve-se avaliar todas as etapas limitantes do
processo, pois estes reatores apresentam algumas dificuldades na produgdo em larga escala,
sendo seu custo de manutencdo alto se considerado o custo de mao-de-obra. Esta mao-de-obra
é igual ao tempo perdido durante a alimentacéo, 0 esvaziamento e a limpeza (o chamado “tempo
morto”), que pode até inviabilizar o processo produtivo.

Devido a estas dificuldades existem outros tipos de reatores disponiveis no mercado.
Considerando a aplicabilidade bioquimica, os reatores pneumaticos, estdo ganhando muito
mercado, devido ao seu diferencial de agitacdo e oxigenacdo, aliadas ao baixo consumo de

energia.
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2.5.2 Reatores pneumaticos

Os reatores pneumaticos sdo equipamentos onde a homogeneizacdo e a agitacdo sao
realizadas apenas pela injecdo de gas. Uma das caracteristicas principais dos biorreatores
pneumaticos é a auséncia de impelidores e portanto, de agitacdo mecanica. Desta forma é
simplificado o processo de construcdo e a operacdo dos biorreatores (CHISTI & MOO-
YOUNG, 1989).

O cultivo microbiano geralmente ocorre em biorreatores tipo tanque agitado, que pode
gerar um ambiente hostil aos micro-organismos e provocar lise por cisalhamento
(ALEKSIEVA & PEEVA, 2000). Possivelmente fatores como este proporcionaram a busca por
novas alternativas de biorreatores, como 0s biorreatores pneumaticos.

Dentre os varios tipos de biorreatores pneumaticos, destacam-se os reatores de coluna de

bolhas e airlift.

2.5.2.1 Reator de coluna de bolhas

Usualmente a coluna de bolhas é uma coluna cilindrica com relagdo altura/diametro 4/6.
O gés ¢é injetado na base da coluna por meio de tubos perfurados, pratos perfurados ou vidro
sinterizado ou metal injetado micro-poroso. A transferéncia de oxigénio, agitacdo e outros
fatores de performances sdo principalmente influenciados pelo fluxo de gés e as propriedades
reoldgicas do fluido (RATTEDGE & KRISTIANSEN, 2001). Na figura 8 é apresentado um
esboco de um biorreator de coluna de bolhas.
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Figura 8: Reator de coluna de bolha.
Fonte: CERRI, 2009

2.5.2.2 Reatores Airlift

Os biorreatores airlift surgiram com o objetivo de proporcionar 0 crescimento
microbiano, sem provocar a quebra celular (lise) devida a tensdo de cisalhamento promovida
pelos habituais agitadores dos reatores de tanque agitado. Mais especificamente o reator airlift
de circulacdo interna, que apresenta geometria peculiar na qual o meio reacional é dividido em
duas regides distintas, mas interconectadas, separadas por meio de uma lamina ou de um tubo
concéntrico, onde apenas umas das regides recebe a injecdo de gas (CHISTI, 1989). Na Figura
9 é apresentada as trés configura¢fes mais conhecidas de biorreatores airlift.
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Figura 9: Configuracdes de biorreatores airlift mais conhecidas. (a) Tubo aerado central e loop interno ao
sistema; (b) cilindro dividido e (c) loop externo do sistema.
Fonte: RATTEDGE & KRISTIANSEN, 2001.

Das configuracOes dos reatores airlift, apenas uma das duas zonas é injetado ar ou outro
gas. A zona aerada é conhecida como corrente ascendente e a zona que nao recebe nenhum gas
é a corrente descendente. A densidade da dispersdo gas-liquido na zona da corrente ascendente
tende a ser menor do que a densidade do corrente descendente, consequentemente o fluxo de
dispersdo ocorre da zona ascendente para a zona descendente. Algumas vezes as correntes
ascendentes e descendentes € um tubo dividido e interconectado pelo topo e pelo fundo do
biorreator para formar um loop de circulacdo externa (Figura 10c) (RATTEDGE &
KRISTIANSEN, 2001).

A injecdo de gas no biorreator pode ser realizada de diversas maneiras, trés delas séo

apresentadas na Figura 10:
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(b)
Figura 10: Aspersores disponiveis para biorreatores airlift:(a) anel perfurado,(b) chuveiro, (c) cruzeta.
Fonte: CASSIANO et al, 2011.

Os biorreatores airlift podem ser empregados em cultivos com caldos mais viscosos, ao
contrério dos reatores tipo torre ou coluna de bolha, além de ndo apresentarem grandes
problemas com relacdo a coalescéncia de bolhas. No entanto, a transferéncia de massa entre os
elementos de fluido é menor que a observada nos biorreatores convencionais (CHISTI, 1989,
apud THOMASI, 2010).

A utilizacdo destes biorreatores tém sido diversificada. Cassiano e colaboradores (2011)
utilizaram o airlift para a producdo de &cido clavulanico. Gavrilescu e Roman (1998)
pesquisaram a producdo de trés antibioticos (bacitracina, cefalosporina C e nistatina) em dois
biorreatores airlift com circulagcdo externa e um com circulacdo interna, comparando as suas
eficiéncias com a de biorreatores tipo tanque agitado e aerado. Domingues e colaboradores
(2001) utilizaram com sucesso um biorreator airlift com circulagéo interna de tubo concéntrico
em cultivos continuos de leveduras floculantes geneticamente modificadas para a producéo de
alcool a partir de soro de queijo.

Jia et al (1997) utilizaram um reator airlift para avaliar o aumento nas taxas de producéo
por adicdo de vetores de oxigénio (sais que transmitem oxigénio para o cultivo). Esta avaliagdo
foi realizada por meio do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio para a fracdo
volumétrica do vetor. Quando foram adicionados n-dodecano (vetor) em concentracGes de 3%
e 2% (v / v) a taxa de transferéncia atingiu um valor maximo, de forma que com 3% de vetor a

concentracédo de levedura aumentou 20% do que na auséncia do vetor de oxigénio.
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Os biorreatores airlift estdo sendo amplamente estudados quanto a sua aplicagédo em
processos de biorremediacdo de compostos xenobioticos. Kermanshahi et al (2005), avaliaram
o potencial biodegradativo de aguas subterraneas contaminadas com hidrocarbonetos de
petréleo em biorreactor aitlift de célula imobilizada. Os experimentos seguiram em duas etapas,
sendo uma delas para a obtencdo de um consércio microbiano eficiente e a segunda etapa na
incubacdo deste consorcio. Sob as condic¢bes de biodegradacdo completa dos hidrocarbonetos,
as taxas de biodegradagdo volumétrica obtidos em biomassa foram de 15 mgLh.

Os reatores airlift sdo caracterizados pela sua alta taxa de oxigenacao, a qual é responsavel
pela agitacdo e homogeneizagdo do biorreator. Mehrnia e colaboradores (2005) estudaram a
transferéncia de oxigénio (Kpa) e a reten¢do gasosa (eg) em um biorreator airlift com uma
solucdo de querosene puro e diesel emulsionado com &gua. Para efeito de comparacdo 0s
experimentos tambéem foram realizados em agua purificada. O aumento do percentual de agua
na mistura resultou em um decréscimo da retencdo gasosa e aumento da viscosidade. Além
disto, os valores de K a diminuiram com o aumento da viscosidade do liquido a base de diesel.

Desta forma este trabalho objetiva avaliar em biorreatores, a melhor condicdo de
propagacdo de um consorcio microbiano, isolado de um solo contaminado, potencialmente

degradador de petréleo e seus derivados.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Construcao do reator

O reator airlift utilizado nos experimentos descritos foi projetado e construido. Como
parametros basicos de dimensionamento e construcao do reator, foram fixados o volume (til do
reator (3 L) e a altura do reator (1,10 m).

Foi construido um reator airlift, onde as Figuras 11 e 12 apresentam etapas construtivas.
Os tubos foram recortados transversalmente para a fixacdo de uma placa de acrilico para a

visualizag&o do fluido gasoso em atuacéo no fluido liquido dentro do biorreator.

Figura 11: Tampa de PVC e (b)Difusor de ar

disposto na base do riser.

Figura 12: Tubos de PVC utilizados na construcéo.
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Apos a avaliacdo dos efeitos do dimensionamento proposto na eficiéncia de dispersdo
do gas e circulacdo do liquido, foram analisadas as disposi¢des dos constituintes periféricos no
biorreator, tais como: pontos de coleta de amostras, pontos de entradas e saidas de fluidos
liquidos e gasosos e pontos de sondas de coleta de dados como temperatura, oxigénio dissolvido
e pH. Uma vez definido estes parametros de construcao, foi executado o projeto do equipamento

em AutoCAD e Rhinoceros (Figuras 13 e 14 respectivamente).
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Figura 13: Projeto do biorreator airlift em AutoCAD.
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Figura 14: Projeto do Biorreator airlift em Rhinoceros.

Com a finalizagdo do projeto e definicdo das dimensGes construtivas, a forja dos dois
tubos de vidro boro-silicato ligados concentricamente foi feita pela empresa Quilab Comércio
de Materiais para Laboratorio LTDA

3.2 Micro-organismo

O consdrcio microbiano utilizado nos experimentos foi obtido através da coleta de solo
de uma area conhecidamente contaminada com hidrocarbonetos derivados do petréleo em uma
residéncia vizinha a um posto de combustivel. O material foi obtido, conforme estabelece
procedimento de coleta de solo do Manual de Gerenciamento de Areas Contaminadas
(CETESB, 2001). Com o auxilio de um trado (Figura 15), foram coletados 5 kg de solo a uma
profundidade de 1,5 m. O solo foi acondicionado em recipiente plastico e preservado a 4°C.
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Figura 15: Amostragem de solo.

Fonte: http://jovemaprendiztavinho.blogspot.com/2011 05 01 archive.html, 2011.

3.2.1 Enriquecimento dos micro-organismos de estudo

O enriquecimento do consércio microbiano foi realizado em seguida a amostragem. Foi
preparado 200 mL de um meio contendo caldo nutriente (extrato de carne & 3 g.L™ e peptona a
5g.Lt em um pH de 7,2), adicionado de glicose como substrato & uma concentragdo de 10 g.L-
!, O meio foi preparado em frascos de erlenmeyer de 500 mL e autoclavado a 121 °C e 1 atm,
por 20 min. Apds 0 meio atingir a temperatura ambiente, foi adicionado 5% (m/v) da amostra
de solo para enriquecimento dos micro-organismos. O cultivo foi conduzido por 24 horas, em
agitador orbital com frequéncia de 150 min™ e 30 °C.

Apos o cultivo, as células foram mantidas em placas de Petri em cultivo de profundidade

com meio agar nutriente e armazenados sob refrigeracdo a 4°C



56

3.2.2 Enriquecimento seletivo dos micro-organismos de estudo (inéculo)

O enriquecimento seletivo dos micro-organismos degradadores de petroleo foi realizado
por cultivo liquido de 200 mL com caldo nutriente, adicionado de glicose na concentragdo de
10 g.L%, o dleo bruto de petrdleo na concentragdo de 0,1% (m/v) e surfactante Tween 80 na
concentracdo de 0,5% (m/v). O meio foi preparado em frascos Erlenmeyer de 500 mL e
autoclavado a 121 °C e 1 atm, por 20 min.

Ap0s o processo de esterilizacdo em autoclave, aguardou-se 0 meio atingir a temperatura
ambiente e um disco de agar nutriente, obtidos a partir das células mantidas sob refrigeraco
foi adicionado a cada erlenmeyer.

O cultivo foi conduzido por 24 horas, em agitacdo a 150 min* e 30 °C. Esta solugdo

serviu como pré-inoculo para realizacdo dos experimentos.

3.2.3 Inoculagdo pela técnica de esgotamento

A cultura dos micro-organismos isolados foi realizada pela técnica de esgotamento com
uma alca de niquel/cromo. A cultura consistiu em transferir uma algada da cultura para o meio
solido em placa estriada. A semeadura foi realizada com a formacéo de 3 estrias, nas quais
inicialmente estriou-se a metade da placa com um movimento de zig-zag com a alga. Assim
que atingida esta metade, a placa foi girada 90° e mais ¥4 da placa foi estriada, seguida de mais

um giro de 90° onde o restante da placa foi estriada.
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3.2.4 Identificacdo do consoércio microbiano isolado

Para a determinacdo da coloragdo Gram dos micro-organismos, cada colonia
caracteristica foi separada em laminas e 1 gota de agua foi pingada na Id&mina para promover o
espalhamento dos microrganismos. Ao lado de uma chama de bico de bunsem a dgua da lamina
foi evaporada. Em seguida, 1 gota de solucdo cristal violeta foi adicionada e deixada em reacéo
por 1 minuto. Apos o tempo de reacdo, a lamina foi lavada com &gua purificada tomando-se o
cuidado para ndo remover as células da lamina. A seguir, 1 gota de solucdo de lugol foi
adicionada na lamina e deixada em reagdo por 1,5 minutos. Novamente a lamina foi lavada com
agua purificada. Mais 1 gota de solugdo acetona/alcool (1:1, v/v) foi adicionada a lamina,
deixada em reacao por 30 segundos. Apos o tempo de reacao, a lamina foi aproximada da chama
de bico de bunsem (cuidadosamente) para evaporar o liquido ainda restante na lamina.

Apos a coloragdo Gram a lamina foi observada em microscopio para identificacdo dos

micro-organismos presentes.

3.3 Meios de cultivo e condicdes de operacédo

3.3.1 Preparo do meio de cultivo

Os experimentos em frascos agistados foram conduzidos em Erlenmeyers de 500 mL
contendo 180 mL de caldo nutriente, 100 g.L™ (m/v) de Tween 80 e 20 g.L ™t (m/v) de 6leo
bruto (petréleo) adicionado de glicose 10 g.L™. A mistura foi homogeneizada e esterilizada em
autoclave por 20 min a 121 °C. Ap6s a mistura atingir a temperatura ambiente, 10% (v/v) de
inoculo foi adicionado, homogeneizado e incubado por 20 dias. Na Figura 16 é apresentada

uma imagem dos frascos cultivados.
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Figura 16: Cultivo submerso em frascos agitados com 150 min= e 30 °C.
Fonte: Propria, 2011.

A amostragem foi realizada a cada 2 dias de cultivo durante 20 dias. Foram amostrados
2 mL do cultivo a cada ponto de amostragem. Em cada tempo de amostragem, o petréleo foi
extraido das amostras com uso de solvente organico (diclorometano) e analisado por

cromatografia gasosa.

3.3.2 Extracdo do petroleo

Para a extracdo do petrdleo contido nas amostras, foi utilizado diclorometano como
solvente. Em 2 mL de diclorometano puro, foram adicionados 0,5 mL de cada amostra em tubo
hermeticamente fechado e agitado em vortex por 5 min. Ap6s a agitacdo foram adicionados em
cada tubo cerca de 4,0 mL de agua purificada para a extracdo do surfactante pela fase agquosa
enquanto o petréleo permaneceu na fase organica. As amostras foram homogenizadas por
inversao e separadas as fases por mais 30 min em centrifuga. Apés a separacgdo das fases, a fase
organica inferior (diclorometano + petrdleo) foi tranferida para um vial de 2,0 mL para as
determinacBes em cromatografia gasosa. A parte inorganica (agua) foi utilizada para as

determinac@es de agucar.
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3.3.3 Cultivo submerso em biorreator

O meio de cultivo utilizado em ambos os reatores (3L de volume util) foi constituido de
caldo nutriente e glicose 10 g.L™%, sendo esterilizado em autoclave a 121 °C durante 30 min.
Apos resfriamento, os sistemas de controle da CPU (control panel unit) foram conectados aos
biorreatores e apds a estabilizacdo da temperatura e da concentracdo de oxigénio dissolvido, o

inoculo foi adicionado a uma razdo de 10%(v/v) (300 mL) do volume do meio reacional.
3.3.4 Crescimento celular em biorreator
3.3.4.1 Crescimento celular conduzido no reator STR
No reator STR modelo BIOSTAT B Plus (Figura 17), a agitacdo e aeracdo foram
mantidas em 250 min™ e 3,0 vvm (volume de ar por volume de meio), respectivamente. Para

evitar a formacdo de espuma, 1,0 mL polietilenoglicol foi adicionado. Os processos foram

conduzidos em duplicata.

Figura 17: Disposicao dos aparatos na tampa do biorreator STR.



60

As amostras (10 mL) foram retiradas com intervalos de 1 hora durante 26 horas, quando
foi observada a fase estacionaria de crescimento do consércio microbiano na curva de

crescimento.

3.3.4.2 Crescimento celular conduzidos em reator airlift de circulagéo interna

Como no cultivo do biorreator STR, o cultivo em biorreator airlift foi efetuada em
duplicata, conduzido com volume de 3 L do meio de cultivo ja inoculado, adicionando-se 1 mL

de polietilenoglicol. Imagens do reator airlift poder ser observadas na Figuras 18.

Figura 18: a) Fluxo descendente da coluna de ar; b) Fluxo de gas disperso por pedra porosa; ¢) Disposi¢do dos

aparatos na tampa do biorreator airlift.

As amostras (10 mL) foram retiradas com intervalos de 2 horas durante 26 horas, quando
foi observado valores de pO2 acima de 80% de oxigénio dissolvido.
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3.3.4.3 Ensaios de degradacgdo de dleo

O meio de cultivo utilizado em ambos os reatores (3 L de volume util) foi constituido
de caldo nutriente (extrato de carne a3 g.L™ e peptona a5 g.L™ em um pH de 7,2), adicionado
de glicose como substrato a uma concentragdo de 10 g.L™, dleo bruto de petrdleo (cedido pela
Transpetro de S&o Francisco do Sul) a 20 g.L (v/v), com esterilizacdo em autoclave a 121 °C
durante 30 min. Apds resfriamento, os sistemas de controle da CPU (control panel unit) foram
conectados aos biorreatores e apds saturagdo do meio com O,. Com a estabilizacdo da
temperatura, o inoculo foi adicionado a uma razdo de 10% (v/v) (300 mL) do volume do meio

reacional.

3.34.31 Ensaios conduzidos no Reator STR

No reator STR (Figura 17), a frequéncia de agitacdo e a aeracdo foram mantidas em 250
minte 3 L.min (1,0 vvm), respectivamente. Os processos foram conduzidos em duplicata. As
amostragens foram realizadas, durante as primeiras 24 horas, a cada 12 horas, e também a cada
2 dias, até completar 20 dias de cultivo. Apos a amostragem, o petroleo e a glicose foram

extraidos conforme descrito em 3.3.2 Extracéo do petréleo.

3.34.3.2 Ensaios conduzidos em reator airlift de circulacéo interna

Como no cultivo do biorreator STR, o cultivo no biorreator airlift foi efetuada em
duplicata, conduzidas com o volume de 3 L do meio de cultivo ja inoculado. O fluxo de entrada
de ar de 1 vvm foi inserido no reator pela parte inferior do tubo riser com o auxilio de uma
pedra porosa para a dispersédo das bolhas de oxigénio. As amostragens foram realizadas, durante
as primeiras 24 horas, a cada 12 horas, também a cada 2 dias, até completar 20 dias de cultivo.
Apds a amostragem, o petroleo e a glicose foram extraidos conforme descrito em 3.3.2 Extragdo

do petrdleo.
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3.4 Meétodos analiticos

Cada cultivo foi monitorado por amostragens periédicas do meio, retirando 10 mL de
amostra, para acompanhamento das concentragdes de hidrocarbonetos totais de petréleo (TPH)
e glicose. As amostras foram retiradas da parte inferior dos biorreatores por meio de um tubo
inserido na tampa dos mesmos. As amostras foram retiradas e separadas para analise de massa

seca e glicose e determinacao dos derivados de petréleo por cromatografia.

3.4.1 Determinacdo da concentracdo de agucares redutores totais

A concentracdo de glicose foi determinada pelo método DNS (acido 3-5
dinitrossalicilico). As amostras foram diluidas adequadamente de forma que a concentracdo de
substrato se situasse entre os valores da curva padrdo cujas concentracGes variaram de 0 a 2
g.L* de glicose (Anexo 01). 0,5 mL dessa dilui¢io foi acrescentada de 0,5 mL de reagente de
DNS. Apds tratamento térmico em banho de dgua a 100 °C por 5 min, os tubos foram resfriados
em banho de gelo e adicionados de 5 mL de &gua deionizada para homogeneizacdo e leitura das

absorbancias a 540 nm em espectrofotdmetro de marca Biospectro e modelo Specsol 220.

3.4.2 Determinacdo de crescimento celular

Além do acompanhamento do crescimento celular por turbidimetria (600 nm), as
amostras foram coletadas nos cultivos avaliados e preservadas em geladeira até determinacéo
da massa seca de células. As amostras foram filtradas a vacuo utilizando membranas filtrantes
de 0,45 um previamente secas 24 horas em estufa a 90 °C.

Todas as membranas utilizadas foram secas novamente em estufa a 90 °C por mais 24

horas, em seguida pesadas.

3.4.3 Determinacdo do teor de TPH por cromatografia gasosa

A determinacdo do teor de TPH (hidrocarbonetos totais de petréleo) foi realizado em
cromatdgrafo da marca Agilent modelo 6850, com detector FID (Flame lonization Detector).
A coluna utilizada foi a HP-1 de 30 m de comprimento, 0,52 mm de diametro externo e 0,25

pum de espessura de filme.
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O método de determinacdo de TPH contou com uma curva de calibragdo preparada
partir de padrdo comercial de marca Accustandard (cromatograma tipico encontra-se no anexo).
Para a determinacdo de TPH a separacdo dos picos dos compostos foi realizada por meio de
gradiente de temperatura que inicia a 50 °C, permanece por 2 min e é seguido por uma rampa
de aguecimento de 10 °C.min* até 300 °C, temperatura esta que permanece por 5 min.

3.5 Metodologia utilizada nos calculos
3.5.1 Concentracdo de massa seca e de agucares redutores totais

A concentracgéo celular (X) foi calculada a partir da Equacéo 1.

_ (mg—m,)
x=em)

Onde:

X: concentragdo celular em massa seca (g.L™Y);

mo: Massa seca da membrana filtrante sem céulas microbianas (g);

my. Massa seca da membrana filtrante com células microbianas (g);

V: Volume de amostra utilizada no ensaio (mL).

Para o calculo das concentracdes de agucares redutores totais foi empregada a Equacao

_ Abs—0,0235
~ 0,5575

(2)

Onde:
e Abs: é a absorbancia medida pelo equipamento (540nm);

e S:concentragéo de glicose (g.L?);
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3.5.2 Determinacédo dos parametros cinéticos
3.5.2.1 Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (KLa) em reator STR e airlift

Para a determinacdo do kia foi utilizado um biorremator STR BIOSTAT B Plus e sonda
de oxigénio calibrada com géas nitrogénio para o “Zero” (menor quantidade de oxigénio
dissolvido possivel no liquido) considerando na calibragdo como 0% de oxigénio presente no
liquido (OD). Posteriormente alterou-se a corrente de entrada por ar comprimido para a escala
méaxima de oxigénio presente no liquido, calibrado como 100%. Em seguida, se seguiram 0s
experimentos com uma corrida de determinagdo do tempo de elevacdo do OD no liquido de
10% a 80% em triplicata para cada vazéo de ar utilizada. A determinacédo de kia foi feita em
duplicata.

A variacdo de concentracéo de oxigénio dissolvido com o tempo (SCHNEIDER, 1996),

é representado pela Equacéo 3.
dc N
- = Kia(C*—C) (3)

Onde:
e C*—concentracdo de oxigénio dissolvido na saturagdo (mmol.L?);
e C — concentracio de oxigénio dissolvido no instante t (mmol.L™);

e kia— Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™).

Rearranjando a Equacao 3 temos que:

dc
(c-0)

= kadt  (4)

E integrando-a no intervalo t=0 e t=t

(c*=0

In %

= kLa. t (5)

Se C" =0 entio:
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In (1 - Ci) = —kga.t (6)

A Equacdo 5 mantem uma correlacdo linear entre In (1 — Ci) e 0 tempo, onde o
coeficiente angular da reta fornece o valor de kra. Aplicando os limites de integragéo temos:

t=0;C=0aC*

t=t;C=pC*

In (C*‘BC:) = ka.t (7)

C*—aC

In (g) = kat (8)

Onde o ¢ 0,1 (10% da concentragdo de saturagdo de OD) e 3 varia de 0,1 a 0,8 (80% da
concentracédo de saturagdo OD).

Em biorreator airlift deve ter o acréscimo de uma nova base de célculo visto que sua
geometria de circulacdo de oxigénio é diferente de um biorreator convencional, pelo fato de
possuir uma zona de subida de gas e outra zona de decida do mesmo. Portanto a correlagdo que
corrige a geometria do biorreator é descrita na Equagéo 9.

_ kpag(Vg)
k2 =" ®)

Onde:

e VT - Representa o volume total do biorreator (L).
¢ VR — Volume do tubo de subida do gas “riser” (L).
e KLaR — KLa experimental.

e KlLa - KLa corrigido conforme sua geometria.

Para o biorreator STR foi utilizada a agitacio constante de 250 min* (escolhida no CPU
do biorreator) em todas as medic¢des de tempo em funcdo da vazao volumétrica de gas de 1,0

vvm para os dois biorreatores.
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3.5.2.2 Fator de conversao de glicose em células (YX/S)

—dx
Yys=— (10

Onde:
e YX/S: fator de conversdo de substrato em células (g.g-1);
e dX: diferencial da concentracéo celular (g.L-1);

e dS: diferencial da concentragdo de glicose (g.L-1).
3.5.2.3 Velocidade especifica de crescimento ()

A partir dos perfis de concentracéo celular, foi possivel determinar, em cada instante, as
velocidades instantaneas de crescimento microbiano (p) (dX.dt™?).
Dividindo-se as velocidades instantaneas pela concentracédo celular no ponto obtém-se

as velocidades especificas de crescimento () (Equacgéo 11).

_lax
=X (11)
Onde:

e w: velocidade especifica de crescimento (h-1)

e X:concentracéo celular (g.L-1)
3.5.2.4 Produtividade celular maxima (PX)

A produtividade em células € utilizada para identificadar a quantidade maxima de célula

que pode ser produzida por um determinado tempo. A equacdo 12 apresenta a forma de calculo.

py = Xmax (12)

t
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Onde:
e PX: produtividade celular (g.L-1.h-1);
e Xmax: concentragdo celular maxima (g.L-1);

e t:tempo de cultivo (h).

3.5.2.,5 Eficiéncia de remediacédo

A avaliacdo da eficiéncia de remediacdo do 6leo determinanda em cada experimento foi
realizada com base no valor inicial do experimento, e utilizada a equacao 13 para a calculo em

percentual.

Onde:
e ER(%): Eficiéncia de remediacdo medido em %;
e [ Jo: Concentragdo inicial de 6leo medido inicialmente ao teste de degradacao;

e [ Jt: Concentragdo no tempo “t” medida nos pontos de amostragem.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir deste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos para avaliar o potencial
de biodegradacdo do petr6leo por micro-organismos extraidos de um solo contaminado por
derivados de petréleo, em cultivo submerso em reator de tanque agitado (STR) e reator airlift.

4.1 Identificacdo do consdrcio microbiano isolado

Para a identificacdo do consércio microbiano utilizado selecionado do solo
contaminado, o solo foi inoculado em meio nutritivo por 24 horas. Ap6s este periodo o liquido
foi semeado em placa de agar nutriente pela técnica do esgotamento com uma alca de
niquel/cromo. Apds o periodo de incubacdo de 24 horas, 0s micro-organismos constituintes do

consorcio apresentaram-se conforme Figura 19.

Figura 19: Colénias do consdrcio microbiano. Isoladas.

Cada colbnia com caracteristicas macroscopicas visuais diferentes foi isolada e
realizado o teste de coloragdo gram. Ao todo foram selecionadas 6 tipos de colonias distintas
identificadas principalmente quando a formacgdo celular. Todas as coldnias que foram
identificadas foram relacionadas como bacilos gram positivos, com diferentes organizacdes

celular como apresentado nas Figuras 20
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Figura 20: Organizacdo celular do consorcio microbiano.

4.2 Cinética de crescimento do consoércio microbiano

Nas Figuras 21 e 22 ¢é apresentado o perfil de crescimento do consorcio microbiano
avaliado em reator STR e airlift, respectivamente.

Os reatores sdo diferenciados pelo seu tipo de agitacdo: o STR possui pas rotativas com
injecdo de ar pela parte inferior do reator, enquanto o Airlift, a agitacéo é realizada unicamente
pelo oxigénio também injetado pela parte inferior do reator. A diferenca nas taxas de

oxigenacao dos reatores foi medida pelo k.a.
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Figura 21: Gréfico de crescimento do consércio microbiano em reator STR em meio caldo
nutriente adicionado de glicose como substrato a uma concentracdo de 10 g.L-1. O reator foi
agitado em 250 min-1 e 3,0 vvm (volume de ar por volume de meio) e 1,0 mL polietilenoglicol

para evitar a formacéo de espumas. O indculo foi adicionada & uma taxa de 10% (v/v).

O perfil grafico gerado no crescimento do consdrcio microbiano no reator STR sugere
uma limitacdo de oxigénio (pO2) a partir da 62 hora de cultivo. A partir deste ponto pode-se
atribuir a oxigenacdo como fator limitante para o crescimento dos micro-organismos. Na curva
de densidade celular (In X) é notado a fase de crescimento seguido da fase estacionaria. A fase
de crescimento exponencial ocorre durante as 10 primeiras horas de cultivo, quando o substrato
tende a 6,5 gL, e é observada a estabilizagdo no crescimento celular.

Situacéo diferente ocorre no reator airlift, para o crescimento celular que apresenta um
crescimento exponencial até 8 horas, diferentemente do reator STR que precisou de cerca de
16 horas para estabilizar o crescimento. Em contrapartida, no reator airlift € possivel observar
3 velocidades distintas de crescimento. Em relagdo ao consumo de substrato (glicose), o cultivo
apresenta duas fases: a primeira fase que se reporta ao crescimento microbiano em duas
velocidades de crescimento e a segunda que acompanha e fase estacionaria de crescimento com

estabilizagcdo do consumo de substrato, semelhante ao observado no reator STR.
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Figura 22: Gréfico de crescimento do consércio microbiano em reator Airlift em meio caldo nutriente adicionado

de glicose como substrato a uma concentragdo de 10 g.L™. O reator foi agitado por meio da alimentacdo de

oxigénio com razdo de 3,0 vwm (volume de ar por volume de meio) e 1,0 mL polieti- lenoglicol para evitar a

formacéo de espumas. O indculo foi adicionada a uma taxa de 10%(v/v).

Com as informac0es apresentadas nas Figuras 21 e 22, foram calculados os parametros

cinéticos de crescimento do consorcio microbiano para os reatores STR e airlift (Tabela 4).
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Tabela 4:Valores médio de Coeficiente de
transferéncia de oxigénio (k.a), diferencial de
biomassa (Ax)*, diferencial média de biomassa
(Axm)**, fator de conversdo de substrato em células
(Yxss); a velocidade especifica de crescimento (p);

e a produtividade celular (Px). Para os reatores STR

e airlift.
Pardmetro
Reator STR Reator Airlift
Cinético

kia (hh) 25,34+1,19 119,37 +7,06
Ay 2,20+0,07 2,8310,14
A 1,76 £ 0,22 1,77+0,16
Yy/s 0,35+0,02 0,43 10,02
1 1,52 +0,27 1,78 +£0,022
Px 0,089+0,00 0,118+0,01

*: Variagdo entre as concentragdes de biomassa
maxima nos tempos zero e tempo total de cultivo

QL)
**. Variagdo entre as concentragdes de biomassa

nos tempo zero e o tempo n (g.L™)

Com base nas informacdes apresentadas na Tabela 4, verifica-se atraveés dos valores de
kia que a difusdo de ar ¢ indiscutivelmente mais acentuada no reator airlift; entretanto, isto ndo
influencia s na variacdo de biomassa e no tempo de cultivo. Entretanto, parametros como a
produtividade, a velocidade especifica e o fator de conversdo de substrato em biomassa, sdo
mais elevados em comparacdo aos valores obtidos pelo reator STR.

Considerando o consorcio microbiano usado neste trabalho o desempenho do reator
airlift se mostrou mais adequado. Os parametros cinéticos foram numericamente maiores para
os testes realizados, conforme apresentado na Tabela 4. Este melhor desempenho pode se

explicado em funcéo da melhor oxigenacdo, que favorece a via oxidativa.
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Cassiano et al (2003) também compararam o crescimento de Streptomyces clavuligerus em
reatores de tanque agitado e reatores airlift, com o objetivo de produzir acido clavulanico (AC).
Segundo os autores a producdo de AC no reator airlift (404,7 mg.L™) foi proxima a alcancada
no melhor cultivo em biorreator convencional (467,0 mg.L™). Os autores ainda apresentaram
melhores valores em biorreator convencional, mas os resultados alcancados para o biorreator
airlift aliado as melhores condigdes de cisalhamento e menor consumo de poténcia validam a
utilizacdo desse sistema em bioprocessos.

Domingos (2009) estudou o crescimento de Ceriporiopsis subvermispora em culturas
submersas para a producdo de inéculo destinados ao processo de biopolpacdo. No trabalho
foram avaliadas condicdes de crescimento em frascos agitados, reator STR e reator airlift. O
reator airlift, segundo o autor, se mostrou mais adequando para o cultivo, pela maior quantidade
de biomassa apresentada e também pela maior produtividade, de forma que ao termino do
cultivo, proporcionou 14,1 g.L™ de biomassa, enquanto que os frascos agitados e o reator STR
proporcionaram, ao final do cultivo, um acimulo de biomassa aproximado de 9,0 g.L e 7,0
g.L* respectivamente.

Ja Silva et al. (2007), por meio do estudo da producao de poli-hidroxialcanoatos (PHA)
para a geracdo de polimeros biodegradaveis, estudaram o processo de producdo do PHA
baseados no uso de biorreatores com tanques agitados e com reator airlift. O desempenho dos
reatores foi avaliado para a fase de crescimento de R. eutropha utilizando glicose. Os resultados
obtidos de velocidade especifica na fase exponencial e o fator de conversdo de glicose em
biomassa apresentaram resultados semelhantes ao reator de tanque agitado para as mesmas

condigdes de cultivo.

4.3 Avaliacdo do uso de surfactante e glicose em frascos agitados

Na Figura 23 é apresentado a eficiéncia de biodegradacdo do petréleo com e sem a
adicdo de surfactantes em 20 dias de cultivo do consorcio microbiano. Como pode ser
observado, comparando os valores de eficiéncia de remediacdo nas duas condi¢cdes, com 0 uso
de surfactante foi obtida uma eficiéncia aproximada de 32%, enquanto na sua auséncia deste a
eficiéncia atingiu apenas 7%. Este aumento €é resultado da acao anfipatica do surfactante que
reduz a tensdo superficial do meio e aumenta a disponibilidade da molécula de petréleo ao

micro-organismo.
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Os surfactantes por sua vez, por serem um tipo de molécula que apresenta uma
caracteristica apolar ligada a outra com caracteristica polar, reduzem as forcas intermoleculares
de atracdo entre as moléculas do meio, reduzindo a tensdo superficial da solugdo. A tensdo
superficial é um efeito fisico que ocorre na camada superficial de um liquido que leva a sua
superficie a se comportar como uma membrana elastica. As moléculas situadas no interior de
um liquido sdo atraidas uma entre as outras dificultando o contato com outras solugdes e
também dissolucdo de outros materiais (DALTIN, 2011).
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Figura 23: Percentual de eficiéncia de biorremediagéo de petréleo, cultivado em caldo nutriente, 20 g.L* (m/v)
de 6leo bruto (petréleo) adicionado de glicose 10 g.L™ e com ou sem a adi¢io de 100 g.L™* (m/v) de Tween 80
por consorcio microbiano.

O aumento no percentual de biodegradacdo com o uso de surfactantes em areas
contaminadas também foi observada por Franzetti et al (2008). Os autores avaliaram a
eficiéncia de remediagdo com solugdes com diferentes surfactantes e na auséncia deste. Os
resultados obtidos variaram de 64% a 91% para as solugdes com surfactante e 63% para a
solucdo sem surfactante. Os autores concluiram que o uso de surfactantes representa um valioso
método para melhorar 0 acesso dos micro-organismos aos compostos de baixa solubilidade e
recalcitrantes em técnicas de biorremediagéo.


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Superf%C3%ADcie
http://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
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Também Bardi e colaboradores (2000) estudaram a degradacdo de hidrocarbonetos por
uma populacdo microbiana com surfactante para aumentar a disponibilidade do contaminante.
Os surfactantes por aumentar a solubilidade dos contaminantes no meio liquido, possibilitaram
acelerar a degradacdo. Em geral os autores encontraram eficiéncias préximas a 100% com a
utilizacdo de surfactantes em apenas 10 dias de cultivo, enquanto na auséncia deste, para o
mesmo periodo de cultivo, atingiram cerca de 30% de eficiéncia de remediacé&o.

Quanto ao uso de glicose como co-substrato, na Figura 24 ¢é apresentada a eficiéncia de

remediacao do petréleo nas condi¢des de cultivo com e sem o uso de glicose.

[ —m— Sem Adicdo de Glicose]
50 - | —®— Com AdicZo de Glicose]

45-: ;/ﬁ
40—_ /i/

35-_ %/%

25:: §/
20—_ %/ﬁ/

i

0 . , . , :
0 5 10 15 20

Tempo de Cultivo (Dias)

Eficiéncia de Remediacéo (%)

Figura 24: Eficiéncia de biorremediacdo de petrdleo, em cultivo submerso, em caldo nutriente, 20 g.L™ (m/v)

de 6leo bruto (petréleo) adicionado de glicose 10 g.L™* e com ou sem a adicdo de 100 g.L* (m/v) de Tween 80
por consorcio microbiano.

E possivel visualizar que a adi¢do de glicose proporcionou uma melhora de cerca de
28% na remediacao.
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Rodrigues et al (2012) avaliou a a¢do de Aspergillus niger em reator para o tratamento
de aguas contendo hidrocarbonetos. O cultivo foi realizado em 10 ciclos de 7 dias para a
remocdo de Benzeno, Tolueno e Xileno. Foram adicionadas por¢Ges semanais de glicose, onde
apos 4 dias de cultivo ndo foram mais detectadas concentra¢fes dos hidrocarbonetos.

Em estudos anteriores, Sary (2009) também fez uso de glicose como co-substrato para
biorremediagdo de solo contendo 6leo diesel por consércio microbiano acrescido de Pleurotus
sajor caju. Foram realizados testes de bioestimulacdo, bioaumentacao e atenuacdo natural com
presenca e auséncia de co-substrato. Os resultados apresentaram uma eficiéncia de mais de 99%
de remediacdo do dleo diesel em presenga de co-substrato, enquanto na auséncia deste a
eficiéncia ndo ultrapassou 60% para o mesmo periodo de cultivo. A diferenca na eficiéncia de
remediacdo obtida nestes dois experimentos decorre do uso de solo contaminado com diesel,
um produto do beneficiamento do petrdleo, no primeiro caso. Este composto xenobidtico € de
mais facil assimilacdo por ser composto basicamente de cadeias nafténicas, além do consorcio
utilizado ja estar habituado a presenca deste contaminante, ao contrario do experimento com
petréleo bruto, no qual se propés ao mesmo consorcio condi¢des estressantes de crescimento,
na presenca de uma molécula de dificil assimilagéo.

Ainda Costa et al (2007) trabalharam na obtencao de um consorcio microbiano em meio
de cultivos bioestimulados com glicose e sulfato de amonio, o qual acelerou a reproducgéo
celular das bactérias, em compara¢do com 0 mesmo meio na auséncia destes co-substratos.

Resultados semelhantes a este trabalho quanto ao uso de co-substrato foram obtidos por
Rodrigues (2006). Em processo em batelada e continuo com o uso do fungo Aspergillus niger
em cultivo submerso para remogdo de fenol em &gua residuéria. Os fungos apresentaram maior
desenvolvimento nos ensaios contendo glicose, que alcangaram uma remoc¢do media de 100%
de fenol no quinto e ultimo dia de experimento, enquanto para 0s ensaios sem 0 co-substrato a
remocao ndo ultrapassou de 47%.

Silva et al. (2009) também estudaram da influéncia da glicose como co-substrato em
meio aquoso sintético na remocao de corante azo por Aspergillus niger em reator em batelada.
O estudo foi realizado em diferentes concentragdes, sendo a Etapa | (1g/L), Etapa Il (0,5¢/L) e
Etapa Il (sem glicose). Em relacdo a remocdo de matéria organica soltvel, os percentuais
obtidos nas etapas em que a glicose foi adicionada, Etapas | e 11, a remocéo alcancou, 86% e
71% respectivamente, quando comparadas a etapa Ill, cuja remocdo foi de apenas 5%,
comprovando que a adicdo de co-substrato no meio € significante para obtencdo de melhores

eficiéncias na remocao de matéria organica soltvel.
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Dessa forma a glicose como um co-substrato propicia aos micro-organismos um
substrato mais facilmente assimilavel para o crescimento das células até que estas estejam aptas
para consumir o composto xenobi6tico, portanto o uso de glicose se apresenta cComo um recurso
positivo para a biorremediacéo de hidrocarbonetos. O aumento de cerca de 30% de eficiéncia
na remediacdo do petréleo em cultivo submerso, em comparagdo com os resultados
apresentados na auséncia de surfactante, obtido neste trabalho justificou a continuidade dos
testes de remediacdo tendo a glicose como co-substrato nos reatores STR e airlift com o uso de

surfactante.

4.4 Biodegradacdo do 6leo bruto em reator STR e airlift

Com base nos experimentos realizados em frascos agitados, cujos resultados
evidenciaram uma melhora na remediacao do petréleo com o uso de surfactantes como agente
emulsificante e da glicose como co-substrato, os testes nos biorreatores seguiram a mesma
metodologia de preparacdo do meio de cultivo tanto quanto de in6culo.

Ao iniciar os experimentos de biorremediacdo em biorreatores, a presenca do
surfactante Tween 80 a uma concentragao a 10%, possibilitou uma reducéo da tenséo superficial
do meio de cultivo facilitando a dispersdo de ar nos reatores, porém formando espuma, a qual
ndo pode ser controlada.

Desta forma, nos ensaios realizados nos biorreatores, por dificuldades operacionais, ndo
foi possivel executar os experimentos com adicao de surfactante ao meio de cultivo, pois houve
formacéo de espuma ocasionando perda do meio e causando danos no equipamento. Por este
motivo 0s meios de cultivo foram preparados do mesmo modo do que obtido nos ensaio em
frascos agitados, entretanto sem a adicdo de surfactantes.

Nos biorreatores avaliados, a capacidade de transferéncia de oxigénio é medida pelo
kia, avaliado a cada experimento. O reator STR apresentou um k.a de 8,48 h, enquanto o
airlift 46,04 h' (os calculos de kia sdo apresentados anexo). Diferentemente dos resultados de
kia obtidos nos ensaios de crescimento celular, os valores de Kia obtidos para os reatores STR
e airlift, com meio de cultivo contendo petroleo, foram inferiores.

A sequir serdo apresentados os resultados dos ensaios conduzidos no reator STR e no

reator airlift.
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4.4.1 Ensaios conduzidos em biorreator STR

Na Figura 25 € apresentado uma imagem do reator STR utilizado nos ensaios.

Figura 25: Biorreator STR, montado para experimento de degradacéo do petréleo.

A homogeneidade do meio foi observada visualmente durante todo o experimento. As
amostragens foram realizadas a cada 2 dias e os resultados de percentual de degradacdo do
petrdleo, concentracdo de co-substrato e percentual de oxigénio dissolvido (pO2) sdo

apresentados na Figura 26.
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Figura 26: Curva de biorremediacéo de petroleo e consumo de oxigénio dissolvio em reator STR.

A eficiéncia de degradacdo de um constituinte contaminante estd muitas vezes
relacionado a sua degradabilidade, tanto quanto a quantidade de celulas microbianas
disponiveis para realizar a degradagdo do composto. Nos experimentos realizados com petrdleo
no reator STR, néo foi possivel realizar a quantificagdo de células em g.L, devida presenca do
6leo bruto.

A eficiéncia de remediacdo do petréleo apresentou um resultado superior se comparado
com os frascos agitados, onde para o reator STR foi encontrada uma eficiéncia média de 55,7%
de remediacdo, enquanto para os frascos agitados, na presenca de surfactante, foi encontrada
uma eficiéncia de 43,7% para o periodo de 20 dias do experimento.

Gargouri et al (2011) utilizaram um reator de tanque agitado para a biorremediacéo de
um efluente com alta concentracdo de hidrocarbonetos. Os autores obtiveram um bioprocesso
confiavel, no qual a partir de um eficiente consorcio microbiano aclimatado, obtiveram uma
taxa de 95% de reducdo de carbono orgéanico dissolvido, enquanto a concentracdo de
hidrocarboneto de petroleo reduziu de 320 mg.L™* para 8 mg.L?, ou seja, 97,5% de eficiéncia

de remediacdo em 225 dias de experimento.
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Afim de comparar os dados obtidos por Gargouri et al (2011), calculou-se a velocidade
global de degradacdo. O resultado obtido foi de 0,42 mg.L%.h*, enquanto o resultado obtido
para este trabalho foi 3,25 mg.L™.h"%. A principio, isto mostra que o consorcio utilizado neste
trabalho foi bastante eficiente na degradacdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo nas
condi¢Bes de cultivo utilizadas no reator STR. Entretanto a provavel diferenca entre as
composic¢des dos meios de cultivo utilizado em cada um dos trabalhos precisam ser melhor
investigados.

Ururahy et al (1998) elaboraram um estudo de biorremediacao de borras oleosas geradas
nas induastrias de refino de petr6leo, com base no desempenho de um biorreator de tanque
agitado. Os experimentos foram conduzidos em batelada, onde o indculo utilizado foi um
consorcio microbiano nativo da propria borra e previamente adaptado. Apds 42 dias de cultivo
foram obtidas eficiéncias médias de 76,8% para 6leos e graxas e 97,1% para as parafinas.

Raimundo e Rizzo (2002) utilizaram biorreatores para o tratamento de solos
contaminados com hidrocarbonetos. Os autores trabalharam com um reator de lama com uma
concentracdo de 10% de sélidos em suspensdo. O contetdo foi mantido sob agitacdo por 43
dias, 8 horas por dia. A eficiéncia de biodegradacdo dos hidrocarbonetos ndo ultrapassou 8%,
inferior a eficiéncia de biodegradacdo obtida pelos frascos agitados de 10%. Essa baixa
eficiéncia foi atribuida ao tempo em que o solo ja se apresentava contaminado (acima de 03

anos), resultando substancias bastante recalcitrantes.

4.4.2 Ensaios conduzidos em biorreator airlift

Devido & injecéo de ar no fundo do reator, também ndo foi possivel utilizar o surfactante,
devido a grande formacéo de espuma no reator. Como no reator STR, a temperatura do reator
foi mantida a 30 °C e o condensador a uma temperatura de 5°C.

O meio de cultivo com o petréleo manteve-se homogéneo por pelo menos 12 h. Apds
este periodo foram identificados goticulas de petréleo isoladas no reator, conforme mostrado
na Figura 27. A formacdo destas goticulas gera uma heterogeneidade nas amostragens
agregando incertezas a todo o experimento, entretanto, estes foram continuados para verificar
0 comportamento do reator a medida que os dias avangavam. A eficiéncia de remediacdo €

apresentada na Figura 28.



Figura 27: Formagéo de goticulas de 6leo no interior de reator.
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Figura 28 Eficiéncia de remediagao do petréleo.
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A medida que o cultivo evoluia, foi observada uma perda do meio de cultivo no reator,
enquanto o 6leo e o meio de cultivo formavam um sistema bifasico. Com a aglutinagdo do 6leo
e a perda do meio de cultivo por evaporacdo, as quantificacdes da concentragcdo de 6leo ndo
foram confiaveis para avaliar a eficiéncia do experimento. As Figuras 29 a 31 apresentam uma
evolucdo da evaporacao do liquido no reator.

Figura 29  Reator Airlift Figura 30 Reator  Airlift Figura 31 Reator  Airlift

amostragem de 12 horas de amostragem de 6 dias de cultivo. amostragem de 18 dias de cultivo.

cultivo.

Mesmo com as dificuldades apresentadas, o reator airlift € muito utilizado para
biorremediacdo de diversos compostos xenobidticos, como hidrocarbonetos em efluentes
liquidos industriais ou &aguas superficiais contaminadas, entre outros.

Saravan et al (2009) realizaram o tratamento de efluentes sintéticos contendo
hidrocarbonetos fenolicos em biorreator airlift de loop interno de modo continuo usando
Pseudomonas sp. A eficiéncia do reator foi avaliada por meio de variaveis como a retengédo
hidraulica com os tempos de 4,1 e 8,3 e o fluxo de entrada de alimentagdo do reator, o qual foi
de 5a 10 mL.min™. O estudo demonstrou uma completa degradacgdo dos hidrocarbonetos.

Irani e colaboradores (2011) também realizaram experimentos com airlift para avaliar a
biodesulforizacdo do petroleo. Foram usadas células de Gordonia alkanivorans como agente
biodesulforizador do diesel, com uma concentragdo inicial de enxofre de 28 mg.Lt. Foram
avaliadas as variaveis como a velocidade de gas e o volume de trabalho. Os melhores resultados
foram obtidos para uma velocidade de gas de 2,5 L.min" e 6,6 L de volume de trabalho. Nestas

condigdes foi obtida uma eficiéncia de desulforizacdo de 50%.
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Ainda Oliveira e Franga (2012) trataram ar contaminado com hexano em um biorreator
airlift. Foi utilizado um inoculado com a bactéria Pseudomonas aeruginosa para tratar ar
contaminado com hexano a 1,26 g.m. Em menos de 15 dias os autores obtiveram em torno de
80% eficiéncia de remocdo do hidrocarboneto quando se empregou a concentra¢do de indculo
de 0,225 ¢g.LL.



5 CONCLUSOES

O consodrcio microbiano extraido de um meio natural, submetido a um crescimento
celular em cultivo submerso em reatores STR e Airlift, apresentou produtividade superior no
reator airlift, em comparagéo ao reator STR. A produtividade celular no reator airlift foi de
0,118 g.L*h, enquanto para o STR chegou a 0,089 g.L"*ht.0 maior resultado obtido pelo
reator airlift € devido ao coeficiente de transferéncia de oxigénio chega a ser 4,5 vezes maior,
se comparado ao coeficiente obtido no reator STR.

Conhecendo a cinética de crescimento celular do consorcio microbiano nos dois
reatores, 0 mesmo consorcio foi utilizado para a remediacao de petréleo em frascos agitados.
Durante o teste de frascos agitados, foram avaliados o uso de surfactante (Tween 80) e glicose,
para melhorar a interagdo do consércio com o 6leo e disponibilizar um substrato facilmente
assimilavel ao desenvolvimento inicial das células. Foi atestado a melhora na eficiéncia de
remediacdo do 6leo por parte do consorcio, que chegou a mais de 400%, se comparado com 0
cultivo na auséncia de surfactante e glicose.

Definido o meio de cultivo, os testes passaram a ser realizados em biorreatores (STR e
airlift). Com a complexidade do meio e a presenca de 6leo, o coeficiente de transferéncia de
oxigénio baixou em ambos os reatores. Com 0 uso dos equipamentos e na presenca de
surfactante, ocasionando a reducao da tensdo superficial, houve formacao de espumas, que nao
foram controladas com o uso normal dos equipamentos.

Para dar continuidade ao teste, foi removido o surfactante e mantida a glicose como co-
substrato. Visualmente foi observada heterogeneidade no reator airlift ap6s 12 horas de cultivo,
gue se manteve durante os 20 dias de experimento. Desta forma, néo foi possivel obter amostras
significativamente homogéneas para a avalia¢do da eficiéncia do consorcio.

Para o reator STR, o meio de cultivo também n&o continha surfactante, mas por
funcionar com um meio de agitacdo além da injecdo de ar, 0 meio manteve-se homogéneo
possibilitanto a validacdo do experimento. Foram obtidos 55,7% de eficiéncia na remediacédo
do dleo, enquanto que para os frascos agitados, apenas 43,7%.

Por fim, o reator airlift possibilitou um aumento mais rapido da quantidade de células
do consércio microbiano, mas por causa da complexidade do meio de cultivo, este ndo foi o
mais indicado para a remediacdo do petroleo. No reator STR, obteve-se a melhor eficiéncia de

remediacdo valida, por manter a homogeneidade do meio.



PERSPECTIVAS

Com os resultados apresentados no trabalho sugere-se buscar um novo surfactante ou
variar a concentracdo do surfactante utilizado neste trabalho, para que possibilite o

monitoramento das células microbianas.
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ANEXQOS
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Anexo 1: Curva de calibracdo de glicose pelo método de DNS.
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Anexo 2: Cromatograma de determinagdo de hidrocarbonetos totais de petrdleo.



Oxigénio Medidade | Medidade de | Medidade Média de
dissilvido de Tempo | Tempo (S)- | de Tempo Tempo (h) Ln (1-B)/(1-a)
(S) - Rep 01 Rep 01 (S) - Rep 01 P

0,1 0 0 0 0,000 0,000

0,2 25 60 71 0,014 -0,118

0,3 33 118 146 0,028 -0,251

0,4 87 177 220 0,045 -0,405

0,5 128 230 258 0,057 -0,588

0,6 207 277 301 0,073 -0,811

0,7 248 347 406 0,093 -1,099

0,8 422 634 700 0,163 -1,504

0,9 810 940 1100 0,264 -2,197
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Anexo 3: Calculo ki.a do reator STR.




Medidade | Medidade | Medidade
C.JX|gerT|o de Tempo | de Tempo | de Tempo | Média de Ln (1-B)/(1-a)
dissolvido | (S)-Rep (S) - Rep (S)-Rep | Tempo (h)
01 01 01
0,1 0 0 0 0,000 0,000
0,2 14 12 12 0,004 -0,118
0,3 26 24 24 0,007 -0,251
0,4 40 36 37 0,010 -0,405
0,5 54 50 50 0,014 -0,588
0,6 74 67 66 0,019 -0,811
0,7 99 90 86 0,025 -1,099
0,8 137 118 113 0,034 -1,504
0,9 205 169 145 0,048 -2,197
y =-46,064x + 0,0536
kLa R2 =0,9985
0,500
0,000 ¢ T T T T T 1
0,000 ,010 0,020 0,030 0,040 0,050 0,060
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Anexo 4: Calculo kra do reator Airlift.







