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RESUMO

O desenvolvimento industrial e consequente expansao urbana na regido de Séao
Francisco do Conde, Candeias e Madre de Deus, municipios baianos localizados as
margens da Baia de Todos os Santos (BTS), acarretou na reducdo de grandes
areas de manguezais. A biorremediacdo € uma técnica aplicada para amenizar
diversos impactos ambientais, dentre eles os gerados por derivados do petrdleo,
através da introducdo de microorganismos no ambiente, ou criando condi¢cdes
Otimas para os mesmos se desenvolverem. O presente estudo objetivou avaliar a
degradacdo de hidrocarbonetos saturados através da técnica do bioestimulo em
sedimento de manguezal impactado por atividades petroliferas, testando a
potencialidade de dois fertilizantes (NPK e OSMOCOTE) como agentes
aceleradores da biodegradacdo dos componentes de petrdleo, sob condi¢cdes
experimentais. A origem do 6leo encontrado no substrato sedimentar contaminado
se constituiu em investigagdo complementar. A metodologia utilizada no experimento
se baseou no monitoramento do processo de biorremediacdo em unidades de
simulacdo (aquérios) com agua do rio Sdo Paulo e sedimento contaminado por 6leo.
O experimento foi realizado no periodo entre setembro e dezembro de 2008, em
Laboratorio de Simulacdo, montado na &rea de estudo. O monitoramento
geoquimico foi realizado por cromatografia liquida, cromatografia gasosa (GC-FID) e
cromatografia acoplada a espectrémetro de massas (GC/MS). Os resultados da
avaliacdo da origem do contaminante demonstraram semelhancas com 6leos da
Bacia do Recbncavo, considerado ambiente com rocha geradora do tipo
lacustre/doce. A razdo hopano/esterano também indicou ambiente com deposicao
de matéria organica terrestre tipica de 6leos encontrados na Bacia do Recbéncavo.
Para entendimento do processo de biorremediacao foi utilizada o monitoramento dos
parametros fisico-quimicos, quantificacdo dos teores de nutrientes, as percentagens
dos hidrocarbonetos saturados, aromaticos e NSO, e o comportamento dos
compostos saturados ao longo de todo o experimento. O monitoramento dos
parametros fisico-quimicos mostrou condicbes favoraveis para o processo de
biorremediacdo durante todas as fases de investigacdo. Os resultados de
cromatografia liquida evidenciaram em 90 dias de experimento, um enriquecimento
dos compostos NSO, com reducéo do percentual de hidrocarbonetos saturados em
3% e aumento dos compostos nédo resolvidos em 95% nas unidades tratadas com
NPK. Os perfis cromatograficos demonstraram uma maior degradagdo dos
hidrocarbonetos saturados nas unidades com NPK, evidenciando uma melhor
eficiéncia desse fertilizante no processo de bioestimulo testado. Os perfis das
unidades tratadas com OSMOCOTE n&do sofreram modificacdes significativas
durante o experimento.

Palavras- chave: Bacia do Recdncavo, bioestimulacdo, hidrocarbonetos saturados, estuario do Rio
Sé&o Paulo, NPK, OSMOCOTE.
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ABSTRACT

The factory development and therefore the urban expansion in the Sao Francisco de
Conde region, Candeias and Madre de Deus, baianos municipality located in the
margin of the Todos os Santos Bay (BTS), led in the reduction of great areas of
mangrove. The bioremediation is a technique applied to ease several environment
impacts, among them the generated by petroleum derivate, through the introduction
of microorganisms in the environment, or creating great conditions for their
development. The present study aimed to evaluate the degradation of the saturated
hydrocarbon through the technique of biostimulus in mangrove sediments impacted
by petroliferous activities, testing the potentiality of two fertilizers (NPK and
OSMOCOTE) as accelerators agents of biodegradation as petroleum components,
under experimental conditions. The origin of the oil found it in the contaminated
substrate sedimentary constituted in complementary investigation. The methodology
used in the experiment was based in the monitoring of the bioremediation process in
simulations units (aquarium) with water of the S&o Paulo river and sediments
contaminated by oil. The experiment was performed in the period between
September and December of 2008, in the Simulation Laboratory, mounted in the
area studied. The geochemistry monitoring was performed by the liquids’
chromatography, gas chromatography (GC-FID) and chromatography contained to
the spectrometer of mass (GC/MS). The evaluation results for the origin of the
contaminated demonstrated similarities with the oils of the Recdncavo Basin,
considering the environment generator of a type lacustrine/sweet. The reason
horpane/esterane also indicated a deposition in an environment with terrestrial
organic matter typical of oils founded in the Reconcavo Basin. For the
comprehension of the bioremediation process it was used a monitoring of the
physical-chemical parameters, quantification of the nutrients levels, the percentage of
the saturated hydrocarbon, aromatic and NOS, and the behavior of the saturated
compound along of the all experiment. The monitoring of the physical-chemical
parameters showed favored conditions for the bioremediation process during all
experiment. The results of liquid chromatography evinced in 90 days of experiment, a
enrichment of the compounds NOS, with reduction of the percentage of saturated
hydrocarbon in 3% and increase of the compounds not resolved in 95% in the units
treated with NPK. The chromatography profile demonstrated a great degradation of
the saturated hydrocarbon in the units with NPK, evinced a better efficiency of these
fertilizer in the process of biostimulus tested. The profile of units treated with
OSMOCOTE does not suffer significantly modifications during the experiment.

Key-Words: Reconcavo Basin, bioestimulation, saturated hydrocarbon, stuary of the river Sdo
Paulo, NPK, OSMOCOTE.
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CAPITULO |
Introducdo Geral e Objetivos



Apresentacao do Trabalho

Este trabalho estd disposto em capitulos, com a seguinte ordem: Capitulo | —
Introducao geral; Capitulo Il — Biorremediacéo; Capitulo Ill — Manguezal; Capitulo
IV — Composicao do petréleo; Capitulo V - Estado da Arte; Capitulo VI- Materiais e
Métodos; Capitulo VIl — Resultados e Discussdes; Capitulo VIlI- Consideracdes
Finais e Referéncias Bibliograficas. Cada Capitulo apresenta as seguintes
subdivisoes:

Capitulo | - Nesse capitulo é apresentado a introducdo geral a pesquisa contendo
Objetivos - Gerais e Especificos; Caracterizacdo da area de estudo - Histérico do
petréleo na regido de estudo; Aspectos fisiograficos da regido, Area, Localizacéo e
situacdo da area de estudo.

Capitulo Il — Neste capitulo foi abordado sobre o tema Biorremediacao: Tecnologia
utilizada para recuperar ambientes contaminados por petréleo; tipos e estratégias
para 0 processo, Importancia dos nutrientes, Acd&o dos Microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos e avaliacdo do processo de Biorremediacdo em
laboratario.

Capitulo Ill - Manguezal: Origem, caracteristicas, importancia ecolégica e suas
reacoes diante do petréleo.

Capitulo IV - Neste capitulo € abordada a composicdo quimica do petréleo,
contaminacgdo por petrdleo e as alteracdes fisicas e quimicas do petréleo no meio
ambiente.

Capitulo V — Nesse capitulo foi abordado o Estado da Arte com o histérico do uso
da biorremediacdo no mundo e no Brasil.

Capitulo VI - Foram demonstrados os materiais e métodos adotados: Area de
amostragem, Amostragem, Metodologia de montagem do experimento,
Metodologias de Simulacdo, Metodologia de retirada de amostras, Monitoramento
das unidades de simulacdo, Procedimentos analiticos (Processamento dos
sedimentos, determinacdo granulométrica, de nutrientes, de hidrocarbonetos totais
do petréleo, isotépica *C e biomarcadores).

Capitulo VII - Neste capitulo sao feitas as analises e discussdes dos resultados da
granulometria, parametros fisico-quimico, nutrientes, hidrocarbonetos totais do
petroleo, biomarcadores, analises isotopicas.

Capitulo VIII - Este capitulo tem como objetivo apresentar as consideracdes finais
do trabalho e sugestdes para trabalhos futuros. Também séo apresentadas todas as
referéncias utilizadas para a construcao deste trabalho.
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l. 1. INTRODUCAO

A Baia de Todos os Santos (BTS) apresenta aproximadamente 1200km2 de
area e 462Km de extensédo costeira continental. Configura-se como uma reentrancia
na costa, com estreitamento principal entre a Cidade do Salvador e a llha de
Itaparica (CRA, 2001; VEIGA, 2003). Possui um contorno litoraneo de 300Km,
sendo na realidade um pequeno golfo composto por trés baias. Suas margens
possuem uma das maiores reservas de petréleo em terras continentais do Brasil.

A BTS representa hoje, uma das grandes areas antropizadas, em decorréncia
do tipo de ocupacdo exercida ao longo de quatro séculos. Esse processo se
intensificou na década de cinquenta, com a implantacdo do Complexo Petrolifero,
seguido da instalacdo do Centro Industrial de Aratu. Esse desenvolvimento
industrial, principalmente pelas atividades petroliferas, vem provocando a destrui¢cdo
dos ecossistemas naturais, contribuindo para a degradacdo do solo, das aguas
superficiais, comprometendo, portanto, a qualidade de suas aguas e sedimentos
(CRA, 2001).

Os sedimentos tém a capacidade de fixar e liberar contaminantes e atuam ora
como depdsitos progressivos, ora como fontes sisteméticas ou eventuais de
compostos organicos e metalicos. A liberacdo dessas substancias contaminantes
fica sujeita as eventuais perturbacdes naturais (p.ex. diagénese precoce, difuséo,
ressuspensdo de sedimentos pelo vento ou tormentas) e antrGpicas (como as
atividades de dragagem) (FRONZA, 2006).

Quando soterrados nos sedimentos o0s contaminantes podem sofrer
modificacdes quimicas e biolégicas que os disponibilizam a biota (flora e fauna de
um ecossistema) aumentando os seus efeitos nocivos. O processo de liberagao
induzido pela ressuspensdao € um dos mais relevantes, pois provoca episodios
negativos crénicos de grande efeito ecoldgico local (FRONZA, 2006).

Na BTS, os ecossistemas que se destacam pela sua importancia ecoldgica
incluem a Mata Atlantica, os manguezais e os recifes de coral. A importancia desses
ecossistemas reside tanto na diversidade biolégica contida nos mesmos, como na
elevada produtividade biologica desses ambientes. A produtividade biolégica tem um

papel fundamental no sustento das comunidades humanas, principalmente pela
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producdo de grandes quantidades de peixes e mariscos nas areas de manguezal,
bem como na manutenc¢éo da biota aquética (CRA, 2001).

Os manguezais por se desenvolverem em ambientes de transicdo entre o
continente e 0 oceano e com uma intensa pressdao de ocupacdo humana, sofrem
consequUéncias ambientais de impactos antropogénicos mais graves que outros
ambientes (KENNISH, 1992; WEBER, 1992).

Na regido norte da BTS os manguezais encontram-se distribuidos em diversas
zonas a exemplo da Regido da Baia de Aratu, do Estuéario do rio Sdo Paulo e do
Estuario do rio Subaé. Este trecho de costa apresenta diversos tipos de atividades
de carater predominantemente industrial. Os manguezais da BTS sao intensamente
explorados nas atividades de mariscagem, com a coleta de crustaceos e moluscos
comestiveis, que alimentam as populacdes residentes nas imediacdes dessas areas
(CRA, 2001).

O manguezal do estuario do rio Sdo Paulo objeto deste estudo situa-se na area
de influéncia dos Municipios de Candeias e S&o Francisco do Conde. Na sua bacia
de drenagem se desenvolvem diversos tipos de atividades vinculadas principalmente
as atividades de exploracédo, refino e armazenamento de petrdleo. Na Bacia do rio
Sao Paulo existem diversos pocos de petroleo, com registro histérico de incidentes
do tipo “blow-out” (explosdo de pogos) que levou a diminuicdo de grandes areas de
manguezais bem como a contamina¢do dos remanescentes com 6leo cru (petrdleo)
(CRA, 2001; SANTOS, 2002).

Segundo Veiga (2003), na segunda metade do século XX inUmeros acidentes
ambientais envolvendo derrames de 6leo ocorreram na regido norte da Baia de
Todos os Santos, atingindo os manguezais da localidade.

Com a finalidade de avaliar possiveis impactos gerados pelas atividades
petroliferas ao longo de décadas, desde 1993 vem sendo desenvolvidos trabalhos
de pesquisa na regido norte da BTS que vém mostrando sensiveis alteracfes nas
suas condi¢gbes ambientais. Assim podem ser destacados os trabalhos realizados
por:

Tavares, (1996), Nascimento (1996), Peso-Aguiar & Almeida (1996), que
guantificaram concentracoes e verificaram a distribuicdo espacial de metais pesados
e hidrocarbonetos presentes nos sedimentos e na fauna bem como o efeito desses

na biota.
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Machado (1996) estudou o grau de contaminagdo quanto a presenca de
hidrocarbonetos em sedimentos de meso e infralitoral dos ecossistemas ao norte da
Baia de Todos os Santos.

Martins (2001) avaliou a ocorréncia de impactos ambientais crénicos na
regido norte da BTS em decorréncia da presenca do complexo petrolifero,
relacionando niveis de hidrocarbonetos em sedimentos e as respostas induzidas
pela toxidade em moluscos.

Silva (2002) avaliou o grau de contaminacado por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA’s) em sedimento de mesolitoral da BTS e suas possiveis fontes;

Veiga (2003) avaliou a origem e os niveis de contaminacdo de sedimentos
superficiais de manguezais da porcao norte da BTS, principalmente em regifes de
producao de petrdleo.

Mais recentemente Celino et al. (2007), avaliaram as fontes de matéria
organica e o grau de contaminagao por hidrocarbonetos totais na parte norte da
BTS.

Segundo Veiga (2003), “depois de cinqglenta anos de convivio com derrames
e vazamentos de 6leo e derivados, a regido é apontada pela literatura especializada
como uma area contaminada por hidrocarbonetos de petréleo, com um passivo
ambiental que deve ser resgatado pela sociedade, em especial a cientifica, pelo bem
das futuras geracdes.” Devido ao aumento dos riscos ambientais na regido da BTS
varias discussbes foram realizadas com intuito de desenvolver pesquisas com 0
propadsito de reverter tal situacao.

Com isso diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos na tentativa de
minimizar os efeitos causados por esses acidentes ao longo desses anos. A
biorremediacao tem sido reconhecida como um dos métodos menos invasivos e tem
se mostrado uma ferramenta eficaz para o tratamento de derrames de petréleo
sendo uma modalidade promissora para a minimizacdo ou até extincdo das
concentragcbes desses compostos nessa regiao.

Um dos Projetos em desenvolvimento €& o Intitulado “Processos de
Biorremediagédo de areas de Manguezal sob Influéncia de Atividades Petroliferas
desenvolvidos por pesquisadores do Instituto de Geociéncias da UFBA, no ambito
do Projeto Cooperativo PROAMB da Rede de Recuperacdo de Areas Contaminadas
por Atividades Petroliferas (RECUPETRO). Este projeto tem como um dos objetivos

principais desenvolver testes de biorremediagdo em niveis laboratorial e de bancada



23

com vistas a promover processos de recuperacdo de areas de manguezais afetadas
por derramamentos de petréleos e/ou seus derivados, para aplicacdo “in situ” (a
nivel piloto) e permitir em projetos futuros, a melhor técnica de biorremediacéao,
avaliada no experimento em bancada. Na literatura ndo existem estudos com a
tematica biorremediacdo para regides da BTS, principalmente para a parte norte
desta Baia.

Uma das metas a serem atingidas pelo Projeto Biorremediacdo em areas de
manguezais, com 0 proposito de se realizar experimentos de simulacdo dos
derrames de 6leos em sedimentos de manguezal, foi a implantacdo de um
laboratério “in situ”, ou seja, nas proximidades do estuéario do rio Sdo Paulo, o qual
foi intitulado de “Laboratério de Simulagdo de Processos de Biorremediagao”. Esse
Laboratorio se constitui numa das unidades Laboratoriais do Laboratério de Estudos
do Petrdleo (LEPETRO)/NEAIGEO/UFBA. A é&rea estabelecida para constru¢do do
laboratério foi escolhida em funcéo: de sua proximidade com a area comprometida
ambientalmente por processos de exudacdo de Oleo, onde serdo realizados o0s
testes; e de conter uma antiga base de poco de perfuracao da Petrobras facilitando o

acesso a area (Figura 1).

Figura 1. (a) Antiga base de poco onde foi construido o Laboratdrio de Simulacdo de Processos de
Biorremediacao; (b) vista frontal; (c) vista lateral evidenciando o Laboratério, construido e cercado e
(d) vista interna evidenciando as bancadas.
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No seu interior existem bancadas (Figura 2a), onde ficam apoiados aquarios
(unidades de simulagdo) cada um contendo 8 tubos de ensaio (provetas) (Figura
2b), 2 barras de madeiras para o sustento das provetas (Figura 2c) e bombas de

aguario usadas para oxigenacao da agua (Figura 2d).

Figura 2. (a) Bancadas com aquarios (unidades de simulacdo); (b) tubos de ensaio (provetas); (c)
barras de madeira e (d) bombas de aquario.

Em um experimento realizado “in situ” ha possibilidade de se avaliar a evolucdo
da degradagdo do petroleo considerando todas as varidveis ambientais, pois o
composto sofre mudancas na sua constituicdo apés ser liberado para o ambiente.
Os principais processos responsaveis por essa mudanca sao volatilizacao,
dissolugdo e degradacdo biologica. Cada processo influencia em maior e menor
grau alguns constituintes quimicos ou grupo de constituintes, e as taxas de
transformacdo sdo fungdes das condigbes ambientais (DEHAINI, 2001 apud
OLIVEIRA, 2007).

A primeira técnica testada no ambito desse projeto foi a utilizacdo de
processos de bioestimulo utilizando dois tipos de fertilizantes: NPK e OSMOCOTE.

Pesquisas indicam que o bioestimulo tem potencial para servir como alternativa
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bastante efetiva para remediagdo de sedimentos contaminados por hidrocarbonetos
de petréleo devido ao seu baixo custo e evidente aceleracdo na degradacao desses

compostos quando comparados a outras técnicas.

l. 2. CARACTERIZAGCAO DA AREA DE ESTUDO

. 2.1 LOCALIZACAO E SITUACAO DA AREA DE ESTUDO

A area objeto de estudo é representativa do ecossistema manguezal e esta
localizada nas cercanias do rio Sdo Paulo préoximo estacdo Pedra Branca, nas
coordenadas 12° 44’ 26,0”(S) e 38° 31’ 53,9”, o qual desagua na Baia de Todos os
Santos (BTS) (Figura 3).

Estagdo Pedra Branca
Petrobras (UN-BA)

Figura 3. Fotografia aérea da foz do rio Sdo Paulo localizado no municipio de Sao Francisco do
Conde - BA desaguando na BTS, mostrando em destaque a localizacdo do pier, da estacao Pedra
Branca e area de coleta. Fonte: modificado de BMA, 2005.
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Os limites compreendem o0s municipios de Madre de Deus, Candeias e Sao
Francisco do Conde. A principal via de acesso a regidao, a partir de Salvador, é
através da BR-324, onde no entroncamento com a BA-522 se toma a direcdo para
Candeias, em seguida segue-se na direcdo continua nordeste da BA-522 pela
vicinal, chegando a Refinaria Landulfo Alves (RLAM) pega-se a esquerda e segue-
se até chegar a area de estudo que se encontra sinalizada por placa indicativa
(Figura 4) e fica localizada mais especificamente nas proximidades da Estacdo de
Producdo da UN-BA (Petrobras) denominada “Estacdo Pedra Branca”, com uma
area de aproximadamente 10km2 a NW de Salvador (Figura 5). A RLAM que esta
instalada na regido desde a década de 1950, é responsavel por diversas atividades

ligadas a industria petrolifera (campo de producéo, refinaria, porto).

i PETROBRAS

RECUPERACAO DE MANGUEZAIS - UNIDADED

DE RECUPETR

Froncere ¥ rernosnas

Figura 4. Foto da placa de sinalizacdo da area de estudo.
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l. 2.2 CARACTERISTICAS FISIOGRAFICAS DA REGIAO DE ESTUDO

A Baia de Todos os Santos é considerada a maior e mais importante baia
navegavel da costa tropical do Brasil localizada em uma reentréncia costeira,
inserida na microrregido do Recdncavo Baiano, entre as coordenadas 12° 39'4” S —
13° S de latitude e 38° 30' W — 38° 43' 30" W de longitude (LEAO & DOMINGUEZ,
2000).

l. 2.2.1 Aspectos Geoldgicos e Geomorfoldgicos

A origem da Baia de Todos os Santos esta relacionada com a quebra do
Gondwana, no Jurassico Inferior/Eocretaceo. Essa Baia é constituida por um
sistema de falhas e fraturas que delimitam uma depress&o na superficie (LEAO &
DOMINGUEZ, 2000).

A Baia de Todos os Santos pode ser considerada como uma baia de maré,
uma categoria especial de estuario formada por processos tectdnicos de larga
escala, apresentando salinidade que varia de oceéanica a salobra. A morfologia é
tectonicamente controlada pelas falhas geoldgicas associadas a Bacia Sedimentar
do Reconcavo (LESSA et al., 2000).

A éarea de estudo esta inserida na Bacia sedimentar do Recéncavo (limitada
pela falha de Salvador, a leste, e de Maragojipe, a oeste), que compdem a porgcao
sul do rift intracontinental Recdncavo-Jatoba (SANTOS, 2002) (Figura 6).

Segundo Rosa et al., (2001) unidades litologicas, que compdem essa bacia
sdo essencialmente compostas por sequéncias de conglomerados, arenitos e
folhelhos. Este pacote sedimentar repousa sobre o Embasamento Pré-Cambriano,
composto em sua maior parte de granulitos e migmatitos de ldade Arqueana que,
constituem o Cinturdo Granulitico Atlantico, e sobre os metassedimentos brasilianos

da formacéo Estancia.
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Figura 6. Mapa geoldgico da Baia de Todos os Santos. Fonte: modificado LESSA et al., 2000.

Na regido dos municipios de Madre de Deus, Sdo Francisco do Conde e
Candeias primariamente sao aflorados sedimentos das Formacdes Itaparica e
Candeias e do Grupo de llhas, secundariamente, litotipos da formacdo Sé&o
Sebastido, além dos depdsitos recentes que constituem as praias, manguezais e
pantanos (BAHIA, 1994a).

. 2.2.2 Sedimento

A textura dos sedimentos superficiais de fundo da BTS apresenta uma
distribuicdo espacial diferenciada variando desde argila a areia muito grossa (LESSA
et al., 2000) (Figura 7).

Areias médias a muito grossas sdo encontradas nas duas entradas da BTS
(Canal de Salvador e o Canal de Cacha Prego), na foz do Rio Paraguacu, ao longo

da margem oeste do Canal de Itaparica e junto a llha de Maré, bem como em zonas
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esparsas na parte central da BTS. Areias finas a muito finas ocorrem principalmente
ao longo do Canal de Itaparica, na porcao central da BTS e ao longo da margem
oeste da BTS, adentrando pelo Canal do Paraguacu (CRA, 2001).

Na porcdo norte predominam os sedimentos argilosos enquanto que ao sul
h&d predomindncia de areias médias e grossas. Sedimentos carbonaticos e
bioclastos ocorrem em diversas areas, tendo sido alvo da exploracdo comercial por
muitos anos, como matéria prima usada na fabricacdo de cimento. Franjas estreitas,
mais ou menos continuas, de recifes de corais, bordejam as ilhas da Baia de Todos
os Santos (LEITE, 1997; LEAO & DOMINGUEZ, 2000).

506000 516000 526000 536000 546000 556000
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8570000 » .v [‘ Z_J—/
8580000 £ "
[ orgila
[ areia fina - muito fina
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8550000 N =i | 3
1-Canal de Salvador 2-Canal de Cacha Prego
3-Canal de Itaparica 4-1lha de Maré
5-Rio Paraguacu

Figura 7. Distribuicdo de sedimentos, segundo sua textura, na Baia de Todos os Santos. Fonte:
modificado de LESSA et al., 2000.
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l. 2.2.3 Hidrologia e drenagem

A Regido Metropolitana de Salvador (RMS) compreende basicamente dois
sistemas aquiferos: (i) o aquifero granular multiplo, semiconfinado, ou sistema do
Recbncavo e (ii) o aquifero freatico, consistindo do embasamento cristalino acoplado
a Formacao Barreiras ou as areias quaternarias. O sistema livre é definido por uma
Gnica superficie freatica com alimentacdo natural por infiltracdo direta de aguas
pluviais (CAVALCANTI et al., 2001).

A rede de drenagem do recbncavo tem maior influéncia geoldgica e
geomorfolégica da bacia tectdnica do que os indices pluviométricos da area. Os
cursos fluviais sdo relativamente curtos com disponibilidade de aguas superficiais
individualmente modestos, mas, de apreciavel volume (BRASIL, 1981).

Os padrbes de drenagem nao sao bem definidos apresentando um modelo
dendritico, mas algumas vezes retangular e paralelo. Os rios apresentam valores
baixos de gradiente, possuem fundo chato, amplos e abertos, podendo apresentar
vales agudos de formacfes erosivas (SANTOS, 2005) Esses vales apresentam
grande quantidade de sedimentos porosos e permedveis o0 que traduz a elevada
capacidade de recarga e demonstram a existéncia de possantes aquiferos devido a
presenca de rochas peliticas, redutos com leitos calciticos e magnesianos (BAHIA,
1994b).

As bacias hidrograficas, afluentes a Baia de Todos os Santos, possuem uma
area de captacdo superior a 60.000Km? e despejam cerca de 95m>s™ de 4gua doce
no seu interior (LESSA et al., 2000). Os rios Jaguaribe, Paraguacu, Pojuca, Jacuipe
e Joanes sdo 0s maiores e mais importantes. Dentre 0s menores rios encontra-se o
rio S&o Paulo, cuja foz esta localizada na por¢cédo norte da Baia, no municipio de Séao
Francisco do Conde.

Segundo Bahia (2000):

A bacia hidrogréfica do rio Sdo Paulo limita-se ao norte (N) com a bacia do
rio Joanes, ao sul (S) com a BTS, a leste (E) com as bacias dos rios
Bonessu, Petecada e Jacarenga, e a oeste(w) com as bacias dos rios
Paramirim e Mataripe. Apresenta uma area de drenagem de 37 km?, vaz&o
media de 0,3m%s !, uma extensdo total de 17km, sendo que 9km séo
margeados por manguezais. Desdgua na BTS no sentido norte-sul,
abrangendo os municipios de Sao Francisco do Conde e Candeias. O rio
S&o Paulo néo é tributario de nenhum outro rio, nem possui grande afluente
e estd inserido em um sistema de aquifero granular multiplo, semiconfinado.
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[.2.2.4 Clima

A area de estudo esta inserida na Regido Metropolitana de Salvador e
segundo a classificacéo climatica de KOPPEN (1948) apresenta trés tipos climaticos
denominados Am, As e Af. Na maior parte da area de estudo o clima é do tipo Af,
caracterizado pela constante umidade, sem estacédo seca definida, e precipitacdes
superiores a 1800mm; os maiores indices sdo registrados nos meses de margo a
agosto (SANTOS, 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Mapa pluviométrico da regido de estudo. Fonte: modificado CONDER, 1994.

Os dados médios de temperatura da area da BTS, considerando as
temperaturas médias compensadas, as médias das temperaturas maximas e as
médias das temperaturas minimas sdo sempre superiores a 18°C, com amplitude
térmica inferior a 4°C, indicando o carater megatérmico do clima da regido. Isso
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confirma a sua condigdo tropical, definida pela sua latitude, baixa altitude e
proximidade do mar. As menores temperaturas sdo observadas no més de julho,
com uma média igual a 23,6°C, enquanto que as temperaturas mais elevadas
ocorrem em marco (26,7°C) (CRA,2001).

Na area da BTS a precipitacdo pluviométrica média anual atinge cerca de
2.100 mm/ano, variando de aproximadamente 100 mm em janeiro a uma média de
cerca de 350 mm em maio. O trimestre mais chuvoso compreende 0s meses de abril
a junho, quando o nivel total da precipitacdo pluviométrica atinge, em meédia, cerca

de 930 mm/ano, ou seja, cerca de 45% da precipitacdo média anual (CRA, 2001).

. 2.2.5 Flora

A flora da BTS é reflexo de uma influéncia combinada de fatores climaticos,
relevo, solo e litologia. A regido pode ser agrupada em duas zonas: a costeira com
formacao pioneira e a zona de tabuleiro com a predominéncia de savanas (BAHIA,
1994Db).

Podem ser encontradas no interior dos municipios de Candeias, Séao
Francisco do Conde e Madre de Deus resquicios de mata que deu lugar a atividades
de origem antrdpicas registrada pela presenca de pastagem, culturas ciclicas e
permanentes (BAHIA, 1994b).

Segundo Bahia (1994b):

A formacao pioneira é pedologicamente instavel, em funcdo do constante
rejuvelhecimento do solo por processos de sedimentagdo aluvial e maritimo.
Foi subdividida em areas de influéncia marinha, formando as restingas,
cord@es litoraneos e dunas, e areas de influéncia fldvio-marinha, formando
as restingas, regidbes de manguezais na desembocadura dos rios, sob
constante influéncia das marés, geralmente desenvolvendo uma vegetacao
arbérea exclusiva de ambiente salobro.

A area de estudo apresenta uma flora tipicamente de manguezal
representada pelas espécies Laguncularia racemosa R. Gaeth (mangue branco),
associada a Avicennia schaueriana (mangue sirilba) e Rihizophora mangle L.
(mangue vermelho) (QUEIROZ, 1992) (Figura 9).
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Figura 9. Dois tipos de vegetacdo encontrada nos manguezais da regido de estudo: (a) Avicennia
schaueriana (mangue siriba), (b) Rihizophora mangle L.(mangue vermelho).

Na regido do rio Sdo Paulo predomina o tipo de vegetacdo formada por
arbustos, gramineas e principalmente na regido estuarina a vegetacdo tipica de
manguezal. Pode ainda ser encontrado o Piinus sp, implantado pela Petrobras no

processo de reflorestamento (BAHIA, 2002).

l. 2.3 HISTORICO DO PETROLEO NA REGIAO DE ESTUDO E OS PROBLEMAS
ADVINDOS

A exploracdo das atividades petroliferas no territorio brasileiro comecou no
ano de 1939 com o poco DNPM-163 localizado no suburbio ferroviario do Lobato,
em Salvador, capital do Estado, mas foi com a chegada da Petrobras ao Recdncavo
Baiano que se deu o processo de industrializagdo do Estado da Bahia (OLIVEIRA,
1997).

O primeiro campo de petréleo submarino no Brasil que comecou a produzir
ainda nos anos 50, foi o de Dom Jodo, na Baia de Todos os Santos, no Recéncavo
Baiano, localizado nas proximidades de Sao Francisco do Conde, Candeias e Madre
Deus com uma &area de 30Km? e situado a 40Km de Salvador. Para seu
desenvolvimento foram perfurados 634 pocgos, dos quais 07 ainda estdo em
producdo. Na época este campo era considerado um dos mais importantes por
produzir 6leo de reservatérios com arenitos da Formacdo Sergi cuja producdo era
equivalente a 89 milhdes de barris de 6leo (VEIGA, 2003; QUEIROZ et al., 2007).
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A primeira refinaria moderna de petréleo do Brasil foi inaugurada em 17 de
setembro de 1950, sob o nome de Refinaria Nacional de Petroleo S.A., sendo depois
batizada de Refinaria Landulpho Alves de Mataripe (RLAM). Localizada as margens
da Baia de Todos os Santos e dentro de uma regido de manguezal, a 56Km de
Salvador, no municipio de Sdo Francisco do Conde, a RLAM ocupa uma area de 6,4
x 10°m? (VEIGA, 2003).

Segundo Veiga, 2003:

Provavelmente na época da criacdo da RLAM, a componente ambiental
ainda nao era considerada como parte integrante da tomada de decisbes
pelas empresas, por isso nota-se que a posi¢cdo geografica da refinaria ndo
levou em conta a preocupagdo com as peculiaridades do meio ambiente
local. A RLAM esta construida num alto topogréfico que corresponde & area
de recarga do aquifero livre e do rio Mataripe, que desagua no manguezal,
constituindo-se, portanto, numa potencial fonte poluidora dessa localidade.

Para a carga e descarga da producdo de petréleo e seus derivados foi
construido em 1958 o TEMADRE - erminal Almirante Alves Camara, unidade
operacional da TRANSPETRO, subsidiaria da Petrobras, segundo terminal portuario
mais importante dessa Empresa localizado na Ponta do Mirim, em Madre Deus, a
65Km de Salvador e 10Km da RLAM. O TEMADRE ocupa cerca de 50% dos 11Km?
de solo urbano da Ilha de Madre Deus e movimenta um volume de 1,5 x 109
litros/més de petroleo e seus derivados (ANP, 2002).

A existéncia dos terminais maritimos na ilha de Madre Deus, em especial o
TEMADRE, representa um risco constante de acidentes ambientais na regido. Além
do TEMADRE na llha de Madre Deus estd em operacdo uma fabrica de asfalto da
Petrobras, localizada nas proximidades da regido portuaria e as margens de uma
zona de manguezal. Nos arredores das instalagbes sdo evidentes os sinais de
degradacdo ambiental, podendo ser visivelmente observadas pela erosdo das
encostas, depdésitos de aterros sobre 0 manguezal e descaracterizacdo da paisagem
(VEIGA, 2003).

Ao longo de sua historia, a Baia de Todos os Santos passou por diversos
ciclos econémicos, desde o ciclo do pau-brasil, cana-de-acucar, pesca da baleia, do
fumo, da farinha-de-mandioca, da industria téxtil, até chegar ao ciclo do petréleo, da
industria de transformacéo (CIA) e da industria petroquimica. Dentre eles, aqueles
considerados mais agressivos ao meio ambiente sdo os ciclos do petrdleo e da
industria petroquimica (GERMEN/UFBA-NIMA, 1997).
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O levantamento soOcio-ambiental realizado por GERMEN/UFBA-NIMA (1997)
concluiu que a constante pressao ambiental sofrida pela por¢cdo norte da Baia de
Todos os Santos, em funcdo do complexo petrolifero instalado, tem obrigado os
moradores locais a conviverem com problemas ambientais decorrentes dos
constantes vazamentos de petroleo e derivados.

Desde a criagdo da RLAM, derrames e/ou vazamentos de Oleo tém
comprometido a qualidade de vida da populacdo, deixando um passivo ambiental
gue se reflete na contaminacao dos elementos naturais, incluindo a biota comestivel
(TAVARES et al., 1996; MACHADO et al., 1996; PESO-AGUIAR et al., 2000). A
convivéncia com as zonas industrializadas provocou a extingdo ou rarefacdo da
vegetacdo de manguezal onde estas exibem folhagens amareladas, perfuradas ou
enrugadas como resultado da exposi¢cdo ao 6leo que, em alguns locais, pode ser
visto sobre os troncos e folhas dos vegetais. A fauna marinha que vive no
manguezal da regido tem apresentado sinais evidentes de contaminagdo por
hidrocarbonetos e metais pesados, ambos relacionados as atividades da industria
petrolifera (TAVARES, 1996; PESO-AGUIAR et al., 2000). Os desmatamentos e as
queimadas para producdo artesanal de carvdo constituem também importantes
tensores ambientais colaborando com o aumento da degradacdo dos ecossistemas
localizados na Baia de Todos os Santos.

Depoimentos de pescadores e marisqueiros das comunidades de Coqueiro
Grande (as margens da RLAM), Caipe e Madre Deus apontam ainda para a
diminuicdo da quantidade de peixes e mariscos, principais fontes locais de proteina
animal e de renda familiar. O gosto de O6leo combustivel/diesel nos pescados
também foi indicado pelos moradores locais, como um problema decorrente dos
diversos derrames ja vivenciados pela comunidade (VEIGA, 2003).

A descaracterizacdo da paisagem urbana de Madre Deus se faz sentir nas
suas vias publicas, que sdo ocupadas por residéncias e outros equipamentos
urbanos (escolas, creche, igrejas, hospitais, casa comerciais) em intima convivéncia
com os dutos expostos, configurando-se num importante tensor ambiental (VEIGA,
2003).

Aléem da evidente degradacdo dos ecossistemas marinhos, o ar da ilha de
Madre Deus, apresenta-se com um inconfundivel odor de enxofre e de gas, oriundos
das chaminés da RLAM e dos parques de armazenamento de combustivel do

TEMADRE. Tavares (1997) em suas pesquisas afirma que o ar constitui-se da maior
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fonte de n-alcanos, principalmente os compostos de baixo peso molecular seja
devido as atividades rotineiras ou em consequéncia de incéndios acidentais, sendo
esses compostos adsorvidos por materiais particulados em suspensdo e

transportados sob esta forma até a Baia de Todos os Santos (VEIGA, 2003).
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I. 3. OBJETIVOS

[. 3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a degradacdo dos hidrocarbonetos saturados através da técnica do
bioestimulo em sedimento de manguezal, testando a potencialidade de dois
fertilizantes (NPK e OSMOCOTE) como agentes aceleradores da biodegradacéo

dos componentes de petrdleo sob condicbes experimentais.

l. 3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar os parametros fisico-quimicos ndo conservativos — temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido (O.D.), Ey e potencial hidrogenionico (pH)
presentes nos aquarios de simulacao;

e Analisar de forma qualitativa a eficiéncia dos fertilizantes agricolas NPK e
OSMOCOTE no processo de bioestimulacdo utilizados na aceleracdo da
biodegradacao de petroleo;

e Avaliar qualitativamente a degradacao dos hidrocarbonetos saturados atraves
de técnicas cromatograficas;

e Avaliar quantitativamente a liberacdo dos nutrientes no sedimento através de
analises laboratoriais;

e Avaliar qualitativamente e quantitativamente a fonte contaminante através dos

estudos do is6topo C*2 e biomarcadores.



CAPITULO Il
Biorremediacao



40

ll. 1. BIORREMEDIACAO: TECNOLOGIA UTILIZADA PARA RECUPERAR
AMBIENTES CONTAMINADOS POR PETROLEO

Enquanto emissfes acidentais podem contribuir para apenas uma peguena
percentagem do petréleo liberado no meio ambiente, os grandes derrames
acidentais de hidrocarbonetos recebem muita atengdo e invocam grande
preocupacao publica (BALBA et al., 1998).

Quando ocorre um derrame em um ambiente, varios sdo 0S processos
intempéricos que atuam sobre o Oleo alterando suas propriedades fisicas e
quimicas. [Esses processos intempéricos (biodegradacdo, espalhamento,
evaporacao, dissolucdo, dispersdo, emulsificacdo, sedimentacdo e foto-oxidacao)
gue atuam sobre o 6leo, podem ocorrer em diferentes velocidades dependendo
tanto das propriedades fisicas e quimicas do 6leo como de fatores ambientais
(temperatura e energia do ambiente), podendo ser lentos ndo atendendo as
expectativas para a restauracao dos sitios contaminados (Figura 10) (ATLAS, 1977,
ROSA, 2001).
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Figura 10. Esquema da atuacdo dos processos intempéricos no ambiente marinho.
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Os acidentes causados por derramamento de petroleo tém o potencial de
causar varios efeitos ambientais e econébmicos sobre uma grande variedade de
recursos naturais e servigcos. Estudos nas regifes de manguezal vém se tornando
cada vez mais necessarios, visto a importancia desse ecossistema no equilibrio
ecolégico e devido a este ser alvo de grandes impactos de origem petrogénica
causados principalmente por acidentes de industrias petroliferas (SANTOS, 2002).

A gravidade de tais efeitos depende da época do ano, do volume da
descarga, do tipo e local onde essa descarga ocorre e principalmente das condicdes
ambientais na época de ocorréncia (MICHEL & REINHARZ, 1994 apud SILVA,
2004a).

Estes incidentes levaram o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas
para lidar com a poluicdo por hidrocarbonetos, tanto no mar como em linhas
costeiras. Estes incluem métodos fisicos, quimicos e biolégico sendo objeto de muita
discusséao e pesquisa nos ultimos anos (SOUZA, 2003).

Os processos biologicos estdo ganhando mundialmente cada vez mais
importancia no tratamento de ambientes, especialmente aqueles contaminados com
compostos organicos. Estes métodos sao favorecidos por serem ecologicamente
corretos, mais limpos, com custos baixos e de mais facil aplicacdo em grande
escala, além de ndo alterar o equilibrio dos ecossistemas (YEUNG et al., 1997).
Atualmente um dos principais processos biolégicos utilizados da recuperacdo de

ambientes contaminados por atividades petroliferas é a Biorremediacao.

Il. 1.1 BIORREMEDIACAO

A biorremediacgéo é definida como o processo pelo qual os residuos orgéanicos
séo biologicamente degradados em condi¢gBes controladas para um estado inécuo,
estabelecidas pela regulamentacdo das autoridades. Esta técnica se caracteriza
pela aceleracdo do processo de degradacdo natural do petroleo onde os
microrganismos utilizam como principal fonte de carbono os hidrocarbonetos em
seus processos metabdlicos (VIDALI, 2001; PRITCHAD & COSTA, 1991; PRINCE,
1993; ATLAS, 1995a & 1995b apud COELHO, 2003).

Por definicdo, a biorremediacdo € um processo natural onde o0s
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microorganismos degradam os contaminantes ambientais em formas menos toxicas
(VIDALI, 2001). E uma tecnologia emergente que envolve a adi¢cdo de materiais (por
exemplo, nutrientes ou outros fatores de crescimento) em ambientes contaminados
para acelerar os processos de biodegradacgao natural (ZHU et al., 2004a).

O uso da técnica de biorremediacéo foi descoberta através de pesquisas que
investigavam a degradagdo de hidrocarbonetos no ambiente natural, nas quais
foram identificados alguns microrganismos capazes de usar tais hidrocarbonetos
como fonte de carbono e energia (ZOBELL, 1946; ATLAS, 1981). Mas sO apos a
andlise dos fatores bibticos e abidticos envolvidos no processo de biodegradacgéo
que a técnica passou a ser aplicada na limpeza de ambientes contaminados por 6leo
(LINDSTROM et al., 1991).

Skladany & Metting (1992) apud Metting (1993), afirmam que:
“Biorremediagdo compreende uma variedade de processos de biotratamentos que
variam significamente em seus mecanismos de acdo, principalmente os de
mineralizacao, transformacéao parcial, humificacdo e alteracdo do potencial redox”.

A biorremediacdo é considerada uma técnica de despoluicdo de ambientes
contaminados baseada na aceleracdo do processo natural de biodegradacdo de
determinadas substancias no meio ambiente. O processo é dependente de algumas
condicbes ambientais como, temperatura, presenca de oxigénio, nutrientes e pH
(COELHO, 2005).

O processo normalmente envolve a estimulagdo de microorganismos
presentes no subsolo para degradar os contaminantes no préprio local, embora em
alguns casos sejam utilizados microorganismos com capacidades metabolicas
especificas (CORSEUIL & WEBER, 1993 apud CORSEUIL,1994). Corseuil (1994)
cita também que a meta final para biorremediacdo € a conversdo de residuos
organicos em biomassa e subprodutos in6cuos do metabolismo microbiano, como o
CO,, CH, e sais organicos.

A biorremediacdo € a otimizacdo da biodegradacdo e esta aceleracdo pode
ser de dois tipos: pela adigéo de fertilizantes ou pela introdu¢do de microorganismos.
O sucesso total em tratamentos de biorremediacdo depende de inumeros fatores,
tais como: caracteristica do residuo, presenca de condigcdes microbiolégicas 6timas,
selecdo correta da tecnologia de biorremediacdo, uso de meétodos analiticos
apropriados para determinar o tipo e a extensdo da contaminagdo. Depende ainda

da capacidade de estabelecer e manter as condicbes que favorecem as taxas de
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biodegradacdo de petrdleo no ambiente (ZHU et al., 2004a; HUESEMANN, 1994
apud DAL FORNO, 2005).

As técnicas de biorremediacdo podem ser classificadas como “ex situ” ou “in
situ”. No tratamento “ex situ”, o material contaminado é removido para um outro lugar
e tratado. As técnicas in situ envolvem tratamentos no proprio local contaminado
(COELHO, 2005).

As formas de biodegradacdo “in situ” e “ex situ” foram revelados muito
eficazes como métodos de remediacédo de contaminantes organicos.

Técnicas “ex situ” basea-se na possivel remocao de compostos volateis por
processos fisicos (DOTT, 1995). Para remediacao “ex situ” de solos contaminados
por atividades petroliferas existem varias técnicas de biorremediacdo: landfarming,
biopilhas e diferentes tipos de biorreatores (BERGER, 2005). As técnicas “ex situ”
produzem resultados mais rapidos, sdo mais faceis de controlar e apresentam uma
maior versatilidade para o tratamento de grande nimero de contaminantes e tipos
de solo. Todavia, requerem a remocdo do solo contaminado antes da
biorremediacdo acontecer, o que eleva o custo do tratamento (ABBAS, 2003).

Ja a biorremediacado “in situ” visa tratar o solo no local da contaminagao
utilizando-se de tecnologias que vao desde a introducdo de oxigénio e nutrientes até
a adicdo de organismos selecionados para cada tipo de contaminante. Nesta nao ha
remocdo de material contaminado, evitando custos e distirbios ambientais
associados com o movimento de solos e aguas. Os produtos finais de uma
biorremediacéo efetiva sdo agua e gas carbbnico, que nao apresentam toxicidade
para 0s organismos Vvivos.

De acordo com parametros como origem dos microrganismos, adicdo ou nao
de nutrientes, a biorremediagao “in situ” pode ser realizada através dos seguintes
processos: biorremediagao intrinseca, bioventilacao, fitorremediacao, bioestimulagéo
e bioaumento (ATLAS, 1997apud MARIANO, 2006).

Segundo Berger (2005) o sucesso da biorremediagao independe da aplicagao
da técnica (“in situ” ou em “ex situ”), mas requer controle do processo. A deciséo a
favor de umas das medidas depende principalmente das condicbes econdémicas e

técnicas e do tempo disponivel.
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Il. 1.2 TIPOS E ESTRATEGIAS PARA BIORREMEDIAGAO “IN SITU”

As técnicas “in situ” sdo aplicadas no préprio local onde ocorreu a
contaminacdo, utilizando microrganismos autéctones, ou seja, do proprio local, com

ou sem interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo (MARIANO, 2006).

Il. 1.2.1 Biorremediacao intrinseca (Atenuacao Natural)

A remediacdo natural € um processo que se baseia em fatores naturais para
remocdo ou contencdo de contaminantes e recentemente vem ganhado maior
aceitacdo em locais contaminados por derramamentos de derivados de petréleo. A
biorremediacdo natural refere-se aos processos fisicos, quimicos e biol6gicos que
facilitam o processo de remediacdo de maneira global (WIEDEMEIR, 1996 apud
MARIANO, 2006).

Esta ndo utiliza nenhuma acao de tratamento e estd baseada basicamente no
monitoramento do deslocamento da pluma. Dados obtidos em pesquisas de campo
de vérios pesquisadores tém comprovado que a atenuacdo natural limita o
deslocamento dos contaminantes e, portanto, diminui a contaminagdo ao meio
ambiente (CORSEUIL & MARINS, 1998).

Apébs a contaminacao, os contaminantes se dispersardo em forma de pluma e
irdo deslocar-se. Entretanto, o movimento da pluma pode ser atenuado por
processos de diluicdo, dispersao, adsorcdo, volatilizacdo e biodegradacdo (Figura
11).
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Figura 11. llustracdo conceitual importante a atenuag&o natural dos processos que afetam o destino
hidrocarbonetos de petréleo. Fonte: modificado de BEKINS (2001).

A biodegradacédo se baseia na capacidade de microrganismos autéctones em
degradar contaminantes que tenham sido derramados em subsuperficie sem
qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo (BORDEN et al., 1995
apud MARIANO, 2006).

E necessario que se determinem as taxas de migracéo e reducéo de tamanho
da pluma por meio de estudos de campo e de laboratério para saber se 0 processo
natural de atenuacdo estd evitando o deslocamento da pluma até locais de risco,
caso contrario, tecnologias que aceleram a transformacéo dos contaminantes devem
ser implantadas (CORSEUIL & MARINS, 1997). O monitoramento da
biorremediacédo intrinseca se faz a partir do acompanhamento de indicadores

geoquimicos (p.ex., pH, Ey, O.D., temperatura, aceptores de elétrons).

Il. 1.2.2 Bioventilacao

A bioventilagdo € uma tecnologia que aumenta a biodegradacao natural dos
hidrocarbonetos de petréleo mediante o fornecimento de oxigénio aos
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microorganismos presentes no solo. Utiliza baixa vazdo de ar, suficiente apenas
para manter a atividade microbiana. Na maioria dos casos, 0 oxigénio é suprido pela
injecdo direta de ar no solo contaminado, onde ocorre também a biodegradacéo dos
compostos organicos volateis, que se movem lentamente através do solo
biologicamente ativado (AZEVEDO, 2006).

A bioventilagdo tem um histérico em tratamento de degradacédo aerébica de
contaminantes, como o0s combustiveis. Na bioventilacdo aerobica, solos
contaminados com baixas concentracbes de oxigénio sdo tratados através do
fornecimento de oxigénio para facilitar a biodegradacdo microbiana aerébia. O
oxigénio é normalmente introduzido pela injecdo de ar em pogos que empurra o ar
no subsolo (EPA, 2006).

A Bioventilagdo tem provado ser uma tecnologia utii em muitos casos sob
uma variedade de condicbes, mas como todas as tecnologias tem algumas
limitagcbes, dentre ela envolve a habilidade de injetar oxigénio para o solo
contaminado (EPA, 2006).

Bioventilacdo € utilizada principalmente para tratar biodegradacdo aerobia de
contaminantes, como 0s compostos organicos volateis e ndo-clorado SVOCs (por
exemplo, hidrocarbonetos de petréleo) (EPA, 2006).

A bioventilacdo é eficiente no tratamento de qualquer contaminante
degradavel em meio aerdbico, particularmente é muito efetiva na remediacdo de
solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, sendo mais recomendada para

locais onde ocorreu a liberacdo de compostos com peso molecular médio (diesel).

Il. 1.2.3 Fitorremediacao

As técnicas biologicas de remediacéo tém-se destacado na descontaminacao
de solos e &gua, incluindo a fitorremediacdo, ou seja, 0 uso de plantas para a
descontaminacdo de ambientes impactados por poluentes organicos ou inorganicos
(VIANA et al., 2007).

Na fitorremediacédo, ou seja, no uso de plantas para remover, degradar ou
inativar contaminantes no solo, a raiz é de especial interesse. Nessas situagdes, 0s

contaminantes podem ser absorvidos pela raiz para ser posteriormente
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armazenados ou metabolizados pela planta, em um processo conhecido como
fitoextragao e fitodegradacao (USEPA, 2000; MERKL, 2005).

O efeito da fitorremediacdo no caso do petréleo de solos contaminados,

7
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baseada em uma estimulacdo de microorganismos degradantes na rizofora,
denominado fitoestimulag&o ou rizobiodegradacdo (MERKL, 2005).

As gramineas sdo geralmente selecionadas para fitorremediacdo devido ao
seu intenso crescimento e larga ramificacdo de raizes, as quais oferecem uma
superficie estendida para a popula¢do microbiana e sua interacdo (HUTCHINSON et

al., 2001; GLICK, 2003). A figura 12 mostra os mecanismos da fitorremediacao.
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Figura 12. Mecanismos de fitorremediacdo. Fonte: ANDRADE (2002) apud MONTEIRO (2008).

Espécies de plantas sdo selecionadas para extrair e assimilar ou extrair e
guimicamente decompor 0s contaminantes. Muitos compostos quimicos inorganicos,
considerados contaminantes ambientais, sdo, de fato, nutrientes vitais que podem
ser absorvidos por meio do sistema de raizes das plantas para o seu crescimento e
desenvolvimento (SANTOS et al., 1999).
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A fitorremediacdo depende da estrutura do solo, textura e teor de matéria
organica, disponibilidade de agua e de oxigénio, temperatura, concentracdo de
nutrientes, radiacdo solar e dos processos de degradacéo.

Segundo Santos et al. (1999), as tecnologias de fitorremediacdo podem ser
desenvolvidas para diferentes aplicacbes na remediacdo do meio ambiente e séo
classificadas nos seguintes tipos: fitoextracdo, fitoestabilizacdo, rizofiltracdo e

fitodegradacéo.

Il. 1.2.4 Bioaumentacao

A bioaumentacdo ocorre pela adicdo de microrganismos especificos em
regides impactadas, adaptados em laboratério as condicbes ambientais. Ao usar
essa técnica, faz-se a avaliacdo dos microrganismos presentes no ambiente,
identificando-se os degradadores de Oleo. Em seguida, através de biorreatores,
estimula-se em laboratério o crescimento microbiano das espécies de interesse e,
posteriormente, injeta-se o “pool” de microrganismos no local contaminado com o
objetivo de aumentar a populacdo microbiana, responsavel pela degradacdo do 6leo
(VENOSA et al.,, 1991 apud ROSA, 2003). Mas a aplicacdo do método na
descontaminacdo de ambientes costeiros ndo se mostrou suficientemente eficaz,
devida atuacdo de processos intempéricos, correntes marinhas, ventos, ondas,
chuvas e competicbes microbianas, que influéncia diretamente na utilizacdo dessa
técnica (ATLAS, 1981).

A adicao de culturas mistas de microrganismos al6ctones tem como objetivo
aumentar a taxa e/ou a extenséo da biodegradacao, pois, hormalmente, a populacéo
autdctone nao estd adaptada, e nem é capaz de degradar toda a gama de
substratos presentes em uma mistura complexa como o petréleo (KING et al., 1997
apud SOUZA, 2003). Culturas mistas sao produzidas com microrganismos coletados
de regides contaminadas, mas para isso tem-se alguns critérios para a escolha
destes microrganismos como a habilidade de degradar a maioria dos componentes
do petrdleo, boa estabilidade genética, elevado grau de atividade enzimatica,
capacidade de competir com 0s microrganismos autéctones, manutencdo da

viabilidade das células durante a estocagem, auséncia de patogenicidade e
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crescimento rapido no meio ambiente natural. Apds o isolamento, 0os microrganismos
sdo bioaumentados em laboratério e estocados (HOFF, 1992; BAKER & HERSON,
1994 apud SOUZA, 2003).

Estudos sugerem que os indculos microbianos exdégenos ndo sao capazes de
competir com sucesso com as populagbes indigenas. Uma abordagem para
ultrapassar esta competicdo tem sido proposta por Rosemberg et al. (1992). Eles
desenvolveram um produto que combina uréia e formaldeido polimerizado (F-1) com
um 6leo para selecionar uma cultura degradante capaz de utilizar este fertilizante
como fonte de nitrogénio. Assim, as bactérias tinham uma vantagem seletiva sobre a
populacao indigena incapaz de utilizar F-1 como fonte de nutrientes (TAGGER et al.,
1983; LEE & LEVY, 1987).

A introducdo de microrganismos nao indigenos (aléctones) pode ser
considerada em locais onde apés a contagem das bactérias heterotréficas totais e
fungos é identificada uma insuficiéncia de microrganismos indigenos (autoctones)
para a biodegradacdo do residuo perigoso em questdo, mesmo apos a tentativa da
bioestimulacédo (SPILBORGHS, 1997).

A manipulac@o genética de cepas de microrganismos, visando a oxidagdo de
hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos, terpendides e HPA, também tém sido
estudadas, principalmente através da introducdo de plasmideos em bactérias do
género Pseudomonas (NOUR, 1997 apud SOUZA, 2003). A introducédo de
microrganismos geneticamente modificados requer uma avaliacdo criteriosa dos
possiveis danos ambientais, ainda desconhecidos pela comunidade cientifica
(LEAHY & COLWELL, 1990).

Os microrganismos aplicados devem atuar em sinergismo com as espécies
autoctones, sem interferir nos processos biogeoquimicos naturais. Leavitt & Brown
(1994) fizeram um estudo comparativo entre a bioestimulacdo e o bioaumento para
um caso de tratamento de solo contaminado com 6leos crus, empregando, em um
caso, microrganismos autoctones e, no outro, cultura comercial com mistura
recomendada de nutrientes. Concluiram que, para algumas aplicagbes, a
bioestimulagdo de microrganismos autéctones € a melhor escolha, considerando o
custo e desempenho (MARIANO, 2006).

Parece que na maioria dos ambientes, microorganismos indigenas
degradantes sdo mais do que suficiente para realizar a biodegradacdo de petroleo,

se 0s niveis de nutrientes e outras condicdes ambientais adversas nao limita-las.
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Pesquisas futuras sobre bioaumento devem centrar-se na investigacdo de que 0s
ecossistemas podem ser deficientes em microorganismos degradantes e que tipos
de O6leos ou de componentes importantes as bactérias indigenas podem ser

incapazes de degradar.

II. 1.2.4.1 Agao dos Microorganismos degradadores de hidrocarbonetos

Os principais responsaveis pela ciclagem do carbono na natureza sédo 0s
microrganismos, estes utilizam os hidrocarbonetos como fonte de energia e carbono.
O mecanismo de biodegradacdo (Figura 13) é um processo natural onde
microorganismos tém a capacidade de degradar os constituintes do petréleo
podendo ocorrer sob condicbes anaerdbicas e aerdbicas sendo a Ultima mais
expressiva. Em muitos ecossistemas € possivel encontrar comunidade autéctone de
microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos (ROSA, 2001; MARIANO,
2006).

Contaminante adsorvido

Sedimento

Microorganismos

Figura 13. Mecanismo de biodegradacao dos contaminantes. Fonte: modificado de FEIJOO et al.,
2003.

Para que ocorra essa degradacgéo € preciso obedecer algumas propriedades
microbianas e as condic¢des fisico-quimicas do ambiente baseado no controle de
fatores bidticos e abioticos (MORGAN & WATKINSON, 1994; ATLAS, 1995a; KING
et al.,1997 apud ROSA, 2001).
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Os fatores bibticos sédo referentes as necessidades naturais da flora
microbiana. Os fatores abio6ticos envolvem as propriedades fisicas ideais para que 0
ambiente suporte a microflora e ndo iniba a producdo de enzimas (ROSA, 2001),
dentre os quais se destacam:

e Temperatura: que controla o desenvolvimento do organismo e seus processos

metabolicos;

Materiais toxicos: que afetam diretamente 0s microrganismos responsaveis
pela degradacao;

e Exigéncias Atmosféricas: 0s gases que alteram o crescimento microbiano sao
0 oxigénio e o diéxido de carbono, considerando que as bactérias
apresentam grande variedade de respostas ao oxigénio;

e pH: que pode inibir o desenvolvimento da maioria das bactérias;

e Disponibilidade de agua: regula o desenvolvimento e a reproducdo das
bactérias degradadoras;

e Foto-oxidacdo: este processo atua nos compostos organicos gerando
produtos mais polares, tornando-os mais sollveis em agua e mais facilmente
biodegradados;

¢ Solubilidade: qguanto maior for a solubilidade do contaminante em agua, maior
sera a biodegradacao;

¢ Nutrientes: o desenvolvimento microbiano limita-se a presenca de nutrientes,
principalmente nitrogénio e fésforo, os quais auxiliam na sintese da matéria
organica pela comunidade microbiana.

A habilidade em degradar hidrocarbonetos ndo é restrita a apenas alguns
géneros de microrganismos, pois varios grupos de bactérias e fungos tém mostrado
possuir essa capacidade (KATAOKA, 2001 apud MARIANO, 2006).

Leahy & Colwell (1990) citam os seguintes géneros de bactérias como 0s
mais importantes: Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthobacter, Bacillus
Flavobacterium, Nocardia e Pseudomonas. Ja Kadri et al. (1986), Shamshoom et al.
(1990), Sorkhoh et al. (1990), Al-Hadhrami et al. (1995) apud Mariano 2006,
estudando a distribuicAo de bactérias que degradam hidrocarbonetos,
identificaramas seguintes bacterias: Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Bacillus sp.,;
Escherichia coli, Flavobacterium sp., Klebsiella cepacia, Micrococcus luteus,
Moraxella phenylpiruvica, Nocardia sp., Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas
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aeruginosa, Pseudomonas sp., Proteus mirabilis, Vibrio sp., Rhodococcus sp.,
Streptomyces sp., Vibrio fisheri e Xanthomonas maltophilia.

Além das bactérias, os fungos representam importante papel na degradacao
dos hidrocarbonetos no solo. A habilidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos
ocorre principalmente em duas ordens: Mucorales e Moniliales. Os géneros
Aspergillus e Penicillium possuem muitas espécies que assimilam hidrocarbonetos,
contudo esta caracteristica € uma propriedade individual da espécie e néo
necessariamente uma caracteristica particular do género (RISER-ROBERTS, 1992
apud MARIANO, 2006).

Fungos de podriddo branca da madeira vém tendo destaque na
biodegradacdo de hidrocarbonetos. Dentre estes, Phanaerochaete chrysosporium
tem sido usado como organismo modelo na maioria destes estudos. Embora o
substrato natural degradado por este fungo seja a lignina, o complexo enziméatico por
ele secretado pode degradar grande variedade de poluentes recalcitrantes. Esta
habilidade tem sido explicada pela similaridade estrutural destes poluentes por
porcdes da estrutura da lignina e a baixa especificidade das ligninases produzidas
por P. chrysosporium (BRODKORB & LEGGE, 1992 apud MARIANO, 2006).

Algumas cianobactérias e algas também possuem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos, dentre elas destacando-se os géneros: Oscillatoria, Microcoleus,
Anabaena, Nostoc, Chlorella, Chlamydomonas e Ulva (ATLAS, 1981).

Pode-se afirmar que microrganismos que degradam hidrocarbonetos tém sido
isolados de todos os tipos de ambientes nos quais foram pesquisados, parecendo
provavel que qualquer ambiente possa ter ao menos uma pequena populacdo
destes organismos (BAZYLINSKI et al., 1989) e que esta populacdo aumenta apls a
adicao destes compostos no solo (PINHOLT et al., 1979 apud MARIANO, 2006).

Assim, a proporcdo de microrganismo hidrocarbonoclasticos dentro da
comunidade microbiana depende do grau de exposi¢cdo do ambiente ao poluente. De
acordo com Riser-Roberts (1992) apud Mariano (2006) em ecossistemas nao
poluidos, estes microrganismos constituem menos de 1% da comunidade
microbiana e em ecossistemas poluidos podem chegar a constituir 100% da
comunidade. Com isso verifica-se que 10% do total de bactérias isoladas de um
efluente de refinaria de petrdleo sao bactérias hidrocarbonoclasticas e que somente

4% dessas bactérias deverao ser isoladas em uma area nao poluida.
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Considerando que o petréleo representa uma mistura complexa de
substancias organicas, deve-se considerar que para ocorrer sua biodegradacao faz-
se necessario uma assembléia ou pool de microrganismos capazes de degradar
todos os compostos contidos no mesmo (COOKSON, 1995).

A tecnologia da biorremediacdo é baseada em processos nos quais ocorrem
reacfes bioquimicas mediadas por microrganismos. Em geral, um composto
organico quando € oxidado perde elétrons para um aceptor final de elétrons, que é
reduzido (ganha elétrons). O oxigénio comumente atua como aceptor final de
elétrons quando presente e a oxidacdo de compostos organicos com a reducdo do
oxigénio molecular sdo chamados de respiracdo aerdbia heterotréfica. A
biodegradacdo anaerdbia pode ocorrer pela desnitrificacdo, reducdo do ferro,
reducado do sulfato ou condicbes metanogénicas (CORDAZZO, 2000).

Nas condi¢Oes subsuperficiais encontram-se populagdes de microrganismos,
as quais geralmente sdo formadas por bactérias, fungos, algas e protozoarios
(GHIORSE & WILSON, 1988 apud MARIANO, 2006).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com
respeito as taxas e extensao da biodegradacao. Hidrocarbonetos com baixo a médio
peso molecular e alcoois sdo exemplos de compostos facilmente biodegradaveis.
Compostos xenobidticos, especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser
resistentes a biodegradacdo. Geralmente, compostos ramificados e polinucleados
sdo mais dificeis para degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias
simples, e aumentando o grau de halogenacdo da molécula, diminui-se a
biodegradabilidade (ALEXANDER, 1965 apud ATLAS, 1997).

A comunidade microbiana envolvida na degradacdo de compostos
xenobidticos pode ser dividida em dois grupos: 0s microrganismos primarios e 0s
secundarios. Os primarios sao aqueles capazes de metabolizar o substrato principal
fornecido ao sistema, enquanto os secundarios ndo utilizam o substrato principal,
porém, os produtos liberados pelos microrganismos primarios. Este processo é
denominado cometabolismo (GRADY, 1985 apud MARIANO, 2006).

A transformacdo dos hidrocarbonetos pelos microrganismos pode ser
facilitada através da producgéo de enzimas como catalisadores bioldgicos, ou seja, as
enzimas geradas pelos microrganismos controlam as reagfes bioquimicas,

produzindo energia e material necessario a sintese de novas células microbianas
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(UNA & GARCIA, 1983; TEZAK et al., 1994). Quando as moléculas organicas a
serem biodegradadas sdo maiores que o0s poros das ceélulas dos microrganismos
degradadores, os mesmos podem excretar exoenzimas, através da parede celular,
as guais irdo conduzir a quebra dessa molécula, reduzindo-as de tamanho para que

possam atravessar a membrana celular (COOKSON, 1995).

II. 1.2.5 Bioestimulacéao

A bioestimulacdo € a aceleracdo da reproducdo microbiana e de suas
atividades metabdlicas, pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes ao meio ambiente
contaminado (ROSA, 2001).

A bioestimulacdo de populacbes de microrganismos autéctones com o
objetivo de aumentar as taxas de biodegradacéo é freqientemente empregada em
projetos de biorremediagdo (ATLAS, 1997). Para se utilizar o processo de
bioestimulacdo, deve-se demonstrar que existe no local contaminado uma
populacdo natural de microrganismos capazes de biodegradar os contaminantes
presentes e que as condi¢cdes ambientais sdo insuficientes para se obter altas taxas
de atividade microbiol6gica dessa populacdo (RAMASWAMI & LUTHY, 1997 apud
MARIANO, 2008).

Durante a bioestimulacdo existem fatores limitantes como nutrientes e
aceptores de elétrons que estimulam o metabolismo e a velocidade de crescimento
dos degradadores o que acelera as taxas de biodegradacdo em condicBes
ambientais favoraveis. A adi¢do de nutrientes em ambientes contaminados permite
a degradacdo mais rapida e eficaz dos hidrocarbonetos por parte dos
microorganismos nativos (VALLEJO et al., 2005).

Segundo Vallejo et al. (2005) estudos préevios reportam que a bioestimulacao
acelera as taxas de biodegradacédo dos solos contaminados quando os fatores sao
controlados, como pH, porcentagens de umidade, concentracdo de HTPs (das
fracbes mais dificeis de degradacdo), aceptores de elétrons e temperatura. A
maioria dos estudos se baseia na adicdo de nutrientes em forma de fertilizantes de
compostos inorganicos e inorganicos simples.

A disponibilidade de oxigénio molecular tem um profundo efeito na

biodegradacéo de varios compostos. Limitacdo de oxigénio é um problema freqiiente
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na biorremediacdo “in situ” de hidrocarbonetos e outros poluentes que sao
biodegradados em condi¢cGes aerobias (BROWN et al., 1994 apud MARIANO, 2006).

Tanto a adicdo de agua como a oxigenacdo do ambiente contaminado
favorece a atuacdo da biodegradacdo. Ja a aplicacdo de nutrientes ricos em
nitrogénio e fosforo, tem sido amplamente estudada, principalmente quando a
concentragdo dessas substancias € limitada, como ocorre nos ambientes costeiros
localizados em regides de clima tropical (ROSA, 2001).

Entre os fertilizantes oleofilicos podem ser utilizados uréia parafinada,
octilfosfato, octoato férrico, fosfato duplo de ambnia e magnésio parafinado, que
podem estimular a biodegradacao em diferentes ecossistemas aquaticos (ATLAS &
BARTHA, 1973; DIBBIE & BARTHA, 1976; HOWORITZ & ATLAS, 1977; OLIVIERI et
al. , 1976; BERGSTEIN & VESTAL, 1978). Em estudo utilizando fertilizantes de lenta
liberacdo, como o OSMOCOTE (Os. Scotts, Marysville, OH) e Inipol EAP-22 (Ip;
ATOFINA Chemicals, Philadelphia, PA), combinado com nutrientes inorganicos, Ran
Xu & Obbard (2003), avaliaram a eficiéncia desses nutrientes na degradacao dos
hidrocarbonetos de petréleo presentes nos sedimentos de praia. A degradacédo dos
hidrocarbonetos alifaticos presentes nos 6leos tratados com Osmocote no sedimento
de praia foi de 96%. A combinacdo de nutrientes sollveis e Osmocote favoreceu a
estimulo do metabolismo dos microrganismos indigenas, bem como manteve o
liberacdo dos nutrientes, aumentando, assim, a biodegradacéo dos hidrocarbonetos
do petroleo presentes no sedimento da praia.

O NPK e OSMOCOTE vém sendo usados largamente como estimuladores
(Figura 14). O NPK, é composto de fosfato de amobnia [(NH4)3PO,], sulfato de
amonia [(NH,4)2.SO4] e cloreto de potassio [KCI] nas proporcdes (N:P:K) del10:10:10.
O OSMOCOTE possui a mesma composicdo, no entanto a diferenca esta na forma
de liberacdo desses nutrientes; no OSMOCOTE a liberacéo é mais lenta, pois este
envolvido por uma capsula protetora que limita a saida dos nutrientes. Sao

fertilizantes de plantas, facilmente encontrados no mercado a precos reduzidos.
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Figura 14. Fertilizantes agricolas NPK e OSMOCOTE. Fonte: OLIVEIRA, 2008.

Pesquisas utilizando fertilizante do tipo NPK apresentaram resultados
positivos, com a remocéo de 100% dos n-alcanos compreendidos entre o decano e
0 eicosano, e 40% de remocao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos foi obtido
com o uso da combinacao de cultura mista + fertilizante, na proporcédo de C: N de
100:10 (OLIVEIRA, 2001).

Segundo Rosa (2001) em testes laboratoriais o NPK mostrou-se eficiente
como agente bioestimulador na limpeza de derrames de 6leo, com relagcédo a alguns
dos seus componentes. Coelho (2005), também utilizando a técnica de
biorremediagdo com o fertilizante NPK imobilizado, com liberagdo continua de
nutriente durante todo o experimento, verificou ser eficaz na biodegradacao
completa de n-alcanos e isoprendides e na biodegradacdo parcial de compostos
policiclicos aromaticos como os metil fenantrenos e metil dibenzotiofenos.

Souza (2003) em seus resultados mostrou que a biorremediagdo com a
utilizacdo de NPK, na propor¢cdo de 10% p/v do volume de O6leo derramado,
contribuiu para retirada de aproximadamente 30% dos alcanos; a evaporacgéo
natural retirou, aproximadamente, 60% dos n-alcanos menores que n-C16, nos
quatro primeiros dias da simulacao, chegando a 80% ap0s um més.

Estudos realizados por Xu et al. (2004) testando a utilizagcdo do fertilizante
OSMOCOTE que tem liberacdo lenta aumentou drasticamente as atividades
metabdlicas dos microrganismos e acelerou a biodegradacdo dos hidrocarbonetos
em solos contaminados por atividades petroliferas.

Estudos sobre a utilidade e eficacia de diferentes formulacdes de adubo de
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liberacdo lenta também foram avaliados (LEE & TREMBLAY, 1993). Eles
demonstraram que os efeitos dos fatores ambientais controlarem a entrega de
nutrientes das varias formulacdes em analise (por exemplo, enxofre-uréia revestida),
foram a chave do sucesso para biorremediacédo. Outro estudo de campo realizado
por Lee et al. (1995a) comparou o desempenho de nutrientes inorganicos com
espinha de peixe (fertilizante orgéanico). Esses resultados mostraram que o adubo
organico teve o maior efeito sobre o crescimento e a atividade microbiana, enquanto
0S nutrientes inorganicos foram muito mais eficazes na degradacéo do 6leo cru.

Todos estes resultados sugerem que 0 sucesso da biorremediacdo € funcéo
das propriedades do petréleo, a natureza dos produtos de biorremediacédo e das
caracteristicas dos ambientes contaminados. Estudos recentes tém mostrado que a
taxa de biodegradacdo do petrdleo depende das concentracdes de nutrientes na
agua intersticial dos sedimentos, o que poderia fornecer orientacbes importantes
para aplicacbes de nutrientes (BRAGG et al., 1994, VENOSA et al., 1996). Outra
preocupacdo importante com o uso de fertilizantes em areas contaminadas ¢ com
producdo de metabdlicos toxicos como subprodutos.

Pesquisas futuras sobre bioestimulacdo provavelmente deve centrar-se na
determinacdo da concentracdo intersticial ideal de nutrientes e as melhores
estratégias para manter essa concentracao para diversos ambientes, sempre que a
degradacéo € limitada pela disponibilidade de nutrientes. Além da demonstracdo da
eficacia da degradacdo do 6leo, também € necessario demonstrar que a

biorremediacéo ndo produz quaisquer efeitos indesejaveis ambientais e ecoldgicos.

[I. 1.2.5.1 Importancia dos nutrientes

O petréleo, constituido principalmente de hidrocarbonetos, pode servir como a
principal fonte de energia para o desenvolvimento de microrganismos facilitando a
degradacéo desses compostos no meio ambiente. Entretanto, devido ao aumento do
suprimento do carbono h& necessidade da presenca de outras fontes de nutrientes,
entre eles, o nitrogénio e o fésforo (macronutrientes), o enxofre, o ferro, o0 magnésio,
0 calcio e o sodio (micronutrientes) (DIAS, 2007).

Os microrganismos necessitam dos macronutrientes para sintetizar
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componentes celulares, como o nitrogénio para aminoacidos e enzimas, o fésforo
para o ATP e o DNA. Os microrganismos também necessitam de: micronutrientes
para realizar certas atividades enzimaticas; enxofre para algumas proteinas e
coenzimas; calcio para estabilizar a parede celular e magnésio para estabilizar os
ribossomos (PAUL & CLARK, 1989; CORSEUIL & ALVAREZ, 1996).

Estes nutrientes além de serem importantes para a producdo celular, seu
suplemento aumenta a eficacia da degradacdo dos hidrocarbonetos de petréleo
(WALWORTH & REYNOLDS, 1995; ZHOU & CRAWFORD, 1995; TING et al.,
1999). Alguns autores relatam que os principais nutrientes necessarios que limitam a
degradacdo microbiana de hidrocarbonetos do petrdleo séo o N e P (ZHOU &
CRAWFORD, 1995; TING et al., 1999). Tais substancias sdo usadas na sintese de
fosfolipidios e acidos nucléicos, bem como nas rea¢des que envolvem a troca de
energia. A quantidade de N e de P requeridos para converter 100% do petréleo em
carbono/biomassa pode ser calculada pela relacdo C: N e C: P encontrada no
material celular (DIBBLE & BARTHA, 1979).

Em teoria, aproximadamente é necessario 150g de nitrogénio e 30mg de
fésforo para conversédo de 1g de hidrocarbonetos e materiais celulares
(ROSEMBERG & RON, 1996). Venosa et al. (1996) constatou que a manutencao de
uma concentracdo de nitrogénio limiar de 1-2mg N / L na &gua intersticial dos poros
resultaria em maxima biodegradacao de hidrocarbonetos.

Outro nutriente limitante na taxa de biodegradacao é o ferro. Este € essencial
aos microrganismos, pois é requerido para diversas fungdes celulares. Apesar de
ser um dos metais mais abundantes na Terra, apresenta baixa solubilidade em
ambientes aerdbios e no pH fisiolégico da célula. Além disso, quando em solucdes,
sado formados complexos de hidréxidos férricos insollveis, limitando a quantidade de
ferro soluvel. Como consequéncia, o ferro encontra-se em baixa biodisponibilidade
no ambiente, e geralmente ndo atende a demanda celular dos microrganismos
(CRICHTON, 1991).

A presenca dos nutrientes necesséarios € de fundamental importancia em
qualidade e quantidade suficientes. A disponibilidade desses elementos varia em
diferentes ambientes: em ambientes marinhos sdo encontrados baixos niveis de
nitrogénio e fésforo na dgua do mar; nos rios sao encontrados baixos niveis de
nutrientes em suas cabeceiras, mas podem ser enriquecido depois de receberem

dejetos industriais e domeésticos; ja em lagos de agua doce as concentracdes de
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nutrientes exibem variacdes sazonais (COONEY, 1984; FLOODGATE, 1984).

Caso a quantidade de nutrientes seja insuficiente, esses devem ser
introduzidos em processos de biorremediacdo com o objetivo de corrigir a relacdo C-
N-P responsavel pela eficacia da degradacdo do 6leo no meio ambiente (NYER,
1992 apud DEL’ARCO, 1999).

Sob condi¢des onde a deficiéncia de nutrientes limita a biodegradacao dos
hidrocarbonetos, os efeitos benéficos da fertilizacdo com esses nutrientes tém sido
demonstrados (PRITCHARD & COSTA, 1991).

No solo, o ajuste no balango C/N/P pode ser facilmente efetuado pela adi¢ao
de fertilizantes. Entretanto, em ambiente aquatico, o ajuste de balanco oferece maior
problema, pois deve ser efetuado de forma a nao ser dissipado da interface 6leo-
agua. Duas estratégias tém sido utilizadas para sanar o problema: o
encapsulamento do fertilizante numa matriz que permita a flutuacéo e liberacdo lenta
ou o uso de compostos oleofilicos que permanecam na interface (ATLAS &
BARTHA, 1973). As formas de fésforo mais utilizadas sédo os sais de ortofosfato e
polifostato. Em relacdo ao nitrogénio, as formas mais utilizadas sdo os sais de
amonio (cloreto de amdnio), pois, essa forma é a mais utilizada no metabolismo
microbiano (CASARINI & SPILBORGHS, 1992).

11.1.2.6 Avaliacdo do processo de Biorremediacdo em laboratorio

O monitoramento do processo de biorremediacdo consiste na analise de
varios parametros, incluem a contagem de microrganismos heterotréficos totais e
contagem de microrganismos degradadores de um ou de varios substratos
especificos (Analises Microbianas), controle dos parametros fisico-quimicos e a
determinacao das taxas de degradacdo (Andlises Geoquimicas) (MARIANO, 2006).

Experimentos laboratoriais que mais se aproximam das condi¢des reais do
ambiente sdo provavelmente os mais capazes de produzirem resultados relevantes
(BERTRAND et al.,, 1983). Em muitos casos, isto envolve o0 uso de amostras
coletadas no campo que contenham populacées microbianas autéctones. Em tais
experimentos € importante incluir controles que possam diferenciar fatores abid6ticos

como a evaporacdo e a fotodegradacdo das taxas de biodegradacdo. Os
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experimentos ndo excluem a necessidade de demonstragdes em campo, contudo
sdo criticos para se estabelecer a credibilidade cientifica de uma determinada
estratégia de biorremediacdo (ATLAS, 1997 apud MARIANO, 2006).

Efetua-se o0 monitoramento da biodegradacdo através de analises
geoquimicas dos Oleos biodegradados ao longo da simulacdo, comparando o0s
resultados com os parametros do 6leo derramado. Considerando-se o petréleo uma
mistura complexa de substancias que variam de alcanos simples a compostos
polares, faz-se necessario a utilizacao de técnicas de analises quimicas sofisticadas,
capazes de separar, identificar e quantificar cada composto contido no mesmo
(ROQUES et al., 1994; BENCE et al.,1996 apud ROSA, 2001).

Indubitavelmente, a medida mais direta da eficiéncia da biodegradacéo € o
monitoramento da taxa de consumo dos poluentes. A caracterizacdo dos
componentes individuais de uma classe especifica de hidrocarbonetos exige o uso
da cromatografia liquida de alta precisdo (CLAE) ou cromatografia gasosa (CG)
acoplada a um detector (p.ex., o espectrometro de massa (CG-EM)) (FERRARI,
1996 apud MARIANO, 2006). Segundo Blackburn et al. (1993) apud Mariano (2006),
a combinacédo das técnicas CG/EM € o método mais eficaz para a quantificacédo de
um residuo oleoso, pois, combina a resolucdo do ponto de ebulicio com
informacdes sobre o tipo de molécula dos compostos. Outro detector muito utilizado
na determinacdo dos BTEX e PAHs é o detector de ionizagdo por chama (FID)
(CETESB, 2003).

Assim, a avaliacdo da biodegradacao é efetuada pelo uso das técnicas de
cromatografia liquida a média pressao, cromatografia gasosa (CG) e cromatografia
gasosa de alta resolucdo acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). A analise
da biodegradacédo depende da distribuicdo inicial das classes de hidrocarbonetos em
termos de saturados, aromaticos e NSO (MCMILLEN et al., 1993 apud ROSA,
2001).

Assim, a quantificagdo dessas fracbes ao longo da simulacao, efetuada pela
cromatografia liquida, torna-se importante na avaliagdo da razdo da biodegradacao.
Igualmente, efetua-se a avaliacdo da biodegradacéo do Oleo total através da analise
dos cromatogramas obtidos pela cromatografia gasosa (CG). Nessa analise sao
utilizados indices, que representam a razdo de compostos facilmente degradaveis
sobre compostos mais resistentes a biodegradacdo (ROSA, 2001).

Faz-se o monitoramento da biodegradacdo dos hidrocarbonetos saturados
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pela medida das razbées de n-Cl7/pristano e n-C18/fitano, considerando que 0s
hidrocarbonetos lineares n-C17 e n-C18 sédo mais facilmente biodegradados que os
isoprendides correspondentes, pristano e fitano (DEL’ARCO, 1999 apud ROSA,
2001).

Efetua-se o monitoramento do aumento da razdo da biodegradacdo através
da abundéancia relativa dos biomarcadores, devido a alta estabilidade quimica
desses compostos, frente a atividade microbiana. Assim, a biodegradacdo dos
esteranos ocorre ap0s o consumo completo dos isoprendides, podendo ocorrer
antes ou depois dos hopanos, dependendo de varios fatores como condi¢cdes
ambientais, tipo de biodegradacgéo e populacdo microbiana (ROSA, 2001).

Deve-se considerar, ainda, que a fracdo mais toxica do 6leo refere-se aos
compostos mais recalcitrantes. Assim, a eficiéncia da aplicacdo da técnica de
biorremediagdo ndo deve estar associada somente & perda dos hidrocarbonetos
alcanos (normais, ramificados ou ciclicos), mas as reduc¢des nas abundancias
relativas dos compostos aromaticos contidos no mesmo (MEARNS, 1997 apud
ROSA, 2001).

Os parametros tipicamente medidos em testes laboratoriais da eficiéncia da
biodegradacdo incluem a contagem de microrganismos heterotroficos totais,
contagem de microrganismos degradadores de um ou de varios substratos
especificos, medidas da taxa de respiragcdo microbiana (consumo de oxigénio e/ou
producdo de dioxido de carbono) e a determinacdo das taxas de degradacao
(desaparecimento de poluentes individualmente e/ou na totalidade) (KATAOKA,
2001 apud MARIANO, 2006).

A presenca de grande populacdo de microrganismos heterotréficos totais ndo
apresenta necessariamente correlacdo direta com a biodegradacdo, porém, a
quantificacdo da fracdo da comunidade que degrada o residuo de interesse tem sido
utilizada como um dos métodos mais comuns para 0 monitoramento de poluicao
ambiental com hidrocarbonetos (KATAOKA, 2001 apud MARIANO, 2006). A
contagem microbiana pode ser determinada por varias técnicas, baseadas na
contagem celular direta ou na pesagem da mesma, e pela avaliagdo da atividade
celular (PELCZER et al., 1980 apud ROSA, 2003).

O efeito toxico da aplicacdo de fertilizantes € um dos parametros importantes
a serem avaliados na aplicacdo das técnicas de biorremediagéo, pois 0 excesso

desses compostos pode comprometer a biodegradacdo pelo desenvolvimento do
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processo de eutrofizacdo que desencadeia o0 crescimento dos organismos
produtores.

Desta forma, torna-se imprescindivel monitorar os teores dos nutrientes no
meio ambiente contaminado por O6leo, principalmente durante a aplicacdo de
fertilizantes no processo de biorremediacdo (MITCHELL et al., 1993 apud ROSA,
2003).

O efeito toxico de uma contaminacdo depende do tipo e quantidade dos
contaminantes, do grau de confinamento do ambiente e da comunidade marinha
encontrada no local afetado (NIPPER, 2000; MICHEL, 2000 apud ROSA, 2003). A
reducdo da toxicidade dos compostos esta entre os fatores mais importante para
que a técnica de biorremediacao seja eficiente (LEE et al., 1998 apud ROSA, 2003).
Os testes de toxicidade envolvem a exposicdo da amostra liquida a pequenos
organismos, medindo os efeitos tdxicos nas bactérias luminescentes, micro-
crustaceos, macro-invertebrados e/ou peixes (WELLS et al.,, 1997 apud ROSA,
2003).

O monitoramento da remediacédo biolégica “in situ” exige o conhecimento
detalhado de varios processos especialmente dos processos de biodegradagcédo. Em
muitos casos, as informacgdes obtidas através do tradicional caracterizagcdo técnicas
sao insuficientes. Com isso atualmente a analise isotépica natural vem se tornando
um poderoso método capaz de fornecer informacdes exclusivas sobre muitos
processos que ocorrem em solos e aguas. Além disso, ele pode ser um instrumento
muito util para caracterizar poluentes.

A andlise isotdpica pode ser vista como uma dimensdo extra para as
tradicionais analises quimicas. A assinatura isotopica caracteriza muitos poluentes e
as mudancas na sua composicdo durante processos (biolégicos, quimicos, fisicos)
especificos podem render informacdes exclusivas sobre a origem de poluentes.
Especialmente para a atenuacéo natural, estudo de analise isotdpica pode fornecer
informacdes essenciais. A composi¢ao isotdpica da dgua pode produzir informacdes
em sua "origem”. Além disso, uma série de outras aplicagdes existentes, tais como a
caracterizacdo de poluentes (origem, idade etc.), identificar processos geoquimicos,

etc. podem ser estudados através das analises isotopicas.
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lll. 1. MANGUEZAL: ORIGEM, CARACTERISTICAS, IMPORTANCIA ECOLOGICA
E SUAS REACOES DIANTE DO PETROLEO

Mundialmente os manguezais cobrem uma &rea aproximada de 240 000km?
ao longo da Zona Costeira, sendo que entre 10.000 e 25.000Km? de &reas cobertas
por manguezal estdo situadas no territorio brasileiro (NOVELLI, 1995; LACERDA et
al., 1995; LUGO et al., 1990; NOVELLI et al., 2000).

ll. 1.1 ORIGEM E CARACTERISTICAS DOS MANGUEZAIS

Ecologicamente, os manguezais sao definidos como um conjunto de vegetais
gue habitam a zona costeira entre-marés. Uma comunidade de mangue é composta
de espécies de plantas cujas adaptacdes especiais lhes permitem sobreviver a
condicdes diversas de estresse impostas pelo ambiente costeiro, por isso €
considerado um ecossistema complexos (HOFF, 2002; VALENTIM-NETO, 2004).

O termo manguezal refere-se a espécies de arvores tolerantes ao sal ou
arbustos que crescem em costas protegidas e nos estuarios em regides tropicais e
algumas sub-regibes tropicais. Ha cerca de 60 espécies que ocorrem
exclusivamente neste habitat, e muitas espécies nao-exclusivas. Os manguezais
podem ocorrer nas margens dos rios, ou em deltas, como extensas florestas. Em
qualquer area de manguezais pode haver zonas ou mosaicos de diferentes
comunidades bioldgicas, dependendo de muitos fatores. Estes incluem a altura da
superficie do sedimento em relacdo a corrente de agua, salinidade e suprimento de
nutrientes que por sua vez sao influenciadas por entradas de agua doce vindos de
uma bacia hidrografica.

O manguezal é um ecossistema que ligam os ambientes marinhos, terrestre e
de agua doce, caracteristico de regibes tropicais e subtropicais, apresentando
temperatura acima de 20°C (NASCIMENTO, 2006). Trata-se de um ecossistema de
alta eficiéncia, proporcionando um ambiente favoravel para o crescimento e
sobrevivéncia dos estagios iniciais do ciclo de vida de animais marinhos (KRUEGER,
2004).
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Segundo Raphael Hypolito (2004):

Manguezais sdo ambientes costeiros situados na faixa de maré, onde
habitam vérias espécies de peixes, crustaceos e aves, além de vegetacdes
caracteristicas. E um local que possui comunidades costeiras tropicais
dominadas por espécies vegetais, arboreas ou arbustivas que conseguem
crescer em solos com alto teor de sal. De modo geral, 0 manguezal ocupa
todas as regifes de costas protegidas, sendo ausente somente nas praias
rochosas e arenosas abertas.

A formacdo do manguezal esta diretamente relacionada com a existéncia de
variaveis ambientais especificas como clima, substrato e salinidade. Esses fatores
possibilitam o desenvolvimento da fauna e flora caracteristicos, bem como determina
a distribuicdo e grau de desenvolvimento do ecossistema (ALMEIDA, 2001).

A salinidade é determinada principalmente pela hidrologia local, onde a
entrada de agua salgada é proveniente das marés periddicas e da agua doce é
proveniente dos rios, chuvas, aguas subterrneas e de escoamento. Assim, a
salinidade pode variar amplamente dentro das florestas de mangue, tanto ao longo
do tempo como ao longo do espaco. Os manguezais tém evoluido diferentes
mecanismos para tolerar altas salinidades, dentre elas: exclusdo de sal, secre¢éo de
sal, e tolerancia de altas concentrac¢des de sal nos tecidos da planta (HOFF, 2002).

A maioria dos manguezais tem desenvolvido todos os trés mecanismos,
embora em graus diferentes. Algumas espécies excluem sal ao extrair agua do
sedimento, e outras possuem 0Orgdos especiais que secretam o sal. Outro
mecanismo para eliminar o excesso de sal nos manguezais é a queda de folhas da
vegetacdo que se desenvolve nesse ecossistema (KATHIRESAN & BINGHAM,
2001).

A capacidade de tolerar a constantes inundacgdes, variando assim como a
salinidade ao longo do tempo e do espaco é uma caracteristica importante, exclusiva
de manguezais. Espécies de mangue muitas vezes apresentam uma distribuicao
distinta entre este gradiente, que € a base para a classificagdo de manguezais por
baixo, médio e superior zonas entre-marés. A menor zona intertidal representa uma
area inundada por meédia-alta marés e é inundada mais de 45 vezes por més. A
zona média interdital € inundada normalmente por marés altas, 20-45 vezes por més
e a zona intertidal superior representa areas inundadas menos de 20 vezes por més
(ROBERTSON ALONGIE, 1992 apud HOFF, 2002).

A inundacao é uma condi¢do que pode diminuir o oxigénio do solo necessario

para metabolizar substancias toxicas, afetando os tecidos das raizes. Os
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manguezais desenvolveram adaptacdes morfolégicas especiais para lidar com esta
falta de oxigénio. Primeiro, os manguezais tém sistemas de raizes superficiais para
evitar a falta de oxigénio em solos mais profundos. Em segundo lugar, acima do
tecido, encontram-se Orgdos (pneumatoforos) que transportam o oxigénio da
atmosfera para o sistema radicular (HOFF, 2002).

Apesar das duras condicdes em que 0s manguezais se desenvolvem, eles
podem formar comunidades altamente diversificadas e produtivas.

Muitos animais encontrados dentro de manguezais sdo semi-aquaticos ou
derivados de ambientes terrestres (HOFF, 2002). A fauna do manguezal é
constituida principalmente por peixes, moluscos e crustaceos, porém diversos
animais usufruem deste ambiente, desde formas microscoépicas até répteis, aves e
mamiferos (CARVALHAL, 2006) (Figura 15).

As 4guas calmas sao ideais para reproducao, sendo bercérios para peixes e
camardes, enquanto as raizes aéreas dos troncos das arvores e a lama superficial
geralmente apdiam uma fauna variada de ostras, moluscos, crustaceos, caranguejos
e outros invertebrados. A parte superior do mangue € um ambiente essencialmente

terrestre com uma fauna de aves, mamiferos e insetos (IPIECA, 1993).

Figura 15. Caranguejo Uga sp. Fonte: NTG, 2002.

Numerosas espécies de insetos sdo encontradas em florestas de mangue,
alguns desempenham papéis criticos como polinizadores de mangue, herbivoros,
predadores, e como fonte de alimento para outros animais. Anfibios e répteis, tais
como sapos, cobras, lagartos e crocodilos também habitam as florestas de mangue.

As aves também utilizam os manguezais para o refagio, nidificacdo e alimentacéo. A
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maioria destas aves (Figura 16) ndo depende completamente dos manguezais,
utilizam estes habitats apenas durante uma parte dos seus ciclos sazonais, ou
durante estagios particulares da maré. Mamiferos também podem viver em florestas
de mangue incluir guaxinins, selvagem suinos, roedores, veados, macacos e
morcegos. Tartarugas, peixes-boi, golfinhos e botos, também podem ser visitantes
ocasionais dos manguezais (HOFF, 2002).

Alguns animais sésseis permanecem a vida toda no manguezal, como € o
caso dos sururus, taiobas, mariscos em geral e ostras. Estes organismos sésseis,
como as plantas, também desenvolveram adaptacfes para suportar as variacées
diarias ambientais, principalmente a resisténcia a dessecacdo e aumento da
salinidade (CARVALHAL, 2006).

Figura 16. Registro fotografico de uma espécie de ave no manguezal da Praia do Cagéo, Madre de
Deus, BA. Fonte: LIMA, 2006.

Peixes como sardinhas, garoupas, tainhas, entre outros, também frequentam
o0 manguezal para reproducao e alimentacdo. Existem espécies que passam toda a
sua vida no estuario e outras que apenas completam seu ciclo reprodutivo ou de
crescimento. A maioria dos peixes de interesse comercial depende de alguma forma
do manguezal para sua sobrevivéncia (CARVALHAL, 2006).

Além da rica diversidade faunistica encontrada nos manguezais a
caracterizagao estrutural da vegetacao constitui valiosa ferramenta no que concerne
a resposta desse ecossistema as condi¢cdes ambientais existentes, bem como aos
processos de alteracdo do meio ambiente, auxiliando, assim, nos estudos e acdes
gue objetivam a conservacado desse ecossistema. Dessa forma, a estrutura vegetal

dos bosques de mangue é uma resposta direta as condi¢gBes locais. Tal fato fica
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evidenciado quando comparamos o desenvolvimento estrutural de espécies de
mangue ao longo de gradientes latitudinais, de salinidade, em locais com diferentes
niveis de aporte de nutrientes (SOARES, 1999). Raizes dos manguezais
normalmente crescem nos sedimentos anaerobios e recebem oxigénio através de
aeracao de tecido que comunica ao ar através de pequenos poros (lenticelas).

As florestas brasileiras de mangue sao constituidas principalmente por quatro
géneros de plantas lenhosas: Mangue vermelho, género Rhizophora; Siriiba, género
Avicennia; Mangue branco, género Laguncularia (Figura 17); e Mangue botéo,

género Conocarpus.

Figura 17. Detalhe da Avicennia schaueriana ainda no estagio de crescimento. Fonte: MAIA et al.,
2005.

Existem ainda, grupos de plantas associadas ao manguezal que ocorrem
principalmente nas regiées marginais ou de borda interior. Estas espécies nao sao
exclusivas do ecossistema manguezal, porém sao tolerantes a diferentes teores de
salinidade. Outros grupos vegetais, como algas, liquens, orquideas e bromélias

(gravatas), ocorrem como epifitas nas arvores de mangue (CARVALHAL, 2006).

lll. 1.2 IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS MANGUEZAIS

Embora os cientistas tenham colocado um valor elevado na funcéo ecolégica
dos ecossistemas de manguezais, s6 recentemente a comunidade mais ampla veio

reconhecer o papel que manguezais desempenham no ambiente. Ao avaliar a
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importancia dos ecossistemas de manguezal a partir de uma perspectiva cientifica, é
necessario tentar identificar e medir esses valores. Notavelmente, esses valores
podem ser divididos em valores ecoldgicos e econbmicos.

Os valores ambientais e econémicos do mangue sdo bem conhecidos em
todo o mundo. Esse bergo oferece um potencial para reflorestamento, aquicultura,
agricultura e mesmo eco-turismo. Além disso, diversos mangues ao redor do mundo
sdo mantidos para a producdo de carvao, estabilizacdo da area costeira, produtos
pesqueiros (peixes, moluscos, crustaceos), producdo de algas para a industria
alimenticia e quimica. O uso humano da regido esta ligado aos beneficios e servicos
da area, modificados continuamente pela economia e cultura locais (LACERDA,
1999).

Sdo ambientes estabilizadores e protetores das linhas de costa contra
erosao e assoreamento. Constituem um patriménio energético de areas estuarinas e
costeiras, além de serem uma importante fonte de alimento e renda para as
populacdes ribeirinhas. S&o locais de reproducédo de um grande numero de espécies
de interesse econbmico, como peixes, vegetais Uteis para extracdo de madeira,
tanino, celulose e remédios. Possuem ainda a caracteristica de estarem geralmente
estabelecidos em zonas que apresentam cursos d’agua navegaveis (SCHAEFFER-
NOVELLI 1995 apud ARAUJO, 2000).

Segundo Valentim — Neto (2004):

Os manguezais possuem alta produtividade primaria, eficientes reciclagem
de nutrientes biol6gicos e uma troca permanente com ecossistemas
terrestres e marinhos apesar de néo ter condi¢des de reter esses nutrientes.
Eles se constituem em um tipo de floresta tropical e subtropical maritima
encontrada em areas intertidais, particularmente dentro e ao redor de
estuarios salobros ou salinos, e solos alagados. Essas florestas, tipicamente
recebem consideraveis aporte de nutrientes e influxos de sedimento de
areas interiores. Devido as caracteristicas especiais do ecossistema
manguezal, que o torna extremamente vulneravel, altera¢des abruptas em
alguns dos seus parametros ambientais poderdo leva-los a completa
degradacéo.

Os manguezais desempenham importante papel como exportador de matéria
organica para os estuarios, contribuindo para a produtividade primaria na zona
costeira. Com relagédo a pesca, os manguezais produzem mais de 95% do alimento
que o homem captura no mar. Por essa razdo, a sua manutencdo é vital para a
subsisténcia das comunidades pesqueiras que vivem em seu entorno. Pelo menos
2/3 das espécies de peixes explorada economicamente dependem desse

ecossistema para a sua existéncia (LEMOS, 2004).
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O manguezal € um local muito nutritivo, onde a matéria organica é
decomposta pelos microorganismos e disponibilizada na forma de nutrientes para o
meio. Também é um local abrigado, de pouco movimento hidrico, se comparado a
um costéo rochoso. Sendo assim, tornou-se um local propicio ao desenvolvimento e
abrigo de organismos jovens (CARVALHAL, 2006).

Além da producdo da matéria organica, a estrutura das raizes de mangue,
formando emaranhados, oferece protecdo para espécies da fauna marinha, durante
0S primeiros estagios de vida, contra seus predadores, formando um refagio para
diversas espécies animais ameacadas de extingdo, principalmente aves marinhas
que neles encontram uma das poucas areas costeiras em que a atividade humana é
reduzida (LEMOS, 2004).

Os manguezais também tém grande potencial para usos medicinais, além de
conter substancias tdxicas que tém sido utilizadas pelas suas propriedades
antifangicas, antibacterianas e pesticidas (BANDARANAYAKE, 1998).

Além dos recursos naturais de utilizacdo direta, como a fauna e flora, os
manguezais produzem varios servicos indiretos, muitas vezes néo percebidos pelo
publico (LEMOS, 2004). As areas de manguezais sdo, portanto, de extrema
importancia para as populacdes, uma vez que delas provém boa parte das proteinas
(mariscos e peixes), tdo essenciais para subsisténcia (HYPOLITO, 2004).

Como se pode notar o manguezal tem muito a oferecer, porém, o seu
potencial deve ser utilizado de maneira racional. A destruicdo dos manguezais gera
grandes prejuizos, inclusive para economia, direta ou indiretamente, uma vez que
sdo perdidas importantes fracbes ecolégicas desempenhadas por esses
ecossistemas (LEMOS, 2004).

O manguezal funciona ainda como filtro bioldgico, retendo poluentes que
poderiam estar contaminando as aguas, garantindo sua qualidade (MACHADO et
al., 2004), é fonte de nutrientes para as aguas oligotroficas do oceano
(SCHAEFFER- NOVELLI, 1995; LARCEDA, 2005), e tem um papel muito importante
na estabilidade geomorfolégica da zona costeira (LACERDA, 2005; MONTEIRO,
2005).
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l1l. 1.3 REACOES DO MANGUEZAL DIANTE DO PETROLEO

Devido a grande importancia econdémica dos manguezais, estes ambientes sédo
degradados diariamente pela acdo e ocupagdo do homem. Essa ocupacgao
desordenada deve-se principalmente ao fato desses locais apresentarem condicfes
favoraveis a instalacdo de empreendimentos os quais normalmente visam atender
interesses patrticulares (IPIECA, 1993).

Os manguezais sao particularmente susceptiveis a poluicdo por 6leo,
qguando localizados em regifes ativas de exploracdo, producéo, transporte e outras
atividades petroliferas (BURNS et al., 1993). Observac6es de eventos de vazamento
ao redor do mundo tém demonstrado que os manguezais tendem a sofrer os efeitos
letais e subletais quando expostos ao petréleo. Um dos desafios enfrentados ao lidar
com os impactos do petréleo é o fato de que o "6leo” € uma mistura complexa de
muitos tipos de compostos quimicos dificultando assim a minimizacdo dos efeitos
sob o ecossistema (IPIECA, 1993).

Derrames de petréleo que entram em sistemas intertidais estuarinos e
marinhos podem produzir uma série de efeitos deletérios, com isso muitos estudos
de contaminacéo de 6leo tém sido conduzidos em manguezais com a finalidade de
se entender melhor como esse ecossistema responde a presenca do 6leo. Quando
o 6leo derramado entra em sistemas de mangue, encharca os sedimentos e/ou
revestimentos expostos como troncos, raizes de suporte causando mortalidade dos
manguezais, diminuindo a produtividade e provocando irregularidades no
crescimento. No entanto, os efeitos do 6leo vao muito além do simples problemas de
sobrevivéncia e crescimento (PROFFITT, 1997; HOFF, 2002).

Além das caracteristicas fisicas do ambiente, outros fatores condicionam a
resposta dos manguezais a introducdo do petréleo. Dentre elas pode-se citar o tipo e
volume de 0leo, padréo de deposicédo do poluente e sua persisténcia no sedimento,
adgua e biota (NOVELLI, 1995; RODRIGUES, 1997; VANNUCCI, 1999). Segundo
Rodrigues (1997), quanto mais abrigado for o ambiente maior serd o tempo de
permanéncia do 6leo no manguezal e, conseqientemente, maiores 0os danos ao
ecossistema.

O grau de "efeitos" depende: do tipo e o grau de "degradacdo” do Oleo
derramado; das espécies de plantas afetadas; da frequéncia de derrames; dos
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efeitos sinérgicos possiveis influenciados por fatores de estresse, tais como alta
salinidade, das condi¢Bes locais (por exemplo, ponto no ciclo das marés, os niveis
de precipitacdo e co-ocorréncia de tempestades e derrames de petroleo); e do tipo
de biota (por exemplo, tocas do caranguejo podem facilitar a penetracdo do 6leo no
sedimento) (PROFFITT,1997).

O petroleo pode produzir mutagfes nos manguezais e a taxa de mutacdes
nos genes que produzem cloroplastos pode ser direta, de forma linear, proporcional
a concentracdo do solo por hidrocarbonetos aromaticos polinucleares (PAH)
derivado do petroleo. Compreender os efeitos da contaminacdo do 6leo sobre a
microflora de sedimentos de manguezais é fundamental para compreender
verdadeiramente as conseqiiéncias em longo prazo de petréleo nestes sistemas
(PROFFITT, 1997).

Em particular, 6leos brutos de petréleo e 6leos combustiveis pesados podem
ser depositados na Zona costeira como uma camada pegajosa que pode perturbar
ou impedir completamente 0s processos biolégicos normais de intercambio com o
ambiente. Mesmo que o0 petroleo seja um produto ndo toxico, quando este
fisicamente abrange plantas e animais, pode asfixiar, ou interferir nas funcdes
fisiologicas normais (IPIECA, 1993).

As assembléias de plantas e animais que estado ligados a parte subaquética
que vive proxima a raizes sé@o especialmente vulneraveis. Oleos brutos pesados e
produtos refinados podem revestir as raizes de suporte e pneumatoforos, reduzindo
a capacidade da arvore de trocar gases. Estes Oleos pesados terdo persisténcia em
longo prazo, especialmente com pesadas acumulacdes. Esta persisténcia pode
causar perda de folhas e, possivelmente, morte de muitas arvores. Esses poluentes
gue reduzem a sobrevivéncia ou crescimento de mudas de mangue podem ter
também um impacto sobre a taxa de regeneracdo ou a composicao de espécies
(IPIECA, 1993).

Outros efeitos podem ser observados quando o Oleo penetrar nos
sedimentos, como a morte de caranguejos e vermes, moluscos, além de provocar a
podriddo das arvores, levando a perda de habitat para os organismos que vivem nos
galhos e copas das arvores, e no sistema radicular.

Zheng et al. (2002) relata que um derrame de Oleo na presenca da
vegetacdo de manguezal produz uma reducgéo na velocidade das correntes de maré

0 que contribui para aumentar a taxa de sedimentacdo dos hidrocarbonetos nos
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substratos desse ecossistema. As maiores concentracdes de hidrocarbonetos estéo
diretamente relacionadas a predominancia da taxa de deposicdo de material
particulado em suspensao sobre a taxa de mobilizacdo e transporte dos mesmos.
Segundo Ke et al. (2002) a acdo das marés tem sido apontada como eficiente na
remocao de volumes significativos de 6leo do manguezal e o 6leo que recobre a
superficie das folhas é facilmente removido, lavado ou diluido pelas marés.

Sinais Obvios do stress em manguezais comecam freqientemente duas
semanas apos um eventual derramamento, e estes podem variar desde desfolhacao
a morte das arvores. No derramamento 1999 aeronaval da estacdo das estradas de
Roosevelt (Puerto Rico) do combustivel de jato JP-5, um exame inicial da avaliacdo
de danos conduzido no més concluiu que 46% de arvores, apresentaram-se com
folhas amareladas e progressiva desfolhacdo (HOFF, 2002).

Ja& um estudo de monitoramento conduzido na Austrdlia apos um
derramamento em 1992 encontrou consistentes respostas dos manguezais a
presenca do petrdleo como mancha nas folhas, seguida de morte das mesmas e
desfolhacdo por completo (WARDROP et al., 1996). No derramamento ocorrido
em1986 na localidade de Minas da Bahia (Panama), o monitoramento de cientistas
sobre os efeitos do 6leo em manguezais pdde demostrar uma faixa de arvores
inoperantes onde o 6leo foi derramado. Apés um ano e meio foram encontrados ao
longo de 27 quildometros da costa, manguezais totalmente inoperantes (BURNS et
al., 1993).

No Brasil em marco de 1975, um acidente rompeu o0 casco do navio-tanque
iraquiano Tarik Ibn Ziyad no canal central de navegacdo da baia de Guanabara
derramando 5 milhGes de litros de 6leo. A mancha atingiu véarias praias, tanto no
interior da baia quanto na costa oceanica, das cidades do Rio de Janeiro e Niteréi. O
Oleo provocou incéndios em areas de manguezal, no entorno da baia, afetando
seriamente a biota da zona de entremarés (CRAPEZ et al., 2002).

Outro acidente grave ocorrido na Baia de Guanabara foi em Janeiro de 2000
na regido da Refinaria Duque de Caxias. Um derrame de 6leo de cerca de 1.300.000
litros de 6leo combustivel marinho MF380, caracterizado como mistura de diesel e
Oleo combustivel pesado, resultou num enorme impacto sobre as areas de
manguezal ao fundo da Baia de Guanabara e nas areas mais internas desta. A
mancha de 06leo se estendeu por uma faixa superior a 50 quildmetros quadrados,

atingindo o manguezal da Area de Protecdo Ambiental (APA) de Guapimirim, praias
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banhadas pela Baia de Guanabara, iniUmeras espécies da fauna e flora, além de
provocar graves prejuizos de ordem social e econémica a populacdo local (MICHEL,
2000; BAYARDINO, 2004).

Varios sdo os efeitos do petréleo sob os manguezais, mas ao longo do
tempo varios fatores, reduzem a toxicidade do 6leo. A quantidade de petréleo no
solo é reduzida pelas chuvas e marés. Além disso, o clima também tem uma
interferéncia direta, provocando a evaporacdo das fragcbes mais volateis e
provocando alteracbes quimicas, como oxidacdo, tornando o 6leo residual menos
toxico. Esses processos podem ser mais lentos se a degradacao do 6leo for inibida
por causa das condi¢des anaerdbicas do solo.



CAPITULO IV
Composicao do Petroleo
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IV. 1. COMPOSICAO DO PETROLEO

O petréleo € um combustivel fossil resultante da transformacdo e
decomposicdo de matéria organica de vegetais e microrganismos, que foram se
acumulando ao longo de milhdes de anos em bacias sedimentares (UNICAMP,
2001).

IV. 1.1 COMPOSICAO QUIMICA

A composicdo quimica e a natureza fisica do petréleo podem variar em funcéo
das caracteristicas: matéria organica original, grau de evolucdo térmica da rocha
geradora, estado de biodegradacdo do o6leo e fracionamento sofrido durante a
migracdo até a rocha reservatorio, entre outras (IARC, 1989). Geralmente, na
composicdo do petroleo predomina a fracdo dos hidrocarbonetos alifaticos
(saturados e insaturados), seguida de compostos aromaticos e NSO (compostos
polares) (Figura 18).

O petréleo é constituido por uma complexa mistura incluindo, nitrogénio (0% a
0,5%), enxofre (0% a 6%), oxigénio (0% a 3,5%), alguns metais em concentracdes
traco (principalmente niquel e vanadio) e os hidrocarbonetos (50% a 98%), sendo 0s
hidrocarbonetos, o nitrogénio, o enxofre e 0 oxigénio os principais compostos (API,
1999).
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Figura 18.

Diagrama ternario mostrando a composi¢cdo, em fungcdo das percentagens de

hidrocarbonetos saturados, aromaticos e compostos NSO, de 636 diferentes tipos de dleo. Fonte:

TISSOT & WELTE, 1984 apud SOUZA, 2003.

Os hidrocarbonetos séo utilizados como indicadores de poluicdo por serem 0s

compostos mais abundantes.

Sao compostos formados por carbono e hidrogénio

(82 a 87% em carbono e 11 a 15% em hidrogénio) de composicdo e estruturas

moleculares diferentes (Tabela 1).

Tabela 1. Principais caracteristicas dos hidrocarbonetos encontrados no petroleo.

Grupos de Exemplos

Grau de

Valores médios
nos 6leos(%

Toxicidade

hidrocarbonetos

degradacgao

em peso)

Parafinas ou Cadeia
Alcanos alifaticos simples e Baixa Facilmente 33,6
saturados ramificada
Alcenos olefinas Cadeia aberta - - -
Cicloalcanos Naftas Cadeia Variavel Resistentes 31,9
fechada
Aromaticos Benzenos Cadeia Alta Lenta 34,5
benzénica

Fonte: adaptado de SILVA, 2004b; SOUZA, 2003.



78

V. 1.1.1 Hidrocarbonetos alifaticos

Os hidrocarbonetos alifaticos podem ser saturados e insaturados (Figura 19).
As principais familias dos hidrocarbonetos saturados estudadas s@o os n-alcanos,
alguns isoprendides (pristano e fitano), terpanoides (hopanos) e derivados de
esterodides (esteranos) (KASSIM & SIMONEIT, 2001).
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Figura 19. Estruturas quimicas de alguns hidrocarbonetos. (a) saturados e (b) insaturados n-hexeno.
Fonte: GAMA, 2008; SOUZA, 2003.

Os alcanos sao hidrocarbonetos de cadeia aberta e saturada que apresentam
somente ligacdo simples entre os atomos de carbono, também sdo conhecidos
como parafinas normais. O termo parafinas vem do latim parum = pequena + affinis
= afinidade, e significa pouco reativas. O menor dos alcanos € o metano. Algumas
das propriedades fisicas dos alcanos é que a temperatura ambiente (25°C) até
quatro atomos de carbono em cadeia linear estdo na forma de gases, o n-alcanos de
C5 até C17 séo liguidos e os n-alcanos com mais de 18 atomos de carbono séo
solidos (BENTO, 2005).

Ja& os isoprendides sao hidrocarbonetos parafinicos que apresentam
ramificacdo em um ou mais a&tomos de carbono. Esse grupo apresenta uma grande
importancia nos estudos geoquimicos. Os isoprendides mais abundantes no petréleo
sdo o pristano (2, 6, 10, 14 tetrametil pentadecano-C,¢) e o fitano (2, 6, 10, 14
tetrametil hexadecano —C5p), juntos somam mais que 55% de todos os isoprendides
aciclicos (TISSOT & WELTE, 1984; HUNT, 1995).

A concentracdo de hidrocarbonetos saturados no petréleo depende da natureza
e do tipo da matéria organica, do ambiente deposicional e a maturacdo. As

concentracbes dos n-alcanos podem aumentar durante a catagénese da matéria
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organica das rochas geradoras conforme o decorrer do processo de evolugéao
térmica. Oleos que apresentam pouca quantidade de n-alcanos, principalmente os
mais leves podem ter sofrido processo de biodegradacéao ou evaporacao.

Quando comparados aos n-alcanos os hidrocarbonetos insaturados (alcenos)
contém um numero menor de hidrogénio por &tomos de carbono, possuem ligacdes
duplas ou triplas entre seus atomos de carbono e sdo quimicamente instaveis; no
petréleo sdo encontrados na forma de n-hexeno, n-hepteno e n-octeno (TISSOT &
WELTE, 1978).

V. 1.1.2. Hidrocarbonetos Aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos sdo compostos organicos que possuem
alternadamente ligagbes carbono-carbono simples e dupla em uma estrutura ciclica
com seis atomos de carbono (WAPLES, 1981). O composto mais simples desta
classe é o benzeno que aparentemente é apenas um composto insaturado ciclico
contendo varias duplas ligacbes, mas na verdade € notavelmente estavel e
quimicamente bastante diferente dos compostos insaturados. A ligacdo quimica do
benzeno gera um aumento na densidade do elétron entre os atomos interligados e
esta densidade é mais favoravel a dupla ligacdo do que a simples (BARKER, 1979;
WAPLES, 1981).

O anel benzénico pode ligar-se a outros anéis aromaticos formando anéis
aromaticos polinucleares, juntar-se a anéis saturados formando compostos
cicloaroméaticos ou pode também ligar-se a cadeias lineares formando
alquilaromaticos. Os compostos aroméaticos possuem baixo contetdo de hidrogénio
e isto é comprovado quando se compara benzeno com a parafina normal ciclica de
carbonos (BARKER, 1979).

Os hidrocarbonetos aromaticos possuem um ou mais anéis benzénicos
(também chamados de anéis aroméaticos), que sdo constituidos por ligacdes duplas
e simples que se alternam em anéis com seis atomos de carbono (benzendides)
(Figura 20).

Uma das principais caracteristicas dos compostos aromaticos esta

relacionada a sua elevada estabilidade quimica, quando comparada a de outros
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compostos insaturados, que esta associada a habilidade dos elétrons que participam
das ligacdes ocuparem uma extensa regiao do anel (ATKINS, 2000).
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Figura 20. Estruturas quimicas de alguns hidrocarbonetos aromaticos benzendides. Fonte: GAMA,
2008.

A biodegradacdo (processo natural onde microorganismos se utilizam, no
caso, de hidrocarbonetos de petrdleo como fonte de alimento, transformando-os em
subprodutos que consequentemente serdo degradados a carbono e agua) destes
hidrocarbonetos é lenta e esta associada a efeitos crénicos e carcinogénicos.

Os hidrocarbonetos com dois ou mais anéis aromaticos séo denominados de
Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA), também classificados como
Poluentes Organicos Persistentes (POP). Constituem os principais produtos da
combustdo incompleta da matéria organica, sendo potencialmente perigosos e
amplamente distribuidos pelo meio ambiente na forma de misturas complexas.
Alguns HPAs sdo mutagénicos ou carcinogénicos, com atividade dependente de sua

forma molecular.

IV.1.1.3. NSO

Quando o esqueleto basico da molécula de um composto de petrdleo é
formado de um hidrocarboneto contendo heteroatomos como: enxofre, nitrogénio e
oxigénio; sdo conhecidos como a fracdo de nao-hidrocarbonetos (NSO). Estes
compostos estdo presentes nas fragbes de asfaltenos e resinas. Dentre esses
compostos podemos citar os Tibdis (mercaptans), Sulfetos organicos, Tiofeno e seus
derivados. Esses compostos contém enxofre em suas moléculas com numero de
atomos de carbono inferior a 25 (Figura 21). O enxofre é o terceiro atomo mais
abundante no petréleo e sua concentragdo média é de 0,6% (TISSOT & WELTE,
1984; HUNT, 1996).
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Figura 21. Estrutura quimica de um hidrocarboneto contendo enxofre na sua molécula. Fonte:
TISSOT & WELTE, 1984 apud SOUZA, 2003.

A principal participacdo dos compostos nitrogenados é encontrada nas
fracbes com elevado peso molecular e ponto de ebulicdo tendo uma concentracéo
menos que 0,2% no total de compostos contidos no petréleo (Figura 22). Os fenadis,
cetonas, ésteres e acidos graxos saturados sdo 0s principais compostos que contém
oxigénio como heteroatomo (TISSOT & WELTE, 1984; HUNT, 1996).
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Figura 22. Estrutura quimica de um hidrocarboneto contendo nitrogénio na sua molécula. Fonte:
TISSOT & WELTE, 1984 apud SOUZA, 2003.

A principal diferenca entre os asfaltenos e as resinas baseia-se na
solubilidade em n-hexano. As resinas sao sollveis enquanto que os asfaltenos séo
insollveis e precipitam. Entretanto, ambos sé@o soltveis em benzeno e cloroférmio.
Por possuirem propriedades semelhantes, as resinas e os asfaltenos
freqientemente ocorrem associados, formando particulas coloidais (TISSOT &
WELTE, 1984; HUNT, 1996).

As particulas dos asfaltenos existentes no petréleo estdo parcialmente
dissolvidas na forma micelar, dependendo da polaridade do 6leo e da presenca de
outros componentes. O colbéide é formado quando grandes particulas de asfalteno
ficam estabilizadas em solugédo por adsorcéo de resinas em sua superficie fazendo

com que as particulas de asfaltenos se afastem, superando as forcas de Van der
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Waals existentes entre elas, impedindo assim a formagéo de agregados (PRIYANTO
& MANSOORI, 2001).

Conhecer a forma pela qual os heteroatomos estéo ligados e distribuidos nas
moléculas de asfalteno e de resinas € de grande importancia para a exploracdo e
producdo de petroleo. Esses elementos sdo responsaveis por interacdes inter e
intramoleculares que podem afetar algumas das propriedades dos asfaltenos, das
resinas e do proprio petroleo (SPEIGHT, 1991).

Na composicdo quimica dos NSO também podem ser encontradas
substancias que possuem carbonos ligados a metais (C-metal) em pequenas
guantidades (ALLINGER et al., 1976), e entre eles predominam o niquel e o vanadio.
Outros metais como ferro, zinco, cobre, chumbo, arsénio, molibdénio, cobalto,
manganés e cromo também sdo encontrados, porém em menores concentracdes
(TISSOT & WELTE, 1978).

IV. 1.1.4 Biomarcadores

Aumentando a complexidade molecular do petréleo encontram-se na sua
composi¢cdo, compostos ndo mais lineares e sim anelares, estes sdo denominados
de biomarcadores.

Os biomarcadores ou fosseis geoquimicos ou ainda marcadores biolégicos
Sa0 compostos que ocorrem como misturas complexas em sedimentos e petréleos.
Esses compostos possuem relacao direta com aqueles que ocorrem em organismos
vivos, o que permitem inferir com respeito as suas origens (BORIN, 2003).

Estes compostos organicos podem estar presentes em materiais geoldgicos
(petréleos, rochas sedimentares e carvfes), cujas estruturas sofreram pouca ou
nenhuma alteracdo em relacdo as estruturas das substancias biologicas (PHILP,
1985).

A andlise dos biomarcadores pode fornecer informacdes sobre: reconstituicao
do ambiente deposicional; avaliagdo do grau de biodegradagdo, tanto em
reservatorios como em ambientes contaminados por Oleo; caracterizacdo da
migracéo do 6leo ao longo do reservatoério; avaliacdo do grau de maturacdo do 0leo;

identificacdo de contaminagbes de ambientes naturais por hidrocarbonetos
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(CONNAN, 1981; MACKENZIE, 1984; PHILP & LEWIS, 1987; PETERS &
MOLDOWAN, 1993).

Os principais tipos de biomarcadores sao: terpanos, triterpanos pentaciclicos
ou hopanos e esteranos regulares e rearranjados ou diasteranos (PETERS &
MOLDOWAN, 1993).

Os esteranos e 0s hopano sao constituidos de anéis condensados de 5 a 6
atomos de carbono (PETERS & MALDOWAN, 1993). O triterpanos (hopanos) e
esteranos (Cjzp) diferem na estrutura, mas ambos séo derivados de seis unidades de
iIsopreno, enquanto tetraterpanos (Cao) contém 8 unidades.

A classe dos terpanos inclui os terpanos triciclicos e tetraciclicos, os quais se
constituem importantes tracadores geoquimicos, pois ocorrem na maioria dos 6leos
brutos. Os terpanos triciclicos ocorrem entre CigHz4 € C3oHsg, €enquanto a série dos
tetraciclicos € menor, com apenas 0os membros C24-C27 comumente observados
(PHILP, 1985). Os terpanos sdo compostos organicos cuja cadeia molecular
constitui-se de multiplos de isoprenos, classificados segundo a unidade terpanica
basica (CioH20) como: monoterpano (Cio), sesquiterpano (Cis), diterpano (Czo),
triterpano (Czo), tetraterpano (Cyo) € politerpanos (>Cyo). Os triterpanos podem ainda
conter de trés a seis anéis nafténicos, sendo conhecidos como: triterpanos triciclicos
(3 anéis); triterpanos tetraciclicos (4 anéis); triterpanos pentaciclicos ou hopanos (5
anéis); e gamacerano (6 anéis) (PETERS & MOLDOWAN, 1993).

Os esteranos sdo comuns em sedimentos marinhos tipicamente entre C27-
C29 (SIMONEIT, 1978) (Figura 23a).

Os esteranos e outros hidrocarbonetos esteroides (esterenos, diasterenos, e
diasteranos) sdo derivados de esterdis, ou cetonas esteroidais, sendo originados de
vegetais terrestres superiores e algas. Sao derivados diageneticamente dos esterois
em organismos eucariotes, principalmente plancton e, em menor extensao, em
vegetais superiores (SEIFERT & MOLDOWAN, 1986; VOLKMAN, 1986; DE LEEUW
& BASS, 1986). Estes biomarcadores sdo menos resistentes a degradacao
bacteriana frente aos hopanos (PETERS & MOLDOWAN, 1993; PETERS et al.,
1996).

Juntamente aos esteranos regulares, esteranos rearranjados ou diesteranos,
também ocorrem em combustiveis fosseis, sendo estes Ultimos muito mais
resistentes a degradacdo que os primeiros (ABOUL-KASSIM & SIMONEIT, 1996;
PHILP, 1985). As classes dos terpanos ocorrem na maioria dos oleos brutos e inclui
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0s terpanos triciclicos e tetraciclicos, 0os quais se constituem importantes tracadores
geoquimicos (Figura 23b). Diasteranos sao produtos de um rearranjo molecular dos
diasterenos correspondentes. Primeiro ocorre a conversdao dos esteroides a
diasterenos durante a diagénese por meio de reacdes catalisadas por sitios acidos
presentes em argilas. Por dltimo, os diasterenos sé@o reduzidos a diasteranos de
isomeria 138,17a(H)20S e 20R e 13a,17B(H)20S e 20R (PETERS & MOLDOWAN,
1993).

Os biomarcadores de petroleo mais largamente utilizados em estudos
geoquimicos organicos sdo os hopanos, estes possuem mais de 150 derivados
individuais ja isolados de varios tipos de material organico sedimentar (OURISSON
et al., 1979) (Figura 23c).
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Figura 23. Estrutura quimica de biomarcadores de petrdleo. (a)esteranos, (b) terpanos e (c) hopanos.
Fonte: BARBOSA, 2005.

Os hopanos sdo compostos por trés séries estereoisdmeras, conhecidas por:
17B(H), 21B(H) — hopanos, 17B(H), 21 a(H) — hopanos, 17 a(H), 213(H) — hopanos.
Compostos da série Ba sdo também chamados de moretanos. A notacdo a e f3
indica a posicdo do atomo de hidrogénio, ligado ao carbono 17 ou 21 do ciclo, em
relacdo ao plano que contém os ciclos, acima (a) ou abaixo (B). Hopanos com a
configuracdo 17a(H), 21B(H) variando de 27 a 35 atomos de carbono sao
caracteristicos do petréleo devido a sua grande estabilidade termodinamica, quando
comparados com as outras séries epimeéricas (B e Ba). A série BB (22R), conhecida
como configuracdo bioldgica, geralmente ndo é encontrada no petréleo em funcgéo
de sua instabilidade térmica (BAUER et al., 1983, apud PETERS & MALDOWAN,
1993). A configuracédo 17a(H), 21B8(H) de hopanos € encontrada no petrdleo e em

sedimentos antigos mais estaveis termodinamicamente.
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IV. 1.1.4.1 Biomarcadores e origem

Nos ultimos anos os biomarcadores vém sendo bastante utilizados para
caracterizacdo de ambientes deposicionais, sendo possivel através destes distinguir
rochas geradoras de diferentes ambientes (CABRAL, 2006).

Segundo Regato (2008):

Oleos ligados aos ambientes deposicionais lacustres e marinhos deltaicos
tendem a ter distribuicdes com predominio dos componentes de cadeia
longa (C,,-Css) com preferéncia impar sobre par, indicando um maior aporte
de lipideos de cadeia longa das plantas superiores (ceras de folhas) e algas
de agua doce (Botryococcus Braunii). Em contraste, um ambiente marinho
tende a gerar 6leos com distribuicdo de n-alcanos impares e/ou pares de
baixa massa molecular (ao redor de C17), refletindo um aporte de
fitoplanctons marinho (BRASSELL et al., 1978; TISSOT & WELTE, 1984).

As razfGes de biomarcadores, quando comparadas com outros parametros,
sdo bastante Uteis na descricdo da rocha geradora mesmo quando somente as
amostras de 0Oleo estdo disponiveis (PETERS et al., 2005).

Os parametros moleculares mais usados na caracterizacdo de ambientes

deposicionais séo relacionados na Tabela 2:



Tabela 2. Principais razdes de biomarcadores utilizados como parametros de origem.

Razdes Importancia

Raz&o Hopano/Esteranos

Reflete a maior contribuicdo de organismos
procariéticos (bactérias) ou organismos
eucarioticos (algas e plantas superiores).

Correlagdo entre Esteranos
Regulares C;7-Cpg-Cpo

Fornecer informacdes importantes dos
Paleoambientes.

Razéo Diasteranos/Esteranos

Utilizada principalmente para distingdo entre
petréleos de origem carbonatica e de origem
siliciclastica.

Razéo Terpanos Triciclicos/
17a(H),21B(H)-hopano

Proposta como parametro de correlacéo.

Razdo Terpano
Tetraciclico/17a(H),21B(H)-
hopano

Bastante utilizada na caracterizagéo de
ambientes deposicionais.

Razdo Ts/Tm

Razdo C34/C3s aff hopanos

Relacionado com o ambiente de deposicéo.

indice de Gamacerano
(Gam/17a(H),21B(H)-hopano)

Indicador de salinidade dos ambientes
deposicionais e indicador da eficiéncia da
estratificacdo da coluna d’agua.

Razéo dos Poliprendides
Tetraciclicos (TPP’s)

Permitem uma melhor diferenciacéo entre os
ambientes lacustres e marinhos.

Fonte: adaptado de CABRAL, 2006.
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IV. 1.2 ALTERACOES FISICAS E QUIMICAS DO PETROLEO NO MEIO AMBIENTE

Quando um derrame de petréleo ocorre no mar, o 6leo estd sujeito a
processos de intemperismo (alteragbes nas caracteristicas iniciais do
hidrocarboneto), que podem ocorrer simultaneamente, mas a diferentes velocidades
(Figura 24). A velocidade e a extensdo desses processos dependem das
propriedades fisicas e quimicas do Oleo original e de condicdes ambientais:
temperatura, velocidade e dire¢cdo dos ventos e das correntes marinhas (SOUZA,
2003).

O comportamento de Oleos nos ecossistemas depende da composicao
quimica do petrdleo e da atuagdo de processos como evaporacdo, emulsificacéo,
dissolucéo, foto-oxidagéo (Figura 10) e de interacdes entre 6leo, sedimentos e agua

e tem como objetivo reduzir a concentracdo de diferentes grupos de compostos,
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modificando as caracteristicas quimicas e fisicas do petrdleo (JORDAN & PAYNE,
1980).

Evaporagao

Dispersao Biodegradacdo

Oxidagao

Sedimentagﬁo%

Espalhamento

Hora Dia Semana Més Ano

Figura 24. Importancia relativa dos processos de intemperismo do 6leo. Fonte: modificado ITOPF,
2002.

O espalhamento e estiramento da mancha de 6leo sobre a superficie do mar
é facilitada pela tensdo superficial que existe entre a superficie da agua e o 6leo,
devido a suas caracteristicas hidrofébicas. Os mecanismos de espalhamento e
estiramento da mancha dependem, principalmente, da viscosidade do petrdleo. O
espalhamento € responsavel por tornar as bordas das manchas de 6leo mais
espessas, enquanto que o estiramento alonga e alinha as manchas na direcéo do
vento e das correntes marinhas (FINGAS, 1998a).

Um processo importante é a evaporacdo, responsavel pelas perdas
significativas de volume de Oleos leves e médios derramados no mar e pelas
mudancas ocorridas no 6leo durante um derrame. Dependendo de sua composicado
em poucos dias um petréleo leve pode perder até 75% de seu volume e os médios
até 40%. Um aliado importante a esse fator nos ambientes tropicais sdo as
temperaturas elevadas fazendo com que a perda por evaporacao dos componentes
volateis do petréleo seja mais rapida tendo como resultado a diminuicdo dos efeitos
toxicos sobre a microflora local (FINGAS, 1998b).

O terceiro fator mais importante é a dispersao natural do petréleo no mar
gue é caracterizada pelo movimento de gotas de 6leo, com tamanhos que variam de

1 a 50 microns, na coluna d’agua, intensificado pela turbuléncia das ondas. Estudos
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mostraram que a dispersdo ocorre preferencialmente com os componentes da
fracdo de hidrocarbonetos saturados e que a presenca de quantidades significativas
de asfaltenos retarda esse processo, pois 0S compostos polares do petréleo
estabilizam a emulsdo Oleo-agua (FINGAS, 1998a). A dispersdao do Oleo em
pequenas gotas favorece o seu contato inicial com os microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos naturalmente presentes no mar, através do mecanismo de
adeséao favorecendo o processo de biodegradacéao.

Ja o processo de dissolugdo ocorre somente em uma pequena porcao do
0leo, mas é considerado um parametro importante na avaliagdo ecotoxicologica de
um derrame, pois envolve a solubilizacdo parcial dos compostos aroméaticos de
baixos pesos moleculares, extremamente toxicos (com potencial carcinogénico e
neurotdxico) (WANG et al., 1995; WANG & FINGAS, 1998).

A emulsificac8o, mistura de liquidos ndo misciveis, acontece através do
equilibrio de cargas elétricas existentes entre a superficie das pequenas gotas de
0leo e as moléculas de agua ao seu redor. Ela causa um aumento no volume do
poluente, quando comparado com o volume do 6leo derramado inicialmente, em
funcdo da quantidade de &gua que é incorporada ao 6leo durante a emulsificacado.
Os valores de viscosidade da emulséo 6leo - agua também s&o maiores que os do
Oleo original. A formacdo do chamado mousse diminui a disponibilidade do éleo ao
processo de evaporacdo e de biodegradacdo, conduzido por microrganismos
naturalmente presentes no mar (FINGAS et al., 1995; FINGAS et al., 1996; FINGAS
et al., 1998).

A foto-oxidacdo é uma reacdo de oxidacdo catalisada pela radiacdo
ultravioleta do sol. Mas nem todos os componentes do petrleo sdo sensiveis a
radiacdo ultravioleta, o que pode ser confirmado em uma pesquisa realizada por
Garret et al. (1998). Nessa pesquisa foi avaliada a sensibilidade dos diferentes
componentes de Oleos leves a radiacdo ultravioleta produzida por uma fonte
artificial, ao longo de 48 horas de exposicdo. Os resultados analiticos mostraram que
0S compostos saturados nao sofreram alteracdes significativas durante o teste e que
0S mais atingidos pela radiacdo foram principalmente, os fenantrenos,
dibenzotiofenos e crisenos alquilados. O aumento dessa sensibilidade estava
diretamente relacionado ao numero de substituicbes de radicais alquilas nas

moléculas.
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A sedimentacdo é iniciada apés o aumento da densidade do petréleo, como
resultado da acdo dos outros processos de intemperismo. Os compostos saturados
sdo predominantes na maioria dos 6leos, e sdo mais suscetiveis a evaporacao e a
dispersdo. Os compostos aromaticos de baixo peso molecular sdo parcialmente
soliveis em 4gua, mas evaporam rapidamente apds um derrame, enquanto 0s
aromaticos de elevado peso molecular ndo apresentam o mesmo comportamento.
As resinas e os asfaltenos possuem propriedades similares, sendo ambos 0s grupos
estaveis aos processos de evaporacdo, dispersdo e biodegradacdo (FINGAS,
1998a). A ingestdo do Oleo por zooplactons e sua posterior excre¢cado associada as
pelotas fecais também €é um dos mecanismos pelos quais se processa a
sedimentacao do petroleo

O processo de biodegradacédo é controlado, em parte, pela disponibilidade
do 6leo no meio liquido, o que faz da sedimentacdo um mecanismo que pode
favorecer o ataque microbiano ao petréleo (BRAGG & OWENS, 1994; OWENS et
al., 1994).

A biodegradacdo € um dos processos mais importantes envolvidos no
intemperismo e na eventual remocéo de petréleo do ambiente, particularmente para
0S componentes ndo volateis do petréleo (ZHU et al., 2001). Quando esses
ambientes sdo expostos a derrames acidentais, ocorre o fendmeno de adaptacao ou
aclimatacdo de certas populacdes de bactérias, que passam a reconhecer 0s
componentes do 6leo como fonte de carbono, iniciando o processo de degradacao
(CRAPEZ et al., 2002).

Na natureza, a biodegradacdo do 6leo normalmente envolve bactérias de
diferentes géneros e espécies, cada uma especializada em degradar uma ou varias
fracbes do Oleo derramado. A degradacdo do petrdleo envolve uma reacédo
sequencial e progressiva, no qual certos microorganismos fazem o primeiro ataque
aos constituintes de petroleo, produzindo compostos intermediarios que serao
utilizados por um grupo diferente de organismos e assim, sucessivamente
(KARRICK, 1997). A biodegradacdo depende de fatores tais como temperatura e
disponibilidade de nutrientes em contato 6leo-agua (ASIF et al., 2009).

Na maioria dos estudos, aumentar a biodegradacéo de hidrocarbonetos de
petrdleo especifica depende da populagdo microbiana presente. A composi¢cdo da
populacdo microbiana é afetada pelas condigcbes ambientais e pela composicao dos
hidrocarbonetos (BENTO et al., 2005).
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A Tabela 3 mostra uma sintese dos principais processos de intemperismo,

suas consequéncias, escala de tempo e fatores que influenciam em cada um dos

processos.

Tabela 3. Sinteses dos principais processos de intemperismo do 6leoc no mar.

Processo

Consequéncias

principais

Escala de tempo

Fatores de influéncia

Espalhamento

Determinante da area da
mancha.

Primeiros momentos do
derrame (minutos a poucas
horas)

Gravidade, inércia,
viscosidade e tensé@o
superficial.

Perda de massa da mancha

Area e espessura da
mancha e coeficiente de

Evaporagdo e aumento da viscosidade e Primeiras horas
densidade. transferéncia de massa.
Disperséo do éleo na Horas a dias Condig¢Ges maritimas e
Disperséo superficie da coluna d’agua. meteorolégicas.
Perda de massa. Rapidamente apds o Presenca de
Dissolugé&o Importante sob o ponto de derrame (até 15 minutos) hidrocarbonetos soluveis.

vista toxicolégico.

Emulsificacao

Aumento da viscosidade e
volume da mancha,
préxima ao valor da
densidade da agua.

Horas a dias

Turbuléncia, temperatura e
composicéo do dleo.

Oxidacéo

Aumento do contetdo de
fracOes persistentes.
Influencia a emulsificagdo.

Detectavel apés uma
semana ou mais

Incidéncia de luz solar.

Sedimentacao

Remocao do éleo da coluna
d’agua.

Horas a dias

Aumento da densidade
devido ao intemperismo do
Oleo.

Biodegradacgao

Destino final de grande
parte do 6leo dissolvido,
disperso na coluna d’agua e
sedimentado.

Semanas a meses. Pode
continuar por anos.

Composigédo da biota,
concentragdo de nutrientes
e oxigénio.

Fonte: adaptado de SOUZA, 2003.

IV. 1.3 CONTAMINAGCAO POR PETROLEO

Os 6leos podem atingir o meio ambiente por fontes naturais, como infiltracéo
natural de petroleo do fundo do mar para a coluna d’agua sobrejacente, ou por
fontes antropogénicas, através de liberacbes de 6leo cru e produtos refinados nos
processos de exploracdo e producao, de grandes derramamentos que ocorrem em
acidentes durante o transporte e nas atividades de rotina e liberagbes relacionadas
com as atividades de consumo. Atualmente, as fontes antropogénicas sao as que
mais contribuem para a contaminacdo do meio ambiente por hidrocarbonetos (NRC,
2003; NEVES, 2006).
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Os hidrocarbonetos presentes nos ecossistemas aquaticos sao originados de
varias fontes, as quais podem ser agrupadas nas seguintes categorias
(UNEP/IOC/IAEA, 1992; CLARK, 2001):

1) aportes de petroleo e produtos derivados;

2) aportes de efluentes domeésticos e industriais;

3) hidrocarbonetos liberados como resultado da combustdo parcial de
combustiveis;

4) hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) originados da queima de
florestas e pastagens;

5) biossintese de hidrocarbonetos por organismos marinhos e terrestres;

6) transformacédo diagenética de produtos naturais ndo-hidrocarbonetos para
hidrocarbonetos.

A contaminacao de solos e do ambiente hidrico por petréleo, geralmente se
da por perdas ou rompimentos de dutos, ou por acidentes ocorridos no seu
transporte. O transporte do petréleo é realizado através de oleodutos terrestres e
marinhos e de navios tanque, podendo resultar, inevitavelmente, em acidentes com
vazamentos de Oleo para o meio ambiente. Os vazamentos podem ocorrer também
nas operacdes de exploracdo e producdo do petroleo (upstream), ou no refino e
distribuicdo de seus derivados (downstream) (SOUZA, 2003; BENTO, 2005).

Apesar das principais atividades de transporte e transferéncia de oOleo
ocorrerem no mar, portos e rios, 0s acidentes ndo estao limitados a essas areas. Em
qualguer lugar em que o petréleo esteja sendo explorado, produzido, estocado,
refinado e transportado, existe o perigo potencial de derrames acidentais que podem
vir a causar danos a fauna e flora, e ainda alterar o meio ambiente, principalmente
0s ecossistemas marinhos (SOUZA, 2003).

Muitos derrames no mar, envolvendo pequenos volumes de Gleo, ocorrem
como resultado da lavagem de tanques de navios petroleiros e do descarregamento
de &gua de lastro contaminada por 6leo (SOUZA, 2003). A maior parte do 6leo que
chega aos oceanos € proveniente de eventos menos agudos, como descargas
rotineiras de navios, poluicdo atmosférica e o6leo lubrificante descartado em aguas
pluviais. Entretanto, sdo os derramamentos provenientes de dutos e navios que
recebem maior apelo para seu combate, devido a grande visibilidade e pelas
consequéncias tragicas que a poluicdo aguda pode provocar sobre os ecossistemas
atingidos (SOUZA FILHO, 2006).
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Os derramamentos consistem em uma das principais causas da poluicao
acidental por O6leo, principalmente no Brasil, onde a maior parte do petrdleo e
derivados é transportada por petroleiros (SILVA, 2004a).

Por serem constituintes de diferentes grupos de compostos organicos, 0s
hidrocarbonetos apresentam um grande potencial como indicadores dos niveis e
origens do material natural e antropogénico no ambiente (BICEGO, 1988;
BOULOUBASSI & SALIOT, 1993a; FIGUEIREDO, 1999; MEDEIROS, 2000;
NISHIGIMA et al., 2001; MEDEIROS & BICEGO, 2004a; MEDEIROS & BICEGO,
2004b; MEDEIROS et al., 2005).

Nos sedimentos aquaticos, os hidrocarbonetos sédo freqiientemente
encontrados na forma de misturas complexas originarias de multiplas fontes, cuja
distincdo € possivel através do estudo combinado de hidrocarbonetos alifaticos,
aromaticos e através da andlise de moléculas especificas, denominadas marcadores
geoquimicos (BOULOUBASSI & SALIOT, 1993b; PETERS & MOLDOWAN, 1993;
MEDEIROS, 2000; MEDEIROS et al., 2005).

Os compostos mais Uteis na investigacao das fontes antropogénicos sao 0s
n-alcanos, alcanos isoprendides e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)
seguido dos biomarcadores de petréleo (terpanos, hopanos e esteranos)
(VOLKMAN et al., 1992; PETERS & MOLDOWAN, 1993; READMAN et al., 2002).
Os alquil-benzenos lineares (LABs) também sdo uma classe de hidrocarbonetos que
podem ser usados como indicadores de contaminagdo por efluentes domésticos
(esgotos) (TAKADA et al., 1992; MEDEIROS, 2000; MEDEIROS et al., 2005).

A poluicdo pode atingir drastica e rapidamente o ambiente marinho, com
morte instantanea do plancton, ou ainda pela bioacumulacdo, que é o fenbmeno
através do qual os organismos vivos acabam retendo dentro de si algumas
substancias téxicas que vao se acumulando também nos demais seres da cadeia
alimentar até chegar ao homem, sendo um processo lento de intoxicacdo e muitas
vezes letal (GEO BRASIL, 2002).

Nos acidentes com derramamento de petréleo a primeira providéncia é
identificar a fonte poluidora e controlar o vazamento. Isto pode ser feito através da
estabilizacdo do navio tanque, pela interrupcdo do fluxo de Oleo no oleoduto
danificado, ou o reparo imediato do poco, devendo-se a seguir ser acionado o plano
de contingéncia e selecionadas as melhores tecnologias aplicaveis a situagéo
(NORDVIK et al.,1995 apud SOUZA, 2003).
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A identificacdo da fonte dos 6leos derramados se torna cada vez mais dificil
com o passar do tempo, devido a alteragBes na composicdo do petréleo causada
pela exposicao a luz, ar, agua e microorganismos. Devido aos grandes incidentes
por derrame de hidrocarbonetos e outros tipos de poluicdo, o desenvolvimento de
sistemas eficazes e métodos analiticos sdo necessario para caracterizar estes
derramamentos e identificar as principais fontes. Tais métodos sdo também de uma
importancia fundamental para a melhor resposta aos derrames de petréleo, uma vez
que estes métodos iriam ajudar a monitorar hidrocarbonetos derramados e

quantificar o grau de degradacao do Oleo (BARAKAT et al., 2002).



CAPITULO V
Estado da Arte
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V. 1l. ESTADO DA ARTE

O histoérico do desenvolvimento das técnicas de biorremediacdo usadas em
limpeza de derrames acidentais de O6leo demonstra que a biorremediacdo € uma
tecnologia que se estabelece através da interacdo dos segmentos cientificos,
tecnologicos e das agéncias de controle ambiental (SOUZA, 2003). A
biorremediacdo recebeu maior atencdo, principalmente depois do acidente com
Exxon Valdez, navio petroleiro que liberou em 24 de Margo de 1989 cerca de
35.500t de petroleo bruto nas &guas de Prince William Sound, Alasca (PWS)
(BRADDOCK et al., 1995).

V. 1.1 HISTORICO DA BIORREMEDIACAO NO MUNDO

Desde a década de 1940 que os processos de biorremediacdo vém sendo
estudados por microbiologistas, mas foi no final dos anos 80 que se tornou mais
conhecida. Segundo Hoff (1993), o histérico da biorremediacdo se divide em trés

periodos:

Periodo de investigacdo (Antes de 1989) - Esse periodo foi marcado por
pesquisas académicas, embora algumas publicac6es sobre uso da biorremediacéo
nesta época ja tivessem sido documentadas.

Varios estudos foram desenvolvidos para descrever a degradacao do 6leo no
ambiente marinho apés o derrame ocorrido em 1978, nas costas da Bretanha,
Franca causado pelo petroleiro Amoco Cadiz, que liberou cerca de 290 milhdes de
litros de 6leo no mar. Os pesquisadores concluiram que a biodegradagcdo era um
importante vetor do processo conhecido como intemperismo do 6leo promovendo
alteracdes nos seus componentes. Observaram também, que houve uma fase de
adaptacado rapida dos microrganismos autoctones logo apos o derrame, e que ela
estava relacionada as exposicdes frequentes da microflora local a agua de lastro de
navios tanque (HOFF, 1993; ATLAS, 1995a).
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Em Julho de 1979 na tentativa de minimizar o impacto ambiental causado
pelo blow out do poco exploratdrio Ixtoc-1, localizado sob 48 metros de Iamina d’agua
da Baia de Campeche, Golfo do México foram usados dispersantes quimicos e
barreiras flutuantes com o objetivo de evitar que a mancha de 6leo atingisse a costa.
Esperava-se que a degradacdo do 6leo ocorresse de forma rapida, considerando
que no Golfo do México a populagdo microbiana também est4 adaptada a presenca
de petrdleo. Entretanto, grande parte do 6leo formou uma emulsdo ("mousse de
chocolate"), restringindo o acesso dos 20 microrganismos a parte interna da massa
de petréleo emulsionada (ATLAS, 1995b), Estudos mostraram que a dissipacdo do
Oleo foi controlada a partir do conhecimento das propriedades fisicas do 6leo
(tamanho das gotas e densidade), e pelas correntes marinhas (BOEHM & FIEST,
1982).

Durante a década de 1980 inumeros produtos comerciais foram
desenvolvidos para serem utilizados como agentes de biorremediacdo. Alguns
destes produtos utilizados foram principalmente nutrientes, mas a maioria foi obtida
a partir da crescente industria biotecnolégica e inclui varios tipos de microrganismos,
mas neste periodo ndo se tem conhecimento da aplicacdo da técnica em derrames
de 6leo no mar (HOFF, 1993). As pesquisas sobre biorremediacdo continuaram
evoluindo, mas a técnica era usada somente no tratamento de solos contaminados
por 6leos provenientes de vazamentos de tanques de reserva.

Vérias outras possiveis razdes para o fracasso de inéculos na degradacéo de
contaminantes na natureza foram resumidos por Goldstein et al. (1985), que
incluem: a concentracdo do contaminante pode ser demasiada baixa para suportar o
crescimento das espécies inoculadas; o ambiente natural pode conter substancias
gue inibem o crescimento ou a atividade do in6culo; o crescimento da taxa das
espécies inoculadas pode ser limitada pela predacdo, como protozodrios; as
espécies adicionadas podem utilizar outros substratos na natureza em vez de os
contaminantes de interesse; e 0S microorganismos semeados podem ser incapazes

de se mover através dos poros do sedimento dos contaminantes.

Periodo de atencéo (1989 — 1991) — Neste periodo a técnica de biorremediacao
recebeu grande atencéo, principalmente depois do acidente causado pelo petroleiro

Exxon Valdez na baia de Prince William, Alasca.
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S6 em marco de 1989 que foram criados protocolos para o uso dos testes de
biorremediacado, apdés o derrame de 40 milhdes de litros de 6leo do Exxon Valdez,
contaminando mais de 500km de costa (PRITCHARD & COSTA, 1991). Os testes
recomendaram o uso dos agentes de reforco de biorremediacéo, Inipol (Inipol EAP
22 fabricado pela ElIf Aquitaine da Franca) e Customblen (Customblen 28-8-0-
fabricado pela Sierra Chemicals da Califérnia) e apresentaram resultados positivos
formando uma base para que a nova tecnologia passasse a ser usada em maior
extensdo na limpeza da costa onde foram tratadas mais de 70 milhas da costa de
Prince William Sound com estes agentes (PRITCHARD & COSTA, 1991; HOFF,
1993).

Ainda em 1989, estudos de laboratério e em escala piloto mostraram que a
bioestimulacdo € uma abordagem promissora no aumento da biodegradacao de
petrdleo. A eficacia de varios tipos de nutrientes e as estratégias de distribuicéo
ainda requer demonstracdo de campo. Sveum & Ladousse (1989) investigaram o
desempenho de Inipol EAP 22 em diferentes tipos de sedimentos. Os resultados
mostraram que o adubo oleofilico tem sucesso na biodegradacdo de petréleo em
sedimentos de granulacdo grossa, mas ndao em sedimentos finos.

Em janeiro de 1990, o derrame produzido pelo rompimento de um oleoduto da
refinaria de Exxon Bayway em Linden, Nova Jersey, EUA, contaminou uma praia da
Prall’s Island. A maior parte do 6leo foi removida por meios mecanicos e depois se
iniciou um experimento de biorremediacdo com o uso do fertilizante Customblen.
Foi verificada a biodegradacéo do 6leo, provavelmente em funcdo da lixiviacdo dos
nutrientes e dos niveis elevados de microrganismos degradadores presentes
naturalmente nos sedimentos, em funcédo de exposi¢cées cronicas da microflora ao
petréleo (HOFF, 1992).

Também em 1990 ocorreu uma explosao durante a transferéncia de 6leo do
navio tanque Mega Borg, proximo a Galveston, Texas. O Oleo foi derramado
continuamente durante os nove dias seguintes. A Texas Water Commission recebeu
autorizacdo para aplicar sobre a mancha microrganismos produzidos
especificamente para biorremediacdo, cujo nome comercial € Alpha BioSea. Os
resultados das analises cromatograficas nao foram conclusivos, pois mostraram uma
grande variabilidade entre as amostras coletadas, comprovando a dificuldade de se
conseguir amostras representativas em mar aberto (HOFF, 1992; ATLAS, 1995a).

O blowout de um poco localizado em offshore de Seal Beach, Califérnia, EUA,
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ocorrido em novembro de 1990, derramou 1.500 litros de 6leo no mar, contaminando
0s pantanos da Reserva Nacional de Vida Selvagem de Seal Beach. O tratamento
foi feito com microrganismos produzidos para aplicacdo em estacdes de tratamento
de esgotos. As amostras coletadas foram analisadas pela EPA, e os resultados
novamente ndo foram promissores, indicando que a populacdo de microrganismos
nao foi capaz de acelerar a biodegradacao do 6leo (HOFF, 1992).

Em 1991, durante a Guerra do Golfo Arabe, foram lancados no golfo milhdes
de litros de 6leo. Foram utilizando alguns testes em laboratorio com microrganismos
ex0genos ao meio e na maioria dos casos o0s resultados ndo foram positivos
(FAYAD et al., 1992). Uma observacao interessante foi feita com relacéo a adicéo de
nutrientes, pois esses aceleravam a degradacéo dos n-alcanos, mas atrasavam a
dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (FAYAD & OVERTON, 1995). Apesar
dos resultados positivos, a biorremediag&o n&o foi usada em larga escala na limpeza
dos 6leos derramados durante a guerra.

Outro estudo envolveu a adicdo peridédica de agua, granulos de fertilizantes
sollveis (nitrato de amoénio e superfosfato triplo), na tentativa de aumentar a
biodegradacdo do 6leo cru em uma praia arenosa e em um pantano de sal do
Canada (LEE & LEVY, 1991). O o6leo utilizado foi do tipo bruto em dois niveis
diferentes (0,3 e 3,0%), e foram testadas duas concentracdes de NH4;NO3 (0,34 e
1,36¢g/L de sedimentos). Os resultados da praia arenosa mostraram que, no nivel
mais elevado de contaminacédo, a degradacédo do 6leo foi mais eficiente nas parcelas
adubadas quando comparadas com as parcelas nao-fertilizadas e os resultados no
pantano de sal foram exatamente o oposto. A adicdo de fertilizantes foi significativa
no nivel de contaminacao até 0,3%, mas ndo ocorreu aumento na degradacdo com
um nivel de contaminacdo a 3%, o que foi atribuido a penetracdo de 6leo na zona

anaerodbia onde a taxa degradacédo diminui significativamente.

Periodo da criacdo (1992 - presente) — Durante este tempo as técnicas de
biorremediacédo tém alcancado certo nivel de aceitacdo, mas o nivel de interesse e

atencdo tem diminuido consideravelmente.

Venosa et al. (1992) realizaram um teste de campo em Prince William Sound,
Alasca, ap6s o derramamento do Exxon Valdez para investigar a eficacia de dois

produtos microbianos comerciais. Este teste de campo néo conseguiu demonstrar a
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biodegradacéo de petroleo aprimorada por esses produtos justificada pelos teores
de oxigénio dissolvido que pode ter sido limitante, impedindo assim a biodegradacao
efetiva.

Assim, a partir de 1993 foram criados os primeiros protocolos de testes,
desenvolvidos pela EPA, para avaliar a eficiéncia de um determinado produto em
degradar um 6leo padrdo, sua toxicidade a organismos marinhos e conduzidos
testes de campo em pequena escala. Esses protocolos estdo auxiliando os 6rgaos
ambientais nas tomadas de decisfes sobre o melhor produto ou metodologia de
biorremediagdo a ser aplicada em derrames de 6leo de ocorréncia mais recente
(HOFF, 1993).

Lee et al. (1995b), realizou um estudo de campo, utilizando adubos diferentes
para investigar o efeito da biorremediacdo sobre a toxicidade em sedimentos de
praia. Os resultados indicaram que a toxicidade de sedimentos né&o foi
significativamente afetada pela adicdo de um adubo inorganico a base de nitrato e
fésforo. No entanto, o0s pesquisadores observaram uma desaceleracdo da
diminuicdo da toxicidade quando o fertilizante organico foi aplicado repetidamente, o
que foi atribuido a degradacdo rapida dos fertilizantes e na produgcdo de amoénia
excedendo os limites de toxicidade.

Em janeiro de 1997, aproximadamente 5 milh6es de litros de 6leo pesado
foram derramados no Mar do Japédo. Esse acidente foi causado pelo naufragio do
navio tanque russo Nakhodka, contaminando 1.200km de costa. Com o objetivo de
biorremediar, foram conduzidos experimentos utilizando culturas comerciais de
microrganismos, cuja marca registrada é Terra Zyme, produzidos pela Oppenheimer
Biotechnology, Inc. Os resultados dos testes in vitro demonstraram que oS
microrganismos contribuiram para biodegradacdo de 35% do 6leo (HOZUMI et al.,
2000). Foi verificado que sua aplicacdo causou um impacto fraco sobre a taxa de
fertilizacdo de ovos de ouricos do mar, e praticamente nenhum impacto sobre
espécies de peixes tipicas da regido, sendo seu uso liberado para testes de campo
(TSUTSUMI et al., 2000a). Os resultados mostraram que a taxa de biodegradacao
conseguida nos testes de campo foi semelhante aquela dos testes in Vvitro,
confirmando a qualidade do produto Terra Zyme, aprovado pela EPA em fevereiro
de 1999, como agente microbioldgico de biorremediacédo (TSUTSUMI et al., 2000b).

Ja estudos realizados em uma zona umida por Simon et al. (1999), em San

Jacinto,Texas, mostraram que a adi¢cdo de agentes de bioaumento ndo aumentaram
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a biodegradacdo de um 6leo bruto Arabe. Contudo, a adicdo de nutrientes n&o
demonstrou qualquer efeito significativo em seu estudo, sugerindo que outros
fatores, tais como oxigénio, estava limitando a degradacao do 0leo.

Desde marco de 2001, apdés o naufragio do petroleiro "Erika" onde foram
derramados de 20 a 30 mil toneladas de hidrocarbonetos ao longo da costa atlantica
da Franca, amostras de Oleo foram coletadas a fim de se avaliar a taxa de
degradacéo natural. Entre os diversos parametros, o controle do destino do 6leo no
meio ambiente € monitorado e a biodegradacdo por microorganismos é conhecida
por desempenhar um importante papel. Para investigar a eficiéncia dos
microorganismos sobre o 6leo, tapetes microbianos foram mantidos em suspensdes
contendo o poluente. Estudos ajudaram a compreender que a diversidade das
comunidades bacterianas sofreu adaptacao sobre "Erika” e em funcdo disso foi
detectada baixa taxa de degradacdo (BORDENAVE et al., 2004).

V. 1.2 HISTORICO DA BIORREMEDIACAO NO BRASIL

No Brasil, a técnica de biorremediacédo ainda é pouco utilizada, porém, pode
ser promissora e eficiente se utilizada em é&reas contaminadas. Segundo Souza
(2003) & Rosa (2001), as pesquisas sobre as aplicacbes da técnica de
biorremediacdo em areas impactadas por atividades petroliferas vém sendo
desenvolvidas por universidades, isoladamente, ou muitas vezes com parcerias com

empresas petroliferas, a exemplo da Petrobras.

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Cunha & Leite (1997), em seus estudos tiveram como objetivo a otimizagao
de condi¢cdes ambientais para acelerar o processo de biodegradacao de gasolina em
microcosmos constituidos de solos bioaumentados com Pseudomonas putida
(ATCC 12633), obtida de uma colecao de cepas.
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A otimizagdo dessas condi¢cdes envolveu a aplicagdo, nos microcosmos
contaminados, de diferentes concentracdes de duas fontes de nitrogénio - nitrato de
amonia e sulfato de amoénia, uma de fésforo - fosfato de potassio, e uma fonte de
oxigénio—peréxido de hidrogénio. As melhores taxas de degradacdo dos
componentes (tolueno, etilbenzeno, n-nonano e n-tridecano) foram alcancadas nos
experimentos em que se utilizaram nitrato de aménio e perédxido de hidrogénio, nas
concentracbes de 30umol/g de solo e 0,1mM, respectivamente. A aplicacdo de
fosfato de potassio ndo gerou resultados significativos, provavelmente devido a pré -
existéncia de uma concentracdo 6tima desse componente no solo.

Ururahy (1998), apresentou o resultado de sua pesquisa sobre a
biodegradacdo de residuo oleoso, proveniente de refinaria de petréleo. Nesse
trabalho foram conduzidos experimentos em que foi utilizado um biorreator
mecanicamente aerado e agitado e um consércio microbiano contendo bactérias e
leveduras, isolado do préprio residuo e bioenriquecido ao longo do processo. Os
resultados, apos 42 dias, demonstraram um consumo de 68% de 6leos e graxas,
97% de n-parafinas e 76% de hidrocarbonetos policiclicos arométicos.

O trabalho de Borges (2001), teve como objetivo principal o tratamento de um
solo argiloso contaminado por petrdleo e agua produzida, proveniente de
vazamentos ocorridos em tubulagdes deterioradas pelo tempo. A porcentagem de
remocao de Oleos e graxas foi de 88%. Nos ensaios anaerdbicos as melhores
condicbes também apontaram para 0s niveis mais elevados de concentracdo dos
produtos usados, e do maior intervalo de tempo, com remocéao de 64,5% de O e G.

J& as pesquisas de Oliveira (2001), objetivaram a biorremedia¢do de um solo
arenoso proveniente da Baia de Guanabara, RJ, contaminado com petréleo arabe
(leve). As variaveis do processo incluiram a adicdo de um consoércio misto de
microrganismos, adicdo de fertilizante tipo NPK ou meio mineral definido e a
correcdo ou ndo do pH do solo a 7,0. Os melhores resultados com a remocéo de
100% dos n-alcanos compreendidos entre o decano e o0 eicosano e 40% de
hidrocarbonetos policiclicos arométicos, foram obtidos com o uso da combinacgéo de
cultura mista + fertilizante, na proporcéo de C:N de 100:10.

Recentemente Monteiro (2008), verificou o potencial da fitorremediacdo no
rejeito de dragagem contaminado por metais pesados e hidrocarbonetos
poliaroméaticos (HPA'’s) proveniente do Canal do Fundao, na Baia de Guanabara, RJ.

Os resultados mostraram que a técnica para a remocao dos HPA’s revelou



102

eficiéncia, ressaltando os mecanismos de rizodegradacao e extracdo. Mas conclui
que o consorcio ou a combinacao das técnicas de fitorremediagcéo e biorremediacgéo,
bem como a préatica de rotacdo (sucessdo) do cultivo de espécies vegetais no
material em questdo, poderia ser uma alternativa para otimizar o processo de
remediacdo e melhoria da qualidade do rejeito para o estabelecimento das espécies

vegetais menos tolerantes as condi¢des adversas do material.

Universidade Federal Fluminense

O Programa de PoOs-Graduacdo em Biologia Marinha € pioneiro na
identificacdo e no isolamento de bactérias hidrocarbonoclasticas, presentes nas
aguas e nos sedimentos das baias da Ilha Grande e da Guanabara, no estado do
Rio de Janeiro. As baias sdo ambientes que estdo sob constantes ameacas de
acidentes com derrame de petroleo devido a intensa movimentacdo de embarcacdes
em seu interior (CRAPEZ et al., 2000 apud CRAPEZ et al., 2002).

Crapez et al (2000), também s&o responsaveis por pesquisas sobre as
respostas da microbiota das praias da Boa Viagem, do Forte do Rio Branco e da
area da Estacdo Hidroviaria de Niter6i (RJ), aos efeitos agudos e crbnicos da
exposicao a hidrocarbonetos aromaticos do petréleo. Os resultados revelaram que
aumentando a frequéncia de entrada de benzeno, tolueno e xileno no sistema, as

bactérias tornam-se capazes de degradar quantidades crescentes desses poluentes.

Universidade Estadual do Norte Fluminense

Rosa (2001), simulou, em laboratorio, o derrame de petroleo em sedimentos
costeiros com o objetivo de testar a eficiéncia da técnica de biorremediacdo, com a
aplicacdo de nutrientes como fosfato de aménio e fertilizante do tipo NPK. Os
resultados das analises geoquimicas realizadas nas amostras de 0leo biodegradado,
ao final de 30 dias de tratamento, revelaram a remog¢ao completa dos n-alcanos e a
degradacédo parcial dos isoprendides, especialmente naguelas amostras coletadas a
5 cm da superficie, guando comparadas aquelas coletadas em superficie.

Souza (2003), desenvolveu métodos de biorremediacdo aplicados em



103

derrames de petroleo em agua do mar através de testes laboratoriais em Macaé. Foi
usado um Oleo leve e testados nutrientes tais como: melaco, fosfato de amonia,
fertilizante NPK e ainda microrganismos bioaumentados. Com o objetivo de
aumentar o contato entre as gotas de 0leo e os microrganismos foram testados um
surfactante e um biosurfactante. A eficiéncia da biorremediacdo foi medida em
func@o dos resultados obtidos dos monitoramentos: geoquimico, microbiolégico e
ecotoxicoldgico. Os resultados mostraram que a biorremediacdo com a utilizacédo de
NPK, na proporcdo de 10% p/v do volume de o6leo derramado, contribuiu para
retirada de aproximadamente 30% dos alcanos; a evaporacdo natural retirou,
aproximadamente, 60% dos n-alcanos menores que n-Cig, NOS quatro primeiros dias
da simulacdo, chegando a 80% apdés um més. O uso concomitante do fertilizante
NPK com surfactante, microrganismos bioaumentados, e com biosurfactante nao
acrescentou melhorias significativas a biorremediacdo e a utilizacdo de melaco nao
foi eficiente na aceleracéo do processo de biodegradacao dos componentes do 6leo.

Coelho (2005), com o objetivo de avaliar eficiéncia do uso de suportes para
fixacdo do fertilizante agricola NPK, funcionando, desta forma, como um nutriente do
tipo slow release, a fim de obter melhor dissolucdo na agua do mar durante o
processo de biorremediagdo. Assim seria otimizado o tempo de tratamento e a
quantidade de fertilizante utilizada na aceleragédo da biodegradagdo dos principais
componentes do petroleo. A autora concluiu que a técnica de biorremediagéo
utilizando o fertilizante NPK imobilizado, favoravel a liberacdo continua de nutriente
durante todo o experimento, foi eficaz na biodegradacdo completa de n-alcanos e
isoprendides e na biodegradacédo parcial de compostos policiclicos aromaticos como
os metil fenantrenos e metil dibenzotiofenos.

Nascimento (2006), avaliou a aplicabilidade da técnica de biorremediacéo,
com a utilizacdo de nutriente na forma de fertilizante solivel NPK, sobre derrames
de petroleo simulados em amostras de substrato de manguezal, coletadas de uma
regido ainda ndo contaminada na foz do Rio das Ostras. A biorremediagéo foi capaz
de eliminar, aproximadamente, 94% da massa de 6leo derramada, ao final de 56

dias de experimento.
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Universidade Federal do Parana e a refinaria Presidente Getulio Vargas
(REPAR)/Petrobras

Pesquisadores da Universidade Federal do Parana desenvolveram
microrganismos especializados para biorremediacdo de solos contaminados, com
utilizacdo tanto em areas industriais como em areas urbanas. O produto é
constituido por microrganismos acondicionados em meio argiloso, sob baixos teores
de umidade, o que facilita seu manuseio e aplicagcdo. Eles podem ser usados
também em landfarmings, contendo residuos de refinaria, no tratamento de residuos
oleosos de atividades petroliferas e petroquimicas, ou em solos contaminados por
derivados de petrdleo em geral, como os de postos de gasolina. Esses
microrganismos foram usados na recuperagao de solos contaminados pelo derrame
de petrdleo resultante do rompimento de um oleoduto da REPAR, ocorrido em 16 de
julho de 2000 no rio Barigui, afluente do rio Iguacu.

Para avaliacdo da biodegradabilidade do 6leo derramado no solo foram
executados experimentos de laboratorio com a finalidade de se obter resultados
sobre a toxicidade e sobre a eficiéncia dos microrganismos degradadores presentes
no sistema de landfarming da REPAR. Em func&o dos resultados positivos, foi
realizada a inoculacdo, com os microrganismos da REPAR, de uma area piloto de
700 m? (subéarea 1) classificada, por Carvalho et al. (2001) como nivel médio de
contaminacdo. A eficiéncia foi avaliada pelo decréscimo da concentracdo dos
hidrocarbonetos totais do petréleo, medido por gravimetria, fornecendo uma taxa de
biodegradacao de 84,7%, ao final de 1 més e através da respirometria.

Esses resultados confirmaram a elevada eficiéncia dos microrganismos
produzidos pela REPAR em degradar o petréleo presente na subarea 1, sendo seu
uso expandido para as outras 11 subareas afetadas, com o objetivo de acelerar o
processo de biodegradacdo e a devolucdo dessas areas ao meio ambiente,
diminuindo assim os impactos decorrentes da permanéncia de contaminantes nas

regides de floresta e banhado, atingidas pelo derrame (CARVALHO et al., 2001).

Universidade Estadual Paulista

Na Universidade Estadual Paulista (Campus de Rio Claro), através do
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Programa de Pés-Graduagdo em Geociéncias e Meio Ambiente foi desenvolvida um
estudo com objetivo de se avaliar o potencial de biorremediacdo em solos e em
aguas subterraneas contaminados com Oleo diesel. A partir de amostras de solo e
agua subterranea coletadas em diferentes postos de combustiveis, avaliou-se a
biorremediagdo natural da dgua subterranea em local onde ocorreu vazamento de
Oleo diesel, mediante o monitoramento de indicadores geoquimicos durante 2 anos.
Diferentes técnicas de biorremediacao (bioestimulacdo com a adicdo de nutrientes e
de um surfactante e bioaumento (injecdo de microrganismos) foram comparadas
quando aplicadas de forma isolada e em conjunto a solos contaminados com 6leo
diesel e comparou-se a capacidade de diferentes microrganismos em biodegradar
Oleo diesel comercial e intemperizado. Avaliou-se a eficiéncia da utilizacdo da
vinhaca e a capacidade de diferentes culturas de bactérias (MARIANO, 2006).

Os experimentos respirométricos demonstraram a importancia do
balanceamento nutricional e que nenhum ganho em termos de aumento de
eficiéncia de biodegradacdo foi obtido com a técnica do bioaumento. O uso da
vinhaca em processos de biorremediacdo mostrou-se ineficiente nas condicdes
estudadas. Os resultados com os experimentos de biodegradabilidade demonstram
a importancia de se considerar o efeito de intemperizacdo dos poluentes na
determinacdo acurada de taxas de biodegradacéo. Finalmente, ndo foi possivel, nas
condicBes estudadas, constatar a producdo de biossurfactantes utilizando-se 6leo

diesel intemperizado como matéria prima (MARIANO, 2006).

Universidade Estadual de Campinas

Com a utilizacdo de um consoércio microbiano formado por bactérias de
ocorréncia natural, especialmente selecionadas, Dias (2007), juntamente com o
Curso de PoOs-Graduacdo da Faculdade de Engenharia de Alimentos, teve como
objetivo acelerar os processos de degradagdo de hidrocarbonetos de petroleo,
removendo 0s compostos toxicos e de dificil degradagéo. Tendo bons resultados na
remocao dos compostos do petréleo principalmente nos teores de HPAS (91%).
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Universidade Federal da Bahia/REDE RECUPETRO

Uma das principais iniciativas governamentais no Brasil € a RECUPETRO
(Rede Cooperativa em Recuperacdo de Areas Contaminadas por Atividades
Petroliferas), com a coordenacédo do Nucleo de Estudos Ambientais da Universidade
Federal da Bahia (UFBA). A RECUPETRO reune 04 Projetos Cooperativos de
Pesquisa do Setor de Petréleo e Gas Natural nas Regifes Norte e Nordeste,
financiados pelo CT-Petro, CNPq e pela Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP).

Os trabalhos desenvolvidos pela Rede RECUPETRO sé&o voltados para o
entendimento dos aspectos, diagndsticos e prognosticos de ambientes impactados
por atividades petroliferas e aplicacdo dos processos de remediacao.

A Rede formada nas regides Norte e Nordeste € oportuna, porque essas sao
regides grandes produtoras de petrdleo e onde ocorrem desastres ecoldgicos com
certa frequéncia. Na Bahia, h4 varios derramamentos de 0leo nas regibes de
producado de petréleo, como em Sé&o Francisco do Conde, onde cada um dos grupos
desenvolve trabalhos especificos, como por exemplo, pesquisas com
microorganismos para a limpeza de 6leo derramado na natureza.

Um dos estudos realizados no ambito RECUPETRO, foi o realizado por
Santana (2008), coordenado pelo Nucleo de Estudos Ambientais (UFBA), onde foi
testado, a nivel “piloto”, o processo de bioestimulo em sedimento de manguezal do
Estuario do rio Sdo Paulo, que desagua na BTS. Os resultados ndo foram positivos
quanto a eficiéncia dos fertilizantes testados como estimuladores da degradacdo,
mas proporcionou uma maior preocupacdo e atencdo na parte metodologica para
trabalhos futuros.

Outro estudo esta sendo realizado pela Universidade Federal do Cearéa
(UFC), através do Padetec (Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico), que coordena
os estudos sobre polimeros naturais, de quitina e quitosana, para a remoc¢éao de 6leo
do mar, através da producgédo de fibras da carapaca de crustaceo para a absorgéo do
petréleo despejado no meio ambiente.

O Padetec em suas pesquisas avangou no conhecimento sobre as
propriedades fisico-quimicas na matriz da quitosana (fibras), e nos requisitos

necessarios para imobilizar microrganismos nessa matriz. Os resultados geraram



107

avangos para a area de imobilizacao de bactérias, quando ficou demonstrada que é
possivel imobilizar células em quitosana pura.

Outra pesquisa importante esta sendo desenvolvida na Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) e tem como objetivo isolar microorganismos para digerir o
Oleo absorvido por fibras, onde estes ficam imobilizados nas fibras, ndo se

espalhando no meio ambiente.

Consideracgdes Finais

Apesar dos estudos que vem sendo realizado mundialmente e nacionalmente
apresentarem bons resultados na reducdo dos teores de hidrocarbonetos, as
pesquisas direcionadas aos processos de biorremediacdo ndo tém apresentado
resultados satisfatérios na degradacao do 6leo total. Existem frac6es que nao séo
degradadas em determinadas pesquisas, como por exemplo, os biomarcadores
(hidrocarbonetos ciclicos saturados), ou hidrocarbonetos arométicos, e de uma
forma constante a ndo degradacdo da fracdo das resinas e asfaltenos. Com isso
varios autores tém proposto a utilizacdo de culturas mistas para fins de
biorremediacdo (RAMBELOARISOA et al., 1984; CHHATRE et al., 1996;
TANODEBRAH et al., 1999; VENOSA et al., 1999). Acredita-se que com a utilizacéo
de um consoércio microbiano, especialmente selecionado, havera uma aceleracéo
nos processos de degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo, removendo os
compostos toéxicos e de dificil degradacdo. Atualmente no Brasil a utilizacdo de
consorcios microbianos vem se tornando a técnica mais promissora na remogcao total

dos componentes do petrdleo em areas impactadas por atividades petroliferas.
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VI. 1. MATERIAIS E METODOS

A metodologia aplicada para o desenvolvimento deste trabalho foi baseada na
técnica de biorremediacdo “in situ” de substratos de manguezais afetados por
atividades petroliferas, através do processo de bioestimulagdo com adicdo de
nutrientes (fertilizantes NPK e OSMOCOTE). A simulagédo foi desenvolvida no
Laboratério de Simulacdo de Processos de Biorremediacdo em Séo Francisco do
Conde, BA, e a pesquisa foi a nivel de bancada, tendo como suporte para as partes
analiticas: o LEPETRO (Laboratério de Estudos do Petréleo) vinculado ao Dept® de
Geoquimica do Instituto de Geociéncias/Universidade Federal da Bahia (UFBA); o
Laboratério de Engenharia e Exploracdo de Petroleo-LENEP da Universidade
Federal do Norte Fluminense (UENF) e o Laboratério de Geoquimica do CENPES
(Petrobras).

VI. 1.1 AREA DE AMOSTRAGEM

O local de coleta das amostras de substrato do manguezal foi numa area
contaminada da floresta de manguezal do estuério do rio Sdo Paulo (Figura 25). A
area de estudo foi selecionada com base em testes pilotos realizados e de forma
gue se obtivesse a melhor representatividade possivel da area contaminada, tendo
como suporte para determinacdo: equipamentos de GPS (Sistema de
Posicionamento Global); mapas topograficos para localizacdo da area na escala de
1:25.000; e tabuas de marés. Apos escolhida a area de estudo, foram realizadas
reunides a fim de se planejar todo o desenvolvimento da pesquisa, desde a coleta,
montagem e monitoramento da simulacdo. Em seguida os materiais a serem
utilizados foram separados, os equipamentos foram calibrados e 0s recipientes

foram descontaminados e etiquetados.
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Figura 25. (a) Area contaminada da floresta de manguezal do estuario do rio S&o Paulo, S&o
Francisco do Conde/BA, (b) locais de amostragem: (1) Zona alagadic¢a; (2) exudacao de dleo; (3)
manchas de 6leo.

VI. 1.2 AMOSTRAGEM

A coleta do sedimento foi realizada no dia 04 de setembro de 2008 em locais
de deposicdo lamosa, na parte do manguezal mais prOxima as zonas marginais, em
locais geralmente inundaveis. Foram coletados 76 testemunhos de sedimento com
auxilio de um testemunhador, que consta de um tubo de aco inoxidavel de 10cm de
diametro e capacidade para coletar testemunhos de até 30cm. Em seguida 72
testemunhos de sedimento foram homogeneizados em um recipiente metalico com a
finalidade de evitar erros analiticos. Apds ser homogeneizado, o sedimento foi
dividido em trés por¢des: 1° porcao foi mantida a composi¢cao natural do sedimento
(referéncia); 2° porcédo foi adicionada o fertilizante NPK (0,59 para cada kg de
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sedimento); e a 3° por¢ao foi adicionada o fertilizante OSMOCOTE (0,59 para cada
kg de sedimento). Os outros quatro testemunhos de sedimento foram colocados em
recipientes metalicos tipo “guentinhas”, e acondicionados a temperaturas baixas em
caixa térmica, para realizacdo das andlises isotépicas (**C) e de biomarcadores
(Figura 26).

Substrato
amostrado

A 4

Sedimento coletado com
auxilio de um testemunhador
(30 cm)

Foram coletados 76
testemunhos

4 testemunhos foram
colocados em
guentinhas

72 testemunhos foram
homogeneizados e divididos
em 3 por¢des

Porgéo
Referéncia -

Porgédo com NPK <

Porgéo com P
OSMOCOTE ~

As porgdes foram
distribuidas em
provetas de vidro

\ 4

Figura 26. Esquema mostrando a coleta e tratamento dos testemunhos utilizados na simulacdo de
biorremediacdo no manguezal do estuéario do rio Sdo Paulo.




112

O NPK é um fertilizante soltvel em &gua, composto por fosfato monoaméonico
(NH4)3PO4, sulfato de aménia (NH4).SO,4, cloreto de potassio (KCl) e farelo de
algoddo. O OSMOCOTE também é um fertilizante solavel, possui a mesma
composicao se diferenciando por ser do tipo slow release (liberacdo lenta), onde os
nutrientes inorganicos ficam revestidos com materiais hidrofébicos como parafina ou

vegetal.

VI. 1.3 METODOLOGIA DE MONTAGEM DO EXPERIMENTO

Apbs a coleta do sedimento procedeu-se a montagem do experimento em trés
etapas: 1° etapa-preparacdo das provetas de vidro; 2° etapa-preparacdo dos
aguarios; e 3° etapa- montagem das bancadas para simulacéo.

Primeira etapa (Preparacdo das provetas) — Nessa etapa as provetas de
vidro foram revestidas com sacos de algodao e estes foram presos com bracadeiras
de nylon na parte inferior (Figura 27a) e elastico na parte superior da proveta (Figura
27b). Foram necessarios 72 provetas (Figura 27c) para a montagem do
experimento, que posteriormente foram colocadas em suportes de madeira como

pode ser visto na Figura 27d.

Figura 27. Primeira etapa da montagem do experimento.
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Segunda etapa (Preparacdo das unidades de simulagdo) - Foram
montadas nove Unidades de Simulagéo:
e Unidade 1, 2 e 3 constituiram-se das amostras referéncias (Controle) (Figura 28a);
eUnidade 4, 5 e 6 constituiram-se das amostras que continham NPK
(Biorremediacao 1) (Figura 28b);
eUnidade 7, 8 e 9 constituiram-se das amostras que continham OSMOCOTE
(Biorremediacao 2) (Figura 28c).

Nas unidades referéncias foi avaliado a acdo do intemperismo natural do
petrdleo, e nas unidades de biorremediacdo 1 e 2, foi verificado a aceleracdo da
biodegradacdo do petr6leo como resultado da aplicacdo de nutriente NPK e
OSMOCOTE, respectivamente.

Figura 28. Segunda etapa da montagem do experimento. Unidades de simulacdo e suas
identificacées (a) Unidades referéncias, (b) unidades de biorremediacdo 1 e (c) unidades de
biorremediacéo 2.

As unidades de simulacdo (Figura 29) consistiam em cubas de vidro contendo

50 cm de altura, 30cm de largura e 40cm de comprimento, cada uma contendo: 08



114

(oito) provetas de vidros; suporte de madeira para as provetas; uma torneira na parte
inferior para drenar a 4gua e bomba para aeracéo.

4
T T S
50 cm
45 cm
o@/ - _
© N > < o [ — >/
/ S > > 1/
|
£ — ) 42 cm
30cm

Figura 29. Figura esqueméatica mostrando as dimensdes do aquario, da proveta e do suporte de
madeira para as provetas.

Terceira etapa (Montagem das bancadas) — As unidades de simulagéo
(cubas de vidro) foram colocadas na bancada de simulagdo, e nelas foram
instaladas as bombas de oxigenacao (Figura 30a), sendo duas para cada aquario.
Apoés a insercdo do sedimento nas devidas unidades (Figura 30b), em seguida foi

ligado o sistema de torneiras (Figura 30c).

Figura 30. Terceira etapa da montagem do experimento. Montagem das bancadas: (a) bombas
instaladas (b) provetas sendo colocadas no aquario (c) sistema de torneiras ligadas.

VI. 1.4 METODOLOGIAS DE SIMULACAO

A 4agua para simular a maré foi bombeada diretamente do estuario do rio Sao
Paulo e armazenada em um tanque de 1000L (Figura 31a) e foi renovada todos os

dias de simulagéo.
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Um dia de simulacdo consistiu nas seguintes etapas: ligar o sistema de
torneira com uma pequena vazéo a fim de simular a subida da maré (Figura 31b)
proveniente do tanque de armazenamento de agua; apoés atingir o limite do aquario
(22 litros) todas as bombas de oxigenacdo foram ligadas (Figura 31c) e contadas
duas horas de simulacao; depois os parametros fisico-quimicos (salinidade, OD, pH,
En e temperatura) eram mensurados (Figura 31d); por fim os aquarios eram
esvaziados, também com uma pequena vazdo para simular a descida da maré
(Figura 31e). Os aquarios ndo foram esvaziados totalmente com o intuito de deixar o

sedimento sempre em contato com a agua (Figura 31f).

Figura 31. Etapas de um dia de Simulacéo. (a)Tanque de armazenamento de agua, (b) sistema de
torneira com uma pequena vazdo, (c) aquario mostrando bolhas de ar, (d) pardmetros sendo
mensurados, (e) aquarios esvaziados com uma pequena vazao e (f) limite de agua deixado nas
unidades de simulacéo.
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VI. 1.5 METODOLOGIA DE RETIRADA DE AMOSTRAS

A retirada das amostras de sedimento das unidades de simulag&o foi
realizada com intervalo de 1, 2, 8, 15, 30, 45, 60, 90 dias e foram determinados, para
esta pesquisa, 0s seguintes parametros: Hidrocarbonetos Saturados, amoénia,

nitrato, fosforo, carbono organico e granulometria (Tabela 4).

Tabela 4. Tabela com tempo de experimento, data de coleta e analises realizadas.

Tempo de experimento Datas de coleta Anédlises (sedimento)
LIES

Hidrocarbonetos

1 05/09/2008 Saturados, amonia,
nitrato, fésforo, carbono
orgéanico e granulometria.

Hidrocarbonetos

2 06/09/2008 Saturados, amonia,

nitrato, fésforo, carbono
organico.

Hidrocarbonetos

8 11/09/2008 Saturados, amonia,

nitrato, fésforo, carbono
organico.

Hidrocarbonetos

15 18/09/2008 Saturados, amonia,

nitrato, fésforo, carbono
organico.

Hidrocarbonetos

30 01/10/2008 Saturados, amonia,

nitrato, fosforo, carbono
organico.

Hidrocarbonetos

45 16/10/2008 Saturados, amonia,
nitrato, fésforo, carbono
organico e granulometria.

Hidrocarbonetos

60 06/11/2008 Saturados, amonia,
nitrato, fosforo, carbono
organico.
90 Hidrocarbonetos
04/12/2008 Saturados, amonia,

nitrato, fosforo, carbono
organico e granulometria.
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As amostras coletadas durante o periodo de experimento foram retiradas apos 2
horas de simulacdo (Figura 32b e c). Posteriormente cada amostra foi
homogeneizada individualmente (Figura 32d) em um recipiente de inox, sendo que
para cada triplicata de aquario existia um recipiente diferente com a finalidade de
evitar mistura entre as amostras dos aquérios referéncia, NPK e OSMOCOTE
(Figura 32e ). Entre uma amostra e outra da mesma triplicata os recipientes foram

lavados com agua do proprio manguezal (Figura 31f).

Figura 32. Procedimento de retirada das amostras das unidades de simulacdo. (a) Provetas com
amostras, (b) e (c) proveta retirada do aquario, (d) amostras sendo homogeneizadas, (e) recipientes
individuais para cada triplicata de aquario e (f) lavagem da bandeja entre a homogeneizacdo das
amostras.

As amostras para analise de Hidrocarbonetos Saturados, amdnia, nitrato,
fésforo, carbono organico e granulometria foram coletadas em recipientes de vidro
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(Figura 33). Todas as amostras foram acondicionadas a temperatura baixa em
caixas térmicas.

Figura 33. Coleta de amostras de sedimento para analise Hidrocarbonetos Saturados, amoénia,
nitrato, fésforo, carbono organico e granulometria.

VI. 1.6 MONITORAMENTO DAS UNIDADES DE SIMULACAO

Durante os trés meses de simulagdo as unidades foram monitoradas
diariamente. Os parametros fisico-quimicos ndo conservativos (pH, salinidade,
temperatura, oxigénio dissolvido) foram mensurados quando a agua chegava ao
aquario e apos 2 horas de simulagdo com auxilio dos seguintes equipamentos:
Refratbmetro Hand Refractometer ATAGO modelo S/Mill-E; Condutivimetro
Handylab 1, com precis&o de 0,05uS.cm™; pH-metro Handylab LF1, com precisdo de
0,01 unidade de pH e/ou mVe; Oximetro WTW OXI 3151, marca SCHOTT-GERATE,
precisdo de 0,01mg.L*(Figura 34).
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Figura 34. Equipamentos utilizados para mensurar os parametros fisico-quimicos. (a)refratdmetro, (b)
pH-metro, (c) condutivimetro e (d) oximetro.

VI. 1.7 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Para avaliar o efeito da degradac&o natural, biorremediacdo com utilizacéo
dos fertilizantes NPK e OSMOCOTE na fracdo dos Hidrocarbonetos Saturados e
avaliacdo da origem da contaminacdo, foi realizado um estudo geoquimico das
amostras coletadas no Laboratério de Simulacdo e amostras coletadas no
manguezal do estuario do Rio S&o Paulo. As amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Estudos de Petréleo (LEPETRO) do Nucleo de Estudos Ambientais
(NEA/IGEO/UFBA) para processamento das amostras do sedimento, analises
granulométricas, determinacdo dos nutrientes e extracdo dos Hidrocarbonetos
Saturados. A determinacdo da raz&o isotdpica **C e dos biomarcadores para avaliar
a origem da contaminacéao foi realizada no Laboratério de Geoquimica do CENPES
(Petrobras) e a determinacao dos Hidrocarbonetos Saturados para avaliar a eficacia
do processo de biorremediacdo foi realizada no Laboratério de Engenharia e
Exploracdo de Petroleo-LENEP da Universidade Federal do Norte Fluminense
(UENF).
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Nos itens seguintes serdo descritos os procedimentos realizados nas
amostras coletadas no Laboratério de Simulagdo e no manguezal do estuério do rio

Sao Paulo.

VI. 1.7.1. Processamento das amostras de Sedimentos

Apbés a coleta, as amostras de sedimentos foram liofilizadas em um
Liofilizador L101 da marca LIOTOP (Figura 35) com a finalidade de retirar toda
umidade. Em seguida a amostra foi macerada, desagregada e peneirada em malha

de 2mm.

Figura 35. Aparelho Liofilizador L101 utilizado para retirar a umidade das amostras.

VI. 1.7.2. Andlises granulométricas

A granulometria das amostras de sedimento foi avaliada com a finalidade de
quantificar os teores de argila, silte e areia. Para caracterizacdo do tamanho

granulométrico das amostras, utilizou-se um analisador de particulas com difracédo a
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Laser Modelo Cilas 1064, sendo a classificagdo feita segundo Folk & Ward (1957). O
método consistiu em pré-tratamento da amostra com peréxido de hidrogénio para
degradar a matéria organica. Apds essa etapa, adicionou-se hexametafosfato de
sédio e agitou-se por 24hs, para evitar floculacdo. Como resultado obteve-se a
porcentagem das fracbes granulométricas. Estes dados foram convertidos em
informacdes graficas e numeéricas utilizando um programa livre de andlises

granulométricas GRADSTAT, desenvolvido por Simon Blott (London University).

VI. 1.7.3 Determinacédo de nutrientes

Foram realizadas analises de carbono organico total, nitrato, aménia e fosforo
assimilavel. As determinac6es de nitrogénio total, nitrato e aménia foram realizadas
segundo o Método de Kjeldahl por via imida (EMBRAPA, 1999).

Nitrato e Amonia

O procedimento utilizado para determinacdo de aménio (NH4") e nitrato (NO3)
trocaveis envolve destilacdo por arraste de vapores contendo MgO e liga de
Devarda como forma de nitrogénio mineral. O NH," é convertido em amonia (NHx)
que é arrastada por vapores condensada e depositada em solucdo avermelhada de
acido bdrico. O uso da liga de Devarda tem por finalidade reduzir o nitrato a amonio.
A quantificacdo do N nas formas de amoénio e nitrato se da indiretamente por
titulacdo (H.SO4 0,005mol L), via restituicdo do acido bérico utilizado na formacéo
de borato de amoénio, composto que confere a cor verde-azulada.

Para extracdo do nitrato e amdnia das amostras pesou-se, aproximadamente,
10g de amostra do sedimento em erlenmeyer de 125mL, adicionou-se 100mL de
solucdo de cloreto de potassio 1mol L™ e agitou-se por 1 h em agitador mecanico.
Ap0s, deixou-se em repouso por 1h.

Para determinacdo de amoénio pipetou-se 30mL do sobrenadante limpido,

adicionou-se em tubos de digestdo com 0,2g de 6xido de magnésio e procedeu-se a
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destilacdo em destilador de arraste de vapores. Coletou-se o condensado em um
elenmeyer de 125mL contendo 5mL de solucao indicadora de acido borico 2% (m/v).
Em seguida titulou-se com solucdo de H,SO, 0,005mol L™ até o aparecimento de
uma coloracéo rosa ou lilas.

Para a determinacdo de nitrato utilizou-se a mesma aliquota de 30mL em tubos
de digestdo com 0,2g de liga de Devarda. Procedeu-se a destilacdo por arraste de
vapores em um novo elenmeyer com 5mL de &cido bérico 2% (m/v). Em seguida
titulou-se com solucéo de H,SO,4 0,005 mol L™ até o aparecimento de uma coloragéo

rosa ou lilas.

Carbono Organico Total (COT)

O Carbono Orgénico contido na amostra de sedimento foi determinado pelo
método de Walkey-Black (1947), adaptado e modificado por Jackson (1958). Este
método diferencia material himus proveniente de diferentes fontes de carbono
organico na forma de grafite e carvdo. O Dicromato de Potassio oxida a matéria
organica presente no solo ou sedimento (Material Quimico Organico e Material
Biologico) e gera ions cromo Il de cor verde, sendo o excesso de dicromato titulado
com sulfato ferroso amoniacal. A oxidacao da maioria dos compostos organicos é de
95 a 100 % do valor tedrico.

Para determinacdo, num erlenmeyer de vidro de 500mL, adicionou-se,
aproximadamente 0,59 de amostra, 10mL de K,Cr,O; 1,0 N e 20mL da mistura
H,SO, — Ag,SO,4. Agitou-se por 1 minuto para garantir a completa mistura entre o
reagente e sedimento. Apés 30 minutos, adicionou-se 200mL de agua destilada,
10mL de H3PO, 85%, aproximadamente 0,2g de NaF e 0,5mL de indicador
difenilamina. A titulacdo foi feita com sulfato ferroso amoniacal 0,5mol L™ até o

aparecimento de uma coloragéo verde brilhante.
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Fosforo assimilavel

O método consiste na determinacdo de ortofosfatos (HPO,, H,PO4, H3POy,
PO,?), utilizando a Espectrofometria de Absorcdo Molecular na regigo do visivel. O
molibdato de aménio e o antimdnio tartarato de potassio reagem em meio acido com
o ortofosfato para formar um acido heteropoli - fosfomolibdico que € reduzido pelo
acido ascorbico formando o complexo azul de molibdénio intensamente colorido. A
absorbancia do complexo é medida espectrofotometricamente a 880nm e é
proporcional & concentracéo de fosfato presente na amostra.

A equacdo quimica da reacédo esta descrita abaixo:

Hs;PO4 + 12 H-M0O, —» H3P(M03010)4 + 12 H,O

(complexo azul)

Os quatro atomos de O sédo substituidos por quatro grupos Mo30;o. Portanto s6
os ortofosfatos podem formar H3P(Mo03Oi0)s. Para as outras formas de P serem
“reativas”, devem ser previamente hidrolisadas em ortofofatos antes da reacao.

Para a determinacdo pesou-se em um tubo de ensaio graduado
aproximadamente 0,4g de amostra de sedimento, adicionou-se 10mL de HCL 1mol
L™ e agitou-se por 16h em mesa agitadora. Centrifugou-se a amostra por 15min em
3000 RPM. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 1mL, adicionou-se 0,8mL de
solucdo &cida de molibidato + tartarato, 10,00mL de agua deionizada e 0,2mL de
acido ascérbico 25mg L™ e misturou-se. Ap6s 10min de reacdo fez-se determinacéo
do complexo azul de molibdénio utilizando-se um espectrofotdbmetro de absorcao
molecular de marca VARIAN CARY 50 PROBE com comprimento de onda de
880nm, usando agua como branco. A precisdo do meétodo de fésforo assimilavel foi

calculada através da reprodutibilidade, sendo as amostras feitas em triplicatas.
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VI. 1.7.4 Determinacdo de Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (HTP)

Os Hidrocarbonetos Alifaticos foram determinados segundo método USEPA
8015B. Para a extracdo, as amostras liofilizadas e desagregadas em gral de agata.
Para realizar a extracdo pesou-se 10g de sedimento e em um sistema Soxhlet
(Figura 36) procedeu-se a extracdo com 150mL de uma mistura de solventes n-
hexano e acetona (1:1v/v) por 4hs. Decorrido esse tempo colocou-se o volume do
extrato para evaporar em capela e posteriormente pesou-se 0,004g,
aproximadamente, desse extrato final (sem solvente) que posteriormente foi
misturado com alumina. Transferiu-se a mistura para coluna clean up onde as
fracGes dos alifaticos (F1) foram eluidas com hexano (30mL). Depois de evaporadas

pesaram-se 0s béqueres em balanca analitica e anotaram-se as massas.

Figura 36. Sistema Soxhlet utilizado para extracdo dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) no
sedimento.
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Para quantificar os n-alcanos lineares e ramificados, inicialmente preparou-se
uma solugcéo de padrdo cromatografico a-androstano de concentragédo 0,02mg/ mL.
Para o preparo do padrdo pesou-se uma massa de, aproximadamente, 0,0027g de
a-androstano, que foi transferida para baldo volumétrico de 5 mL com auxilio do
solvente n-hexano.

Diluiu-se a fracdo de saturados em 1mL da solucdo de padrédo interno e apds a
homogeneizacao retirou-se uma aliquota de 1uL para ser injetada manualmente no
cromatografo em fase gasosa Hewlett Packard, modelo 6890 com detector de
ionizacdo em chama (FID) com ar sintético, H, e N, como gases de chama, coluna
capilar de silica fundida (HP-5, 30m x 0,32mm x 0,25um), fluxo do gas de arraste
(H2): 2,2mL/ min, temperatura do injetor 280°C, temperatura do detector 340°C, com
temperatura inicial de 40°C e temperatura final de 320°C com taxa de 2,5°C/ min,

tempo de corrida de 130 minutos.

VI. 1.7.5 Determinacdo de is6topos **C

A razdo isotopica de carbono é expressa na notacédo 8™ Cem partes por mil,
usando como referéncia um padrdo secundéario ajustado ao padrdo internacional
PDB (carbonatos dos belemites da Formacédo Pee Dee do Estado da Carolina do
Sul, Estados Unidos). Ela é definida pela relacdo 8*C = [(**C/**C a — 3 C/**C p) /
13¢/*2C p] x 10°, onde a e p referem-se & amostra e ao padrdo, respectivamente.
Portanto os valores medidos representam o0 desvio em relacdo ao padréo
internacional.

Para extracdo da fracao total do Oleo, foi pesado 10g de sedimento em um
sistema Soxhlet e procedeu-se a extracdo com 150mL de uma mistura de solventes
n-hexano e acetona (1:1v/v) por 4hs. Decorrido esse tempo o0 volume do extrato foi
colocado para evaporar em capela.

Para determinacdo da composigdo isotopica do carbono foi pesado em uma
capsula de estanho uma aliquota de 0,7mg de 6leo. A amostra foi transformada em
CO, por combustdo a 900°C on line em um analisador elementar contendo dois
fornos. O primeiro forno realizou a combustdo do 6leo por oxidagéo liberando CO»,

agua e compostos nitrogenados que foram encaminhados para o segundo forno,
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onde por reducdo a 600°C, os compostos nitrogenados foram reduzidos a N,. A
mistura N2, H20 e CO, passou por um retentor de umidade contendo perclorato de
magneésio que retém a agua. O CO, e o N, foram separados em uma coluna
cromatografica do tipo empacotada em isoterma de 50°C, e o CO; foi injetado em
um espectrometro de massas FININGAN MAT 252 onde foram determinadas as

concentracdes de *C e **C (Figura 37).

Figura 37. Espectrdmetro de massas modelo MAT 252 Thermo Finnigan para anélise da composi¢céo
isotopica do carbono em extratos organicos ou Oleos. Laboratério de andlises isotépicas,
CENPES/Petrobras. Fonte: PEDRO, 2007.

VI. 1.7.6 Determinacao dos biomarcadores

Para determinacao dos Biomarcadores as amostras foram analisadas em CG/
EM através do modo de monitoramento seletivo de ions (MSI). Para a analise por
MSI, foram selecionadas 0s seguintes ions: m/z 217 para os a-esteranos, m/z 218
para os a- esteranos e m/z 191 para terpanos, m/z 177, 259 e 231, e m/z 66 para 0s
padrbes internos (n-alcanos perdeuterados). As condicbes cromatograficas

utiizadas para as analises foram: temperatura 70°C a 170°C com taxa de
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aquecimento 20°C min™?, de 170°C a 310°C com aquecimento de 2°C min™ e
isoterma de 310°C durante 10 minutos. Por fim realizou-se inje¢cdo automatica de
1uL da amostra, com impacto de elétrons a 70 eV, utilizando hélio como gas de

carreador, a uma pressao constante de 10 psi.



CAPITULO VI
Resultados e Discussoes
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VIl. 1. RESULTADOS E DISCUSSOES

VII. 1.1 AVALIACAO DA ORIGEM DO CONTAMINANTE

A contaminacao por petroleo pode atingir o meio ambiente por fontes naturais
ou por fontes antropogénicas, e sdo estas Ultimas as de grande preocupacao
atualmente. E através de liberacbes de O6leo cru e produtos refinados,
derramamentos que ocorrem em acidentes e nas atividades de rotina que pode
comprometer a atividade natural de um ecossistema (NRC, 2003; NEVES, 2006).
Para identificar a origem de 6leos em um derramamento por acidente, sao utilizados

varias técnicas como analises cromatogréficas, isotdpicas e biomarcadores.

VII. 1.1.1 Analises Cromatograficas

O perfil de um O6leo constitui sua impressdo digital, representa a sua
composicdo quimica, e muitos parametros sao sugeridos como suporte para
interpretacdo do estado desse 6leo, entre eles pode destacar a biodegradacéo, a
maturacdo térmica e a origem da matéria organica (REBOUCAS et al., 2008). Para
investigagdo da origem de exudacdes encontradas no manguezal do rio S&o Paulo
foi analisado uma amostra de 6leo do poco P128, pertencente ao Campo de
Candeias, produzido pela UN-BA, Petrobras. Este poco fica localizado préximo ao
manguezal. Também foram avaliadas quatro amostras de sedimento, sendo que a
amostra 1, 2 e 3 foram coletadas em locais distintos do manguezal contaminado e a
amostra 4 foi uma mistura das amostras 1, 2 e 3. As amostras apresentaram as
seguintes caracteristicas:

e Amostra de 6leo do Po¢co P128: com 60,26% de compostos saturados, 13,68%
compostos aromaticos e 26,06% de compostos “NSO” (Compostos polares: Resinas

+ Asfaltenos);
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e Amostra 1: com 49,80% de compostos saturados, 17,38% compostos aromaticos
e 32,81% de compostos “NSO” (Compostos polares: Resinas + Asfaltenos) (Figura
38a);
e Amostra 2: com 26,78% de compostos saturados, 12,52% compostos aromaticos
e 60,70 % de compostos “NSO” (Compostos polares: Resinas + Asfaltenos) (Figura
38Db);
e Amostra 3: com 42,12% de compostos saturados, 17,24% compostos aromaticos
e 40,64 % de compostos “NSO” (Compostos polares: Resinas + Asfaltenos) (Figura
38c¢);
e Amostra 4: com 29,15% de compostos saturados, 12,75% compostos aromaticos
e 58,10% de compostos “NSO” (Compostos polares: Resinas + Asfaltenos (Figura
38d).

As amostras evidenciaram um alto grau de biodegradacdo do 6leo com
auséncia ou baixa presenca das n-parafinas e dos isoprendides pristano e fitano,
além de area sob a elevacdo da linha de base do cromatograma (hump),
representando uma mistura complexa de compostos nao resolvidos (UCM) (Figura
38). A amostra 1 pode parecer mais preservada em relagdo as outras, mas a
presenca das parafinas normais pode ser devido a uma possivel segunda

contaminacdao, tornando-se uma mistura de 6leos.

% @t @dos: L3380 % Sah Edos: 2ETE
% romatcoe: 17 32 (a) % AlomaAtcss: 12,52 (b)
% Res +0:T 281 % Res +8:T &0,10

P N . s
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% ARoma o
% Res +021

Figura 38. Cromatograma do 6éleo total, razdes baseadas em alturas da amostra 1 (a), 2 (b), 3 (c) e 4
(d), % Saturados, Aromaticos e NSOs.
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A acao dos microorganismos sobre os hidrocarbonetos segue a sequéncia:
alcanos normais, isoparafinas, cicloalcanos e hidrocarbonetos arométicos com
enriguecimento relativo dos NSO. Os o6leos da Bacia do Recdncavo (Formacgéo
Candeias) séo classificados como parafinicos onde os saturados variam entre 50% a
88% e 2,8% a 35% para os compostos NSO, sendo considerados O6leos leves
(GANGLIANONE & TRINDADE, 1988). Isso pode ser confirmado com os resultados
da anélise da amostra do 6leo do Poc¢o P128 que apresentou 60,26% de compostos
saturados e 26,06% de compostos NSO.

Os resultados mostraram valores para os hidrocarbonetos saturados variando
entre 26,78% a 49,80% confirmando que o 6leo se encontra biodegradado com um
enriguecimento de NSO que variou entre 32,81% a 60,70%. A média entre as
amostras confirma o enriquecimento de NSO, 6leo em alto grau de biodegradacéao
(Figura 39).

g
—

m%Saturados O%Aromaticos O%NOS

Figura 39. Diagrama esquematico representando as percentagens médias dos hidrocarbonetos
saturados, aromaticos e compostos NOS das amostras 1, 2, 3 e 4 analisadas.

Como os microrganismos consomem compostos leves (n-alcanos) durante
progressiva biodegradacao, o 6leo residual torna-se enriguecido em compostos NSO
(por exemplo, asfaltenos) (ASIF et al., 2009). No grafico da Figura 40 se pode
observar a proporcdo entre saturados, aromaticos e NSOs, mostrando que ha um

enriguecimento evidente de NSO nas amostras 2 e 4. As amostras 1 e 3 também
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apresentam um progressivo enriquecimento de NSO apesar de ser menor, quando
comparado a amostra do 6leo do Poco P128 (Figura 40). Em comparagdo com
amostra do 6leo do Poco P128, a amostra que se encontra mais preservada € a

Amostra 1.

70

60 -
50
40
30 A

20 -+
10 A

Oleo da Bacia do Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostrad
Recdncavo

B%Saturados O%Aromaticos 0% NOS

Figura 40. Grafico representando as percentagens dos hidrocarbonetos saturados, aromaticos e
compostos NSO. A seta da destaque ao enriquecimento dos compostos NSO.

Através da analise dos cromatogramas nao foi possivel confirmar a origem do
Oleo derramado por ja se encontrar em um estagio avancado de biodegradacao.
Mas outras andlises foram feitas a fim de atingir um dos objetivos do trabalho, como
a identificacdo de certos biomarcadores e andlise isotdépica de carbono, que
segundo Araujo (2007) através destas também €& possivel caracterizar o ambiente
deposicional da rocha geradora do petréleo que teria originado as amostras em
estudo. Foram determinados os parametros para identificacdo da origem que melhor

caracterizam o 6leo encontrado no sedimento do manguezal do rio Sdo Paulo.

VII. 1.1.2 Analises isotdpicas

Resultados de analises isotopicas podem fornecer subsidios importantes para
compreensao e interpretacdo de problemas referentes a origem, geracdo, migracao
e alterac&o do petroleo (SILVA & AZEVEDO, 2009). Oleos que apresentam valores

de 8"C menor que -28%. sdo considerados de ambiente lacustre/doce e s&o do tipo
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parafinico. Essas caracteristicas sdo tipicas de o6leos da Bacia do Rec6ncavo
(GANGLIANONE & TRINDADE, 1988). As analises dos isOtopos estaveis de
carbono revelaram para as quatro amostras, valores de 5C variando entre -
30,79%o a -30,52%o (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de 5'°C para amostras de 6leo do Poco P128 da Bacia do Recbncavo e de
amostras de 6leo exudado no manguezal do rio Sao Paulo.

Valores de delta ~°C

Oleo do Poco P128 -31,31
Amostra 1l -30,79
Amostra 2 -30,63
Amostra 3 -30,52
Amostra 4 -30,53

Estes dados caracterizam os 6leos como tendo uma origem a partir de rochas
com “input” de matéria organica continental. Segundo um estudo de caracterizagcao
geoquimica dos Oleos da Bacia do Reconcavo realizado por Ganglianone e Trindade
(1988) os valores para 5**C variam entre -28,1%o & -32,1%o, sendo que os 6leos
acumulados na Formacédo Candeias, Pojuca e Itaparica sao isotopicamente mais
negativos. Os Oleos analisados nas amostras apresentaram valores isotépicos
semelhante aos encontrados na Formacédo Candeias, Pojuca e Itaparica mostrando
alguma identidade com esses 06leos. A amostra do 6leo do Poco P128 (Formacéo
Candeias) apresentou valor para 5**C de -31,31%o, caracterizando-se como do tipo

lacustre/doce.

VIl. 1.1.3 Anélises de Biomarcadores

Outra analise bastante utilizada para identificar e confirmar a origem de 6leos
€ a identificacdo de biomarcadores. Sao “fésseis moleculares”, ou seja, compostos
complexos originados de organismos que viveram em um determinado ambiente e
seus restos foram depositados junto aos sedimentos que posteriormente vieram a
formar uma rocha potencialmente geradora (EGLINTON & CALVIN, 1967).
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A razdo hopanos/esteranos reflete a proporcéo entre o aporte de algas e
vegetais superiores (representadas pelos esteranos) e a contribuicdo de biomassa
bacteriana (PETERS & MOLDOWAN, 1993). Os valores mais baixos (menores que
4) indicam deposicdo de matéria organica marinha com maior contribuicdo de
organismos plancténicos e/ou algas, ja valores mais elevados (maiores que 7)
indicam deposicdo de matéria organica terrestre e/ou microbialmente retrabalhada
(6leos lacustres) (PETERS & MOLDOWAN, 1993). Todas as amostra apresentaram
valores para razdo hopanos/esteranos maiores que 7, indicando ambientes com
deposicado de matéria organica terrestre e indicagdo de presenca de 0Oleos lacustres
(Tabela 6).

Tabela 6. Razdes de biomarcadores indicadores de origem para amostras de 6leo do Pogo P128 da
Bacia do Recdncavo e de amostras de 6leo exudado no manguezal do rio Sdo Paulo

Amostra Amostra Amostra Amostra Amostra
1
P/F 1,46 1,32 - - -
P/nC4; 0,37 3,54 - - -
F/InCig 0,27 2,33 - - -
TS/(TS+TM) 0,559 0,5476 0,5978 0,5432 0,5602
HOP/STER 23,9093 25,9458 24,9278 28,4427 28,7398
Has/Hay4 0,5613 0,5695 0,345 0,4883 0,4326
Hae/Hs3o 0,3798 0,3978 0,5067 0,4006 0,4263
GAM/Hzq 0,3419 0,3634 0,5466 0,3429 0,377
% 27 Esteranos | 34,484 33,9169 18,7686 30,1124 24,42
% 28 Esteranos | 27,7044 29,1371 32,7991 30,6123 31,2956
% 29 Esteranos | 37,8116 36,9459 48,4323 39,2752 44,2844
TPP 0,9782 0,9792 0,9882 0,9786 0,9864

Legenda: P=Pistano; F=Fitano; H= Horpano; GAM: Gamacerano; STER=Esterano; TPP= Raz&o dos
Poliprendides Tetraciclicos

Em geral, os fragmetogramas m/z 191 e m/z 217 apresentam caracteristicas
semelhantes (Figura 42 e 43). Em comparacdo com as caracteristicas geoquimicas
do petroleo produzido na Bacia do Recbncavo, apresentadas por Veiga (2003). Na
analise do Oleo do Poco P128 pode-se observar que ha semelhancas em relacéo a
presenca do gamacerano, Hyg, H3p € outros compostos, além da similaridade
encontrada quanto ao perfil dos cromatogramas e a distribuicdo dos compostos
(Figura 41, 42 e 43).
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Figura 41. Perfis m/z 191 e m/z 217 do petréleo produzido na Bacia do Recdncavo: Fonte: VEIGA,

2003.

H29

.|_. W lIlkJJL

1L

& amac e oo

Lis

il

1

ol

Dia 275

€295

C29R

Figura 42. Fragmetogramas de biomarcadores saturados ciclicos (m/z 191 e m/z 217) de amostra de
Oleo da Bacia do Recdncavo do Pogo P128.
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Alguns parametros geoquimicos sdo muito utilizados como ferramentas de
correlacdo, condi¢cbes paleoambientais e origem deposicional no estudo de uma
determinada rocha fonte. Dentre eles destacam-se as razOes Pristano/Fitano,
Ts/(Ts+ Tm) e Hopano/Esterano, distribuicao dos C,7, C,g € Cyg esteranos regulares,
dentre outras.

A relagdo pristano/fitano em betumes e oOleos, obtida através do perfil da
cromatografia gasosa, tem sido utilizada para avaliar as condicbes Oxico-redutoras
do ambiente deposicional (DIDYK et al., 1978). As relacdes pristano/fitano menores

do que 1,0 indicam condi¢cdes anoxicas em ambientes marinhos carbonaticos e/ou



137

hipersalinos. Somente na amostra 1 foi detectada a presenca de fitano e pristano
tendo sua razé&o valor equivalente a 1,32 indicando condigdes 6xicas em ambientes
lacustres/doce(Tabela 6). Nas demais amostras ndo foram detectadas fitano e
pristano, provavelmente devido ao alto nivel de degradacdo em que se apresenta o
6leo encontrado no sedimento do manguezal em estudo.

Em todas as amostras foram observadas as razdes: hopanos / esteranos > 5,
H2o/H30 <1, auséncia de 25 NorHopano e presenca de triciclicos terpanos (Tabela 6).
Em conjunto séo indicativas de 6leo de origem de ambiente lacustre com rocha
geradora siliciclastica de idade pré-aptiana, caracteristicas semelhantes ao 6leo
produzido na Bacia do Reconcavo (VEIGA, 2003).

As amostras apresentaram valores baixos para a razdo Hss/Hs4 variando entre
0,5695 e 0,345. Elevados valores para essa razdo Hss/Hzs S80 caracteristicas de
ambientes marinhos, com baixo potencial redutor, e valores baixos para esta razao
caracterizam ambientes lacustres (ARAUJO, 2007).

Com o propésito de avaliar o grau de correlacdo de origem entre as amostras
analisadas, foi realizada uma andlise comparativa dos valores da distribuicdo dos
Cy7, Cys e Cy9 esteranos regulares (valores que indicam paleoambiente
deposicional). Segundo HUANG & MEINSCHEIN (1979), a predominancia dos Cyg
esteranos indicariam contribuicdo terrestre, dos C,; esteranos indicariam maior
contribuicdo de fitoplancton marinho e dos C,g esteranos, quando em maior
proporcao, indicariam maior contribuicdo de algas lacustres. As amostras
apresentaram valores com maior propor¢cdo para Cy9 (Tabela 6) indicando
contribuicdo do tipo terrestre, de acordo com o diagrama ternario (Figura 44), foi
observada uma contribuicdo de aporte de matéria organica de origem terrestre e de
estuéario confirmando o tipo de ambiente estudado, que se trata de manguezal onde
ocorre uma troca constante entre diferentes ambientes.

O ambiente do tipo lacustre/doce também €& caracterizado por apresentar
valores para TPP maior que 0,4 o que pode ser observado em todas as amostras
(Tabela 6). As amostras avaliadas apresentaram um valor alto de TPP sugerindo
origem em ambiente lacustre caracteristico de 0leos da Bacia do Recdncavo. De
uma maneira geral, os parametros caracteristicos de origem expostos neste trabalho
refletem um dominio de origem lacustre para estas amostras avaliadas, sugerido
principalmente por valores altos para razdo hopano/esterano caracteristicas

encontradas em 6leos da Bacia do Reconcavo. Com esses estudos néo foi possivel



138

identificar a origem real das exudacdes, porém os resultados indicam uma tendéncia
que sugere uma mesma origem que a do 6leo da Bacia do Recdncavo, isto é, os

folhelhos geradores da Formacdo Candeias.

C 27 Legenda

1- Amostra 1
2- Amostra 2
3- Amostra 3
4- Amostra 4

Flancton

MarinhoAberto

3, > 4
Estuario :’
Cleo
2 - ‘ = 4

Plantas
Terrestre

Superiores

Lacustres,

Figura 44. Diagrama triangular mostrando a interpretagdo dos ambientes através da distribuicdo dos
esteranos, adaptado do original de HUANG & MEINSCHEIN (1979). Fonte: ARAUJO, 2007.

VII. 1.2 AVALIACAO DO PROCESSO DE BIORREMEDIACAO

VII. 1.2.1 Avaliacdo granulométrica

Andlise de tamanho de grdo fornece pistas importantes para a proveniéncia
dos sedimentos, a historia dos transportes e condicfes de deposicdo, além de ser
um importante parametro para controlar os processos de intemperizagao, condicao
gue contribui para o processo de degradacédo de contaminantes (por exemplo, FOLK
& WARD, 1957; FRIEDMAN, 1979; BUI et al., 1990).

A analise dos resultados da granulometria é apresentada na forma de valores

em porcentagem de areia, silte e argila (Tabela 7).
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Tabela 7. Composicao do sedimento em relagdo ao tamanho dos gréos.

Composicdo do sedimento
(%)

Areia fina:3,5%
Areia muito fina:56,4%
Silte muito grosso:23,2%
Silte grosso:8,1%
Silte médio:5,5%
Silte Fino:2,5%
Silte muito fino:0,4%
Argila:0,3%

Observa-se que a granulometria da amostra apresenta caracteristicas com
uma predominancia de areia muito fina do tipo polimodal e moderadamente
selecionada. Quanto a textura a amostra foi classificada como areia lamosa.
Segundo Readman et al., 1984 e Kowalska et al., 1994, quanto mais fina a
granulometria, maior a capacidade de retencdo de matéria organica e,
consequentemente, dos contaminantes . De acordo com Lacerda (1998), os
sedimentos de granulacdo fina, predominando os tamanhos silte e argila (lama)
favorecem o0s processos geoquimicos, 0s quais estdo intimamente relacionados a
este pacote sedimentar formado por graos predominantemente finos.

Com base nos dados apresentados na Tabela 10 efetuou-se a classificacao
granulométrica dos sedimentos, com emprego do diagrama textural de Shepard
(1954), conforme mostrado na Figura 45.

Areia

lama
arenosa

argila
arenosa

Silte
arenoso

Areia%

50

areia areialamosa areia
siltosa

argila lama Silte

Argila 1.2  razdosilte:argila 2.1 Silte

Figura 45. Diagrama triangular de classificacdo granulométrica (Shepard, 1954) do substrato
sedimentar do manguezal do estuario do rio S&o Paulo utilizado no processo de biorremediacéo.
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No grafico abaixo se pode observar a composi¢cao do substrato em escala phi.
A escala phi desenvolvida por Krumbein (1936) converte as classes de tamanho de
Wentworth (1922) em intervalos aritméticos. As particulas que apresentam de 2 a 4
phi sé@o classificada como do tipo areia fina a muito fina. No gréfico abaixo se pode
observar que a maior quantidade das particulas se encontra no intervalo entre = 3,0

a = 4,3 confirmando sua classificagdo (areia muito fina) (Figura 46).
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Figura 46. Gréfico da composicdo do sedimento do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo em
escala phi.

Ao longo do experimento as amostras coletadas nos intervalos 1, 45 e 90 dias
se mantiveram sem alteracdo na composicdo do sedimento estudado (Tabela 8).
Como as amostras apresentaram a mesma classificagdo granulométrica, considera-
se que esse fator ndo produza, para fins deste trabalho, influéncia na taxa de
degradacéao dos hidrocarbonetos ao longo do experimento.

Tabela 8. Composicao do sedimento (%) das amostras de substrato coletadas ao longo do processo
de biorremediacéo.

Amostras Areia Areia Silte Silte Silte Silte Silte Argila
fina muito muito grosso meédio fino muito
fina grosso fino
Referéncia 3,07% 53,48% 252 % 9,0% 5,8% 2,8% 0,6% 0,2%
(Tempo Zero)
Referéncia (45 3,9% 56,8% 22,3% 8,9% 5,1% 2,1% 0,4% 0,3%
Dias)
Referéncia (90 3,9% 56,8% 22,3% 8,9% 5,1% 2,1% 0,4% 0,3%
Dias)
NPK
(Tempo Zero) 3,4% 56,8% 22,5% 8,8% 5,7% 2.6% 0,2% 0,0%
NPK
(45 Dias) 4,0% 57,9% 22,7% 7,7% 4,9% 2,4% 0,4% 0,1%
NPK
(90 Dias) 0,3% 43,0% 33,3% 11,8% 7,2% 3,6% 0,6% 0,3%
OSMOCOTE
(Tempo Zero) 3,8% 54,5% 23,2% 9,3% 6,1% 2,7% 0,3% 0,1%
OSMOCOTE (45
Dias) 4,0% 56,6% 23,1% 7,9% 5,2% 2,6% 0,5% 0,2%
OSMOCOTE (90
Dias) 4,3% 58,0% 22,6% 7.4% 4,9% 2,3% 0,3% 0,2%
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VII. 1.2.1. Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos ndo-conservativos

As transformacdes microbianas, os caminhos dos produtos de biodegradacao
e a persisténcia dos compostos dependem principalmente dos fatores fisico-
quimicos do ambiente onde 0s microorganismos se encontram, provocando grande
impacto na populagédo (SUTHERSAN, 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas, relativas aos mecanismos de transporte e
interacdo  sedimento-contaminante, sao também determinantes para a
biodegradabilidade. Essas condicbes determinam a acessibilidade dos compostos
pelos microorganismos.

Durante o processo de bioestimulacdo foram controlados o0s seguintes

parametros: temperatura, pH, O.D., Ey e salinidade.

VIl. 1.2.1.1 Temperatura

Durante o processo de bioestimulacdo os valores para temperatura da agua
variaram entre 24,4 e 30,7°C (Anexo A.1). O grafico da Figura 47 permite analisar as
variacdes de temperatura da agua do canal de maré e das unidades de simulacdo
(trés aquarios para cada simulacdo), ocorridas durante o 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60°
e 90° dia. A temperatura da 4gua do canal de maré se apresentou mais baixa que as
das unidades de experimento (apdés duas horas de simulagcdo) isso pode ser
justificado pelo fato do Laboratério de Simulacdo ter uma temperatura maior do que
a do ecossistema natural, em fungédo de ser um ambiente artificial. Segundo Santana
(2008) a alta temperatura pode ser reflexo do tipo de telha (transparente) utilizada na
cobertura do laboratério de simulagédo, a qual permite a entrada da energia solar
com grande intensidade tornando o ambiente semelhante a uma estufa. Mas
conforme Koning (2002), sdo as temperaturas mais altas, a principio, as mais
vantajosas, ja que a solubilidade dos contaminantes e a biodisponibilidade dos

compostos organicos aumentam, facilitando o processo de degradacao.
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Figura 47. Grafico com variacdo da temperatura nas unidades de simulagdo no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°,
45°, 60° e 90° dia.

Na Tabela 9 podemos observar a média, mediana e desvio padrédo da
temperatura. No canal de maré a temperatura apresentou uma media de 26,26°C
com um desvio padréo de 1,22, ja as unidades de simulacdo apresentaram uma
media entre 28,9 e 28,1°C, com desvio padrao variando entre 1,27 e 1,53.

Tabela 9. Tabela com valores de média, mediana e desvio padrdo dos valores para temperatura.

Temperatura (°C)

Desvio

Simulagédo | Média | Mediana | Padréo
RIO 26,26 26,03 1,22
Ref. 28,90 28,85 1,40
Ref. 28,10 28,15 1,27
Ref. 28,34 28,37 1,37
NPK 28,46 28,43 1,45
NPK 28,28 28,34 1,48
NPK 28,52 28,51 1,53
OSM 28,59 28,69 1,48
OSM 28,45 28,48 1,48
OSM 28,60 28,60 1,50

Os resultados para temperatura mostraram valores dentro do limite ideal para
o desenvolvimento dos microrganismos necessarios para 0 aumento da
biodegradacéo durante todos os dias monitorados (1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e 90°

dia). Contudo os efeitos da temperatura podem ser limitados por outros fatores, tais
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como a qualidade dos hidrocarbonetos e a composicdo das comunidades
microbianas (ATLAS, 1981). Segundo Bento (2005) a temperatura € capaz de
influenciar tanto nas propriedades fisicas e quimicas dos constituintes do petrdleo
contidas no sedimento, quanto na atividade biolégica dos microrganismos. Atlas &
Bartha (1972) constataram que baixas temperaturas retardam as taxas de
volatilizagcdo de hidrocarbonetos com baixo peso molecular, tdxicos para 0s
microorganismos. Contudo, Coulon (2005) confirma que a biorremediacdo de
hidrocarbonetos é possivel a temperaturas baixas (4°C), mas sdo as altas
temperaturas que proporcionam os melhores resultados.

Autores confirmam que o metabolismo microbiano aumenta com o aumento
da temperatura e que a atividade enzimatica apresenta um melhor metabolismo para
os hidrocarbonetos a uma temperatura maxima de 30-40°C (BOSSERT & BARTHA,
1984; LEAHY & COLWELL, 1990).

VII. 1.2.1.2 pH

Os valores de pH apresentam-se compativeis para aguas marinhas, variando
entre 7,05 e 8,01 (Anexo A.2). O grafico da Figura 48 permite analisar as variacbes
de pH da agua do canal de maré e das unidades de simulacéo (trés aquarios para
cada simulacédo), ocorridas durante o 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e 90° dia. A maior
parte dos microorganismos tolera valores de pH na faixa de 5 a 9 e
preferencialmente funcionam na faixa de 6,5 a 7,5. Quando altas concentracdes de
compostos organicos estdo presentes no subsolo com baixa alcalinidade é
necessario o controle do pH para que a biodegradacéo se efetue.

Cavalho (2007) e Celino et al. (2007), em estudos realizados no Norte da
Baia de Todos os Santos, obtiveram valores préximos, aos encontrados neste
trabalho, com médias de 7,6 e 7,0 respectivamente. Testes com processo de
bioestimulo realizados por Santana (2008) mostraram valores semelhantes também,

variando entre de 7,0 e 8,0.
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Figura 48. Gréfico com variacdo do pH nas unidades de Simulac¢éo no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e

90° dia.

A média do pH foi de 7,4 na agua do canal de maré(rio) com um desvio

padrdao de 0,15 e 7,62 a 7,84 nas unidades de simulacéo.

simulacédo o desvio padrao variou entre 0,09 e 0,26 (Tabela 10).

Nas unidades de

Tabela 10. Tabela com valores de média, mediana e desvio padréo dos valores para pH

pH

Desvio

Simulagdo | Média | Mediana| Padr&o
RIO 7,37 7,37 0,15
Ref. 7,62 7,67 0,26
Ref. 7,72 7,75 0,17
Ref. 7,78 7,78 0,12
NPK 7,75 7,78 0,11
NPK 7,80 7,80 0,09
NPK 7,70 7,70 0,16
OSM 7,81 7,80 0,10
OSM 7,84 7,83 0,10
OSM 7,82 7,80 0,09

Durante a simulacdo verificou-se que o pH manteve-se dentro da amplitude

definida na caracterizacao inicial (1° dia de simulac¢éo), indicando a capacidade de

tamponamento para patamares mais alcalinos (ESTEVES, 1998).

Segundo Vallejo

et al. (2005) o pH tem a capacidade de inibir o crescimento dos heterétrofos e
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degradadores reduzindo as taxa de degradacg&o dos hidrocarbonetos. A maioria dos
microrganismos desenvolve-se melhor com pH 7,0, por isso a importancia do ajuste
e a manutencao deste parametro durante o processo de biorremediacdo. Hoffasanm
& Viedt (1998) reportam que na literatura um pH entre 5,5 e 8,5 € dado como 6timo
para a biodegradacao de HTP em solos.

Ja experimentos realizados por Bartha & Dibble (1979), mostraram que
valores de pH em torno de 7,8 se aproximam dos valores ideais para biodegradacéo
de hidrocarbonetos, justificado pelo aumento na taxa de emissées de CO,, uma vez
que alguns hidrocarbonetos séo convertidos em material celular e outros em CO».

Os resultados de pH mostraram-se adequados para o desenvolvimento de
microrganismos responsaveis pela biodegradacdo dos contaminantes, nao

comprometendo portanto o processo de biorremediacéao.

VII. 1.2.1.3 Potencial Redox (En)

O potencial redox (Ey) dos sedimentos mede o seu estado de oxidagao
controlando a direcdo do equilibrio quimico e consequentemente a reducdo ou
oxidacdo do contaminante. Este, por sua por sua vez controla os compostos que o
contaminante pode formar e a relativa solubilidade destes no meio ambiente
(HAZEN, 2010).

Os valores de Ey mostraram que os sedimentos do manguezal do estuario do
rio Sdo Paulo apresentam condicfes fortemente redutoras, variando entre -52 e 40
mV (Anexo A.3). Alguns resultados mostraram condicfes oxidantes, isso pode estar
relacionado com erros no manuseio do equipamento, jA que ambiente de manguezal
€ potencialmente redutor. O potencial redox é condicdo limitante para aceleracao do
processo de biodegradacdo. Segundo ERD (1998), valores positivos de Ey indicam
condicdes Otimas para a biodegradacdo de compostos organicos.

No entanto, as concentracdes oxidantes ou redutores em especial irdo afetar
a atividade metabolica microbiana influenciando a sua atividade enzimatica podendo
dificultar ou acelerar o processo de biodegradagao (SUTHERSAN, 1999).

A média dos valores de Ey variou para os aquarios de simulacdo entre -

14,4mV e -32,4mV. Ja a média dos valores de Ey para amostras da agua do rio se
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comportou oxidante (4,25). Um declinio do potencial redox (Ey) de valores positivos
para negativos reflete mudanca de oxidantes (favordveis aos microrganismos
aerobios) para redutoras (melhores condigcbes aos processos anaerobios, que séo
mais lentos que os aerébios) (QUEIROZ S et al., 2007). Os parametros estatisticos
de Ey apresentados na Tabela 11 confirmam condi¢Ges fortemente redutoras para a
agua dos aquéarios de simulacéo. Isto é um fator que influencia a taxa de degradacéo

do dleo, pois quanto mais oxidante mais rapido € a degradacéo desse 0leo.

Tabela 11. Valores de média, mediana e desvio padrao dos valores para Ep.

B (mv)

Desvio

Simulacdo | Média |Mediana Padréo
RIO 4,25 -5 21,40
Ref. -14,37 -21 19,65
Ref. -23 -23 10,80
Ref. -29,37 -31 8,82
NPK -28 -29 8,48
NPK -30,87 -30,87 9,22
NPK -24,87 -24,87 7,46
OSM -24 -25 21,46
OSM -32,37 -32,37 7,70
OSM -32,12 -32 6,31

VIl. 1.2.1.4 Salinidade

A presenca de sais pode retardar ou inibir a biodegradacdo. E desconhecida
a biodegradacdo em ambiente hipersalinos (NASCIMENTO, 2006) e segundo
Borresen & Rike (2007) a alta concentracdo de sal inibe a degradacdo microbiana
dos hidrocarbonetos. Existem microorganismos que se adaptam a condi¢des de alta
salinidade, sendo fundamental a acessibilidade dos contaminantes para o0s
microorganismos.

A Figura 49 permite analisar as variagcdes de salinidade da agua do canal de
maré e dos aquarios, ocorridas durante os 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e 90° dias. Os
valores para salinidade variaram entre 41e 30 (Anexo A.4). A salinidade durante
todo o experimento se comportou de forma adequada para o desenvolvimento dos

microrganismos tipicos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo quando
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comparados com valores ideais de ambientes de agua salina (superior a 30)
(CONAMA, 2005).

A &agua do canal teve maiores valores em relacdo ao encontrados nas
unidades de simulacdo. Sendo que durante o experimento 0s maiores valores foram
encontrados no 60° dia de experimento tanto para a agua do canal como para as
unidades de simulag&o, podendo estar relacionado diretamente com o aumento da
temperatura ou ao ciclo de maré, que ird determinar uma maior ou menor entrada de

agua salina no estuario.
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Figura 49. Grafico com variacdo da Salinidade nas unidades de Simulacdo no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°,
60° e 90° dia.

A média de salinidade no canal de maré ficou em torno de 35,3 (Tabela 12),
bem préximo aos valores encontrados por Carvalho (2007), que variaram em torno
de 36,6, por Celino et al. (2007) que obteve uma média de 34,7 e por Santana
(2008) encontrando uma média de 35,8. O aumento da salinidade nas unidades de
simulacdo com NPK e OSMOCOTE em comparacdo com as unidades referéncias
pode estar relacionado com o uso de sais nutrientes, tais como amonio (NH;") e
nitrato (NO3)).



148

Tabela 12. Valores de média, mediana e desvio padréo dos valores para Salinidade.

Salinidade

Desvio

Simulagéo Média Mediana | Padrao
RIO 35,3 35,3 2,1
Ref. 32,6 32 2,4
Ref. 331 33 2,5
Ref. 33,6 33 2,3
NPK 34 33 2,7
NPK 34,5 34 2,7
NPK 34,4 34 2,7
OSM 34,5 34 31
OSM 34,1 33 3,6
OSM 34,4 33 34

VII. 1.2.1.5 Oxigénio Dissolvido (O.D.)

A falta de oxigénio nas reacdes de biorremediacdo € um fator impeditivo
(CHAYABUTRA & JU, 2000) e € o fator decisivo para iniciar e sustentar a
biodegradacdo (NASCIMENTO, 2006). O O.D. ao longo do experimento variou entre
4,8 e 8,4mg/L (Anexo A.5).

Na Figura 50 pode se observar a variagdo do O.D.mg/L no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°,
45°, 60° e 90° dia. Segundo o Conama (2005) para aguas com salinidade superior a
30 o O.D. deve ser superior a 6mg/l. A taxa de O.D ideal para biodegradacéo esta
em torno de 8,0mg/L. Os valores em todas as unidades de simulacdo se
encontraram abaixo desse valor ideal para biodegradacdo, mas se encontrou bem
proximo e dentro do limite necessario para desenvolvimento de microorganismos
tipicos de manguezal.

Santana (2008) em seus testes utilizou uma e duas bombas de aeracao nas
unidades de simulagdo e concluiu que nao afetou as concentragbes de O.D.,
inferindo que esses resultados podem estar relacionados aos valores de
temperatura. Ja que o aumento da temperatura reduz a solubilidade do oxigénio na
agua, no entanto provoca um aumento na intensidade dos processos bioldgicos, o

gue acelera o metabolismo dos organismos, acarretando consequentemente um
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maior consumo de oxigénio (CARMOUZE, 1994; ESTEVES, 1998; RICKLEFS,
2001).
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Figura 50. Gréfico com variacdo do O.D. nas unidades de simulacdo no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e
90° dia.

A média do O.D. na agua do canal se encontrou em torno de 6,1mg/L com um
desvio padréo de 0,71 (Tabela 13). Os menores valores de O.D. se encontraram nas
amostras da agua do canal e nado tiveram variacao significante entre os aquarios de
simulacdo durante o experimento, variando entre 7,3 a 7,5mg/L bem proximo aos

valores encontrados por Santana (2008), com uma média de 7,5mg/L.

Tabela 13. Valores de média, mediana e desvio padrao dos valores para O.D.

0.D. (mg/L)

Desvio

Simulag&o | Média | Mediana Padréo
RIO 6,05 6,20 0,71
Ref. 7,38 7,50 0,59
Ref. 7,34 7,60 0,64
Ref. 7,34 7,60 0,55
NPK 7,44 7,60 0,49
NPK 7,46 7,46 0,74
NPK 7,35 7,50 0,57
OSM 7,33 7,33 0,70
OSM 7,38 7,40 0,58
OSM 7,25 7,25 0,55
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CHAYABUTRA & JU (2000) concluiram que sob condigcBes microaerdbicas a
taxa de desnitrificagdo decresce com a redugcdo da concentragdo do oxigénio
dissolvido, implicando que as reacdes que requerem oxigénio sdo limitantes para a
continuidade da biodegradacdo. A disponibilidade de oxigénio é crucial para a
biorremediacéo rapida, a biodegradacdo de hidrocarbonetos é essencialmente um
processo aerébio sendo a limitacdo de oxigénio um problema potencial em um
ambiente (ZHU et al., 2004Db).

VII. 1.2.2 Avaliacdo geoquimica

VII. 1.2.2.1 Fésforo, nitrato, amonia e carbono organico

Nesse experimento foram feitas simulagdes com dois tipos de fertilizantes,
NPK e OSMOCOTE (Figura 14), os quais sdo compostos de nitrogénio, fésforo e
potassio, na proporcado 100:10: 1. A diferenca entre os fertilizantes esta na forma de
liberacdo de seus nutrientes. O NPK libera os nutrientes mais rapidamente, sendo
facilmente solubilizado, e 0 OSMOCOTE, por ser envolvido por uma cépsula, libera
a0s poucos esses nutrientes.

Os nutrientes monitorados durante o experimento foram os teores dos ions de
fésforo, aménio e nitrato, em amostras de sedimento extraidas das provetas de
todas as unidades de simulag&o, durante os intervalos de 1, 2, 8, 15, 30, 45, 60, 90
dias. Os resultados dos nutrientes: amoénia, fésforo e nitrato se comportaram de
forma semelhante durante todo o experimento. As concentracfes para as unidades
referéncia variaram entre 18,02 e 37,50mg kg™ (Anexo B.1). Na Figura 51 pode-se
observar que os teores de fosforo nas unidades referéncias se comportaram de
forma semelhante e quando comparado a amostra background os teores se
mantiveram praticamente estaveis durante todo o experimento, tendo uma
diminuicdo no 90° dia. J& nas unidades de simulacdo que foram adicionados NPK as

concentracdes variaram entre 89,37 e 224,92mg kg™’ (Anexo B.1).
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Os teores de fosforo nas unidades com NPK, durante todo o experimento
foram mais elevados do que aquelas das demais unidades de simulacdo sendo que
apresentou uma queda no 60° e 90° dia de experimento. Este fato pode ser
justificado uma vez que o NPK é bastante solivel e a medida que a maré era
simulada é possivel que esses nutrientes fossem utilizados pelos microrganismos
como fonte energia para seu metabolismo. Segundo Vallejo et al.(2005) sé&o
encontrados valores baixos de fésforo ao longo do experimento pelo fato dos
microrganismos o consumirem rapidamente no inicio da biodegradacéo. Isso nao foi
observado neste experimento. Os valores de fosforo se mantiveram em niveis altos
durante toda a experiéncia, podendo ser inferido pelo estagio de degradacdo do
0leo, onde nao foi possivel detectar os hidrocarbonetos de baixo peso molecular, os
primeiros a serem degradados.

As unidades com OSMOCOTE s6 apresentaram valores mais elevados a
partir do 15° dia, mas quando comparados aos aquarios com NPK os teores de
fésforo sdo menores, e este fato pode ser justificado pelo tipo de liberacdo (lenta)
tipica deste fertilizante. Os teores de fésforo nessas unidades variaram entre 34,34 e

193,03mg kg™ (Anexo B.1).
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Figura 51. Grafico com variagcdo dos teores de fésforo nas unidades de simulagdo no 1°, 2°, 8°, 15°,
300, 45°, 60° e 90° dia.

A média dos teores de fésforo na amostra background foi de 29,03mg kg™,

bem préximo daqueles valores encontrados nas unidades de simulagéo referéncias.
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Os valores obtidos para média, mediana e desvio padrao para todas as unidades de

simulacdo se encontram na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de média, mediana e desvio padrédo dos teores do ion fésforo.

Fosforo
(mg kg™)
Desvio
Simulagéo | Média | Mediana | padréao
Backg. 29,03 28,46 1,44
Ref. 29,15 31,30 5,12
Ref. 31,84 | 31,88 5,30
Ref. 27,76 27,76 4,13
NPK 158,54 | 158,54 19,43
NPK 164,54 | 164,54 32,44
NPK 150,05 | 144,91 27,99
OSM 67,45 | 56,27 30,39
OsSM 92,85 | 92,85 49,47
OsM 70,30 | 72,99 25,70

As concentracbes para os valores de amonia das unidades de simulacéo
referéncias variaram entre 2,28 e 31, 41mg N-NH,'kg™® (Anexo B.2). Na Figura 52
pode-se observar que o0s teores de amonia nas unidades referéncias sofreram
aumento quando comparado a amostra background, sendo que a partir do 45° dia de
experimento sofreram redugdo. O aumento nos teores de nutrientes favorece o
crescimento da populacdo microbiana responsavel pela biodegradacdo do dleo
contido no ambiente. Os teores de amoénia nas unidades com NPK obtiveram valores
mais altos nos 08 primeiros dias de experimento, diminuindo sensivelmente a partir
dol15° dia de experimento. As concentracfes variaram entre 7,98 e 338,06mg N-
NH;'kg? (Anexo B.2). O consumo da aménia pode estar relacionado com a
incorporacdo na biomassa microbiana no processo de biodegradacao (VALLEJO et
al., 2005). J4 para as unidades com OSMOCOTE os valores variaram entre 8,20 e
60,78mg N-NH,"kg™ (Anexo B.2). Nas unidades de simulagdo com OSMOCOTE os
teores de amoOnia aumentaram gradativamente durante todo o experimento, quando
comparado aos aquarios com NPK. Nos 08 primeiros dias os teores de amonia
foram maiores nas unidades de simulagdo com NPK, enquanto que a partir 15° os
teores de amodnia foram maiores nas unidades de simulacdo com OSMOCOTE
(Figura 52).
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Figura 52. Gréfico com variacdo dos teores de amobnia nas unidades de simulacdo no 1°, 2°, 8°, 15°,

300, 45°, 60° e 90° dia.

A média dos teores de ambnia na amostra background foi de 2,36mg N-

NH."kg™. Nas unidades de simulagéo variaram entre 6,50 & 117,20mg N-NH,'kg™.

Os valores obtidos para média, mediana e desvio padrdo se encontram na tabela

abaixo, para todas as unidades de simulacéo (Tabela 15).

Tabela 15. Valores de média, mediana e desvio padrao dos teores do ion amdnia.

Amonia
(mg N-NH,’kg™)

Desvio
Simulagéo Media | Mediana padréo
Backg. 2,36 2,25 0,54
Ref. 7,80 5,85 4,23
Ref. 6,50 5,04 4,03
Ref. 8,40 5,00 8,44
NPK 106,91 | 15,76 | 126,08
NPK 117,20 | 18,48 134,41
NPK 114,84 | 21,78 127,42
OSM 28,16 | 28,16 11,36
OSM 34,33 | 34,33 14,13
OSM 28,44 | 26,69 9,86

Os teores para os ions nitrato nas unidades referéncias variaram ao longo do

experimento entre 1,66 & 32,19mg N-NHskg™ (Anexo B.3). Na Figura 53 pode-se

observar que os teores de nitrato nas unidades referéncias sofreram aumento

guando comparados a amostra background, sendo que a partir 15° dia de
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experimento sofreram reducdo. Os teores de nitrato nas unidades onde foi
adicionado NPK obtiveram valores mais altos nos 08 primeiros dias de experimento
decaindo a partir 15° dia de experimento, variando entre 8,51 e 281,36mg N-NH3kg™
(Anexo B.3). Essa queda pode estar relacionada com a solubilizacdo do nitrato que
€ maior nesse tipo de fertilizante e em consequéncia disso é assimilado mais
rapidamente pelos microrganismos degradadores (VALLEJO et al., 2005).

Nas unidades com OSMOCOTE os teores aumentaram gradativamente
durante todo o experimento, mas quando comparados com as unidades com NPK os
teores de amonia nos primeiros 08 dias foram bem maiores, enquanto que a partir
do 15° dia os teores de nitrato sdo maiores nas unidades com OSMOCOTE,
variando entre 9,64 & 62,59mg N-NHskg™ (Anexo B.3). A baixa concentracdo do
nitrato em relacdo as concentracdes de amonia sugere que esta € a fonte principal

de nitrogénio neste experimento (VALLEJO et al., 2005).
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Figura 53. Grafico com variacdo dos teores de nitrato nas unidades de simulagcdo no 1°, 2°, 8°, 15°,
300, 45°, 60° e 90° dia.

Os valores para meédia, mediana e desvio padréo se encontram na Tabela 16.
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Tabela 16. Valores de média, mediana e desvio padrédo dos teores do ion nitrato.

Nitrato
(mg N-NH>kg™)

Desvio
Simulagdo | Média | Mediana | padrédo
Backg. 2,01 2,07 0,18
Ref. 9,00 7,96 4,70
Ref. 7,31 6,56 4,25
Ref. 9,22 6,58 8,49
NPK 95,97 19,94 | 108,21
NPK 101,19 | 29,88 109,86
NPK 98,22 | 24,39 | 104,68
OSM 31,04 | 31,04 12,36
OSM 37,08 | 37,08 15,23
OSM 30,65 | 28,18 11,15

Os resultados encontrados corroboram a idéia de alguns autores de que em
sistemas abertos pode haver deficiéncia nos teores de nutrientes o que pode resultar
na inibicdo do processo de biodegradacdo (LINDSTROM et al., 1991; FURNAS,
1992 apud HOFF,1993; BRAGG, 1992 apud RYTKONEN et al., 1997). Por isso a
necessidade da adicdo dos nutrientes, o que pode aumentar a velocidade da
degradacdo. O fosforo foi o Unico nutriente que continuou ao longo de todo o
experimento sendo liberado uniformemente tanto nas unidades com NPK como nas
unidades com OSMOCOTE (Figura 51). Os nutrientes em certos ambientes
costeiros sdo escassos e a auséncia principalmente de fésforo biodisponivel pode
provocar a reducdo da populagdo microbiana, dificultando assim o processo de
degradacédo do 6leo (LEAHY & COLWELL, 1990; PRINCE, 1993).

Dibble & Bartha (1972) indicam que concentracdes de nitrogénio e fosforo
severamente limitam a extenséo da degradacéo de hidrocarbonetos e que a adi¢cao
de nitrogénio e fosforo pode ser usada para estimular degradagdo microbiana de
hidrocarboneto.

O gréfico da Figura 54 mostra a média das triplicatas das unidades de
simulacdo e a média das amostras backgrounds (manguezal) coletadas do dia da
montagem do experimento. A Figura confirma que o fésforo foi o nutriente que
manteve sua liberacdo durante o experimento, jA os teores de amonia e nitrato
tiveram os maiores valores nos primeiros 8 dias nas unidades com NPK, decaindo a

partir do 15° dia de simulacdo. Nos aquarios com OSMOCOTE os teores de
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amonia, fésforo e nitrato aumentaram apds os 8 dias de experimento.No entanto, 0s
teores de nitrato e amoénia decaem no 60° e 90° dia, enquanto que o fésforo continua
aumentando.

e"‘
a"a ﬁf@ﬁf
.Fc':sforo Aménia [J|Nitrato

j,.r.f"

Figura 54. Grafico com a média dos teores de fésforo, amdnia e nitrato nas unidades de simulacao no
1°, 2°, 80, 15°, 30°, 45°, 60° e 90° dia.

Os teores de carbono organico variaram entre 3, 63 e 5,89% (Anexo B.4). Os
maiores valores foram encontrados no 30° e 90° dia de experimento nos aquarios
com NPK. Nas unidades referéncia os teores nao tiveram variacdo significativa, o

mesmo acontecendo com os aquarios com OSMOCOTE (Figura 55).
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Figura 55. Grafico com a variacdo dos teores de Carbono Organico (COT) nas unidades de simulagéo
no 1°, 2°, 8°, 15°, 30°, 45°, 60° e 90° dia.
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O carbono orgéanico (C.0.) constitui o elemento fundamental da matéria
organica (M.0O.) dos solos, uma vez que essa M.O. é composta por cerca de 60% de
C.0., enquanto os demais elementos perfazem o restante. Quando uma molécula do
0leo chega ao solo, ela pode sofrer os processos de degradacdo e sorcdo, e 0s
resultados destes dois processos podem ser: a absorcdo da molécula pelas plantas,
a lixiviacdo da molécula para camadas subsuperficiais do solo.

Bento (2005), em seus experimentos, observou que nos solos contaminados
a concentracdo de matéria organica era mais alta, em relacdo ao solo nao
contaminado. Na amostra considerada background no presente experimento, o0s
teores de carbono orgéanico ja se encontram altos devido ao sedimento utilizado no
experimento se encontrar previamente contaminado, além de ser amostra
representativa de ecossistema manguezal, naturalmente rico em carbono organico.

Comparando os valores das médias das unidades de simulacdo entre si,
verifica-se que o teor de carbono organico do experimento ndo mostrou diferencas

significativas entre os tratamentos, tendo uma variacéo de 4,43 & 4,88% (Tabela 17).

Tabela 17. Valores de média, mediana e desvio padréo dos teores de carbono orgénico Total.

COT (%)

Média | Mediana

Desvio

Simulagéo padrao

Backg. 470 4,70 | 0,04

Ref. 467| 4,71 | 0,45
Ref. 4,43| 4,46 | 0,58
Ref. 474| 4,70 | 0,39
NPK 482| 4,77 | 0,32
NPK 488| 4,74 | 0,45

NPK 469| 4,76 | 0,33
OSM 479 4,74 | 0,42
OSM 485| 4,81 | 0,27
OSM 485| 490 | 0,41

VII. 1.2.2.2 Andlises Cromatograficas

O 6leo é composto por fracbes de hidrocarbonetos saturados, hidrocarbonetos
aromaticos e compostos NSO. Os hidrocarbonetos saturados sédo estruturas mais

simples e sdo compostos de n-alcanos (estrutura molecular com cadeia simples,
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mais leve ao mais pesada); isoprendides (estrutura molecular mais complexa com
cadeia linear e ramificada); cicloalcanos (estrutura mais complexa entre o0s

saturados, com cadeias ciclicas e anéis dificil de serem biodegradados) (Figura 56).
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Figura 56. Estruturas quimicas de hidrocarbonetos saturados (a) n-alcanos, (b) isoprendides e (c)
cicloalcanos. Fonte: GAMA, 2008; SOUZA, 2003.

Os hidrocarbonetos Aromaticos se constituem de pelo menos um anel
benzénico (Figura 57) na sua estrutura molecular, sendo a fragdo mais dificil de ser
biodegradado. Através da literatura especializada entende-se que o0s
hidrocarbonetos saturados sdo biodegradados por uma populacdo microbiana

diferente da que degrada os saturados.
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Figura 57. Estrutura quimica de hidrocarbonetos arométicos com apenas um anel benzénico. Fonte:
GAMA, 2008.

Os compostos NSO possuem uma estrutura molecular mais complexa e mais

dificil de ser biodegradada, sendo altamente recalcitrantes (Figura 58).
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Figura 58. Estruturas quimicas de compostos NSO. Fonte: TISSOT & WELTE, 1984 apud SOUZA,
2003.

A contaminacgdo ocorrida no substrato do manguezal do estuario do rio S&o

Paulo (Estagdo Pedra Branca), foi provavelmente através da operagdo de pocos
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localizados nas suas proximidades. A primeira tentativa de amenizar a contaminagao
do substrato consistiu na retirada manualmente do Oleo que se encontrava em
superficie. Mas hoje, ainda sim, perceber-se a presenca de 6leo acumulado em
varias partes do manguezal, principalmente em buracos (tocas) feitas por
caranguejos (Figura 59). Sendo assim, percebe-se que a contaminac¢do por 6leo ou
derivados, esta fortemente presente no substrato do manguezal.

Figura 59. Acumulo de 6leo ou seus derivados em tocas de caranguejo no manguezal do estuéario do
rio Sdo Paulo.

Cromatografia Liquida

Background

A amostra utilizada como background é produto da homogeneizacéo de todas
as amostras coletadas e representa uma amostra supostamente padrdo desse
substrato contaminado. Os resultados para cromatografia liquida dessa amostra
background coletada no inicio do experimento apresentou 60% de hidrocarbonetos
saturados, 27% de hidrocarbonetos aromaticos e 13% de compostos NOS (Figura
60). Os maiores teores de hidrocarbonetos saturados mostram que o Oleo
encontrado no substrato utilizado no experimento ndo se encontrava em alto estagio
de biodegradacéo.
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Figura 60. Gréfico esquemético representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos
saturados (SAT), aromaticos (ARO) e compostos NSO da amostra background utilizado no
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Segundo Tissot & Welte (1984) Oleos biodegradados apresentam uma
diminuicAo nos valores dos hidrocarbonetos saturados e consequentemente
aumento dos compostos NSO. Oleos do tipo parafinicos como o encontrado no
substrato deste manguezal apresentam uma variagdo de 50% a 88% de
hidrocarbonetos saturados e 2,8% a 35% para os compostos NSO (GANGLIANONE
& TRINDADE, 1988). Provavelmente com o processo de biodegradacdo essas

variacdes se invertem, classificando o contaminante como biodegradado (Figura 61).
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Figura 61. Figura ilustrativa do aumento dos compostos NSO e consequente diminuicdo dos
hidrocarbonetos saturados, comportamento sofrido por um 6leo em processo de biodegradacao.

As Figuras 62, 64 e 66 apresentaram o0s resultados para analises de

cromatografia liqguida das amostras coletadas ao longo experimento.
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Unidade de Simulacdo Referéncia

Os resultados das analises dos extratos de o6leo extraidos das unidades de
simulacdo referéncia, na sua grande maioria mostram que houve uma reducao na
concentracéo relativa da fracdo dos hidrocarbonetos saturados, seguida de uma
reducdo relativa, menos expressiva, dos aromaticos, compensada pelo aumento
relativo na fracdo dos compostos polares (NSO). Os resultados encontrados no
presente trabalho comprovam a ordem da escala de biodegradagdo proposta por
alguns autores, como McMillen et al. (1993), em que os saturados sao 0s
hidrocarbonetos mais suscetiveis a degradacdo microbiana, enquanto que os NSO
S840 0s mais persistentes.

Comparando as amostras das unidades referéncias (1, 2 e 3) coletadas ao
longo do experimento, pode se observar um evidente enriqguecimento dos compostos
NSO e consequentemente reducdo do hidrocarbonetos saturados, principalmente
guando comparamos o0s teores encontrados no 1° e 90° dia. A amostra referéncia 1
ao final do experimento reduziu significativamente os teores de hidrocarbonetos
saturados de 33% para 2%, mas em todas as amostras analisadas pode se observar
altos teores de compostos NOS ao final do experimento (Figura 62).
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Figura 62. Grafico representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados,
arométicos e compostos NSO nas unidades de simulacdo Referéncia (1, 2 e 3) ao longo do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo. Setas
destacando a reducédo dos hidrocarbonetos saturados.
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Algumas amostras coletadas no 8°, 15° 30°, 45° e 60° dia apresentaram um
aumento na percentagem de hidrocarbonetos saturados, o que pode ser justificado
pela heterogeneidade entre as amostras, inferindo que a homogeneizacéo feita no
substrato foi inadequada. Sendo assim, foi possivel mostrar que mesmo
homogeneizando o sedimento & possivel encontrar valores diferenciados entre as
amostras, dificultando o controle do processo de biorremediagao. Essa
heterogeneidade pode ser comprovada quando se compara o0s valores encontrados
na amostra background com os das amostras referéncias do 1° dia do experimento,
que teoricamente deveriam apresentar 0s mesmos teores, jA que o objetivo de se

homogeneizar o substrato coletado era de se obter uma amostra padrao (Figura 63).
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Figura 63. Gréafico comparando as percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados, aroméaticos
e compostos NSO das unidades de simulacdo Referéncia (1, 2 e 3) no 1° dia de experimento e a
amostra background do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuério do
rio S&o Paulo.

Segundo Lee & Trembley (1993) a diluicdo dos contaminantes no substrato
prejudica a biorremediacdo, tornando assim o0 processo de biorremediacao
inadequado.

Dessa forma, conclui-se que a homogeneizacdo foi um ponto negativo neste
experimento, além de n&do ter sido representativa como Se esperava,
consequentemente pode ter dificultado o processo de biodegradacao do
contaminante, ja que com a homogeneizacdo, o 6leo se dilui no substrato mais

rapidamente.
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Ao longo do experimento as percentagens variaram entre 2% a 85% para
hidrocarbonetos saturados, 2% a 62% para hidrocarbonetos arométicos e 2% a 95%
para compostos NSO (Anexo C.1).

Resultados do experimento realizado por Rosa (2003) em processos de
biorremediagdo em agua do mar também mostraram que em todas as amostras
houve uma reducdo na concentracdo da fracdo dos hidrocarbonetos saturados,
seguida de uma reducdo menos expressiva dos aromaticos, e consequentemente

aumento na fracdo dos compostos polares (NSO).
Unidade de Simulacdo NPK

As andlises dos extratos da unidade de simulacdo que utilizou o NPK como
fertilizante estimulante mostraram também uma reducdo, apdés 90 dias, dos
hidrocarbonetos saturados. A amostra NPK 3 reduziu os niveis de hidrocarbonetos
saturados a 3% com um aumento dos compostos NSO em 95% (Figura 64). A
reducado preferencial dos hidrocarbonetos saturados pela comunidade microbiana ja
foi prevista por varios autores através de simulacdes laboratoriais e da analise de
derrames de 6leo em ambientes costeiros (WANG & BARTHA, 1990; WOLFE et al.,
1994; BLENKINSOPP et al., 1997).

SAT ARO

‘ NPK 1 NPK 2 ‘ NPK 3 ‘

Unidades de Simulagdo

M 1Dia

W 2 Dias

] i [ 8 Dias
{ M 15 Dias
W30 Dias
- W 45 Dias
) = 60 Dias

190 Dias

%

SAT ARO NSO

NSO SAT ARO NSO

Figura 64. Grafico representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados (SAT),
aromaticos (ARO) e compostos NSO nas amostras das unidades de simulagdo com NPK (1, 2 e 3) do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo. Setas
destacando a reduc¢éo dos hidrocarbonetos saturados.
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As unidades de simulacdo com NPK apresentaram uma reducdo mais
expressiva dos hidrocarbonetos saturados, ao final do experimento, se mostrando
mais eficiente quando comparada as unidades referéncia (Figura 65). Rosa (2003)
menciona que a adicdo de nutrientes através do processo de bioestimulo se faz
necesséria para que 0s microrganismos acelerem o0 processo de biodegradacao
natural do Oleo. Essa aceleracdo esta diretamente relacionada com o aumento da
populacdo de microrganismos, presente no ambiente contaminado, que utilizam os
hidrocarbonetos como fonte de energia. Igualmente, a reducdo dos teores de
hidrocarbonetos arométicos foram maiores nas unidades com NPK, quando

comparadas as unidades referéncias.

100 +
90 -
80 -
70 1

7
60 1
7

IREF.1
IREF.2
IREF.3
ENPK1
ENPK2
ENPK3

%

50 1
40 -
30 1
20 17
10 1

SAT ARO NSO

Figura 65. Grafico comparando as percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados, aromaticos
e compostos NSO das unidades de simulacdo Referéncia (1, 2 e 3) e NPK (1, 2 e 3) no 90° dia de
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Amostras coletadas no 8°, 15°, 30°, 45° e 60° dia também apresentaram um
aumento na percentagem de hidrocarbonetos saturados, podendo ser justificado
pelo mesmo motivo dado para os resultados das unidades referéncias.

Ao longo do experimento, as percentagens variaram entre 3% e 73% para
hidrocarbonetos saturados; entre 2% e 48% para hidrocarbonetos arométicos; e

entre 6% e 95% para compostos NOS (Anexo C.2).
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Unidade de Simulacdo OSMOCOTE

As amostras da unidade de simulacéo, nas quais foi adicionado ao substrato o
fertilizante OSMOCOTE, mostraram a mesma tendéncia de degradacdo dos

hidrocarbonetos, com um aumento dos compostos NOS (Figura 66).
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Unidades de Simulagé&o

Figura 66. Grafico representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados (SAT),
aromaticos (ARO) e compostos NSO nas amostras coletadas das unidades de simulagdo com
OSMOCOTE (1, 2 e 3) ao longo do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do
estuério do rio Sao Paulo.

Em comparacdo com os resultados ja apresentados nas outras unidades de
simulagéo, a unidade que contém o OSMOCOTE teve similar tendéncia da unidade
referéncia, mostrando menor eficiéncia deste em comparacdo com o fertilizante
NPK. Isso pode estar atribuido ao fato do OSMOCOTE, por ser envolvido por uma
capsula, liberar lentamente os nutrientes, necessitando de um tempo maior para
atingir os niveis ideais para acelerar a biodegradagéo. Ao contrario do NPK, que por
ser do tipo soluvel, se dilui facilmente, chegando a niveis ideais para acelerar o
processo mais rapidamente. Sendo assim, faz-se necessario o controle dos teores
de foésforo, aménia e nitrato em um intervalo de tempo menor para que se saiba
exatamente em qual intervalo as unidades tratadas com NPK e OSMOCOTE atinge
0S niveis ideais necessarios para acelerar o processo de degradacao, e se
realmente atingiu esse nivel (Figura 67).
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Figura 67. Grafico comparando as percentagens os teores de hidrocarbonetos saturados, aromaticos
e compostos NSO das unidades de simulagéo Referéncia (1, 2 e 3), NPK (1, 2 e 3) e OSMOCOTE
no 1° e 90° dia de experimento de biorremediagdo em sedimentos do manguezal do estuério do rio
Séo Paulo.

As percentagens ao longo do experimento variaram entre 13% e 66% para
hidrocarbonetos saturados; entre 7% e 45% para hidrocarbonetos aromaticos; e
entre 2% e 80% para compostos NSO (Anexo C.3).

Embora a utilizacdo de fertilizantes com liberacdo lenta ter sido apontada por
alguns autores (Olivieri et al., 1976; Lee et al.,1993) como uma possibilidade de
prover continua fonte de nutrientes para areas contaminadas e ter demonstrado
algumas melhorias na biodegradacdo do 6leo, o maior problema est4d no longo
periodo necessario para atingir a concentracao de nutrientes, necessaria para que a
biodegradagédo possa ocorrer. Isso pode ser comprovada neste experimento onde
0s teores de nutrientes foram aumentando gradativamente e lentamente ao longo do

experimento.

Unidade de simulacédo NPK e OSMOCOTE

As diferengas encontradas nos resultados analiticos mostram que nas amostras
dos Oleos extraidas das unidades de simulacdo, a degradacéo dos hidrocarbonetos
saturados foi mais eficiente nas unidades com NPK, havendo uma maior reducao
relativa da porcentagem dos hidrocarbonetos saturados e o0 aumento da

concentracéo relativa dos compostos polares (NSO) (Figura 68).
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Figura 68. Grafico com a média dos teores de hidrocarbonetos saturados (SAT), aromaticos (ARO) e
compostos NSO das triplicatas (REF 1,2 e 3; NPK 1, 2 e 3; OSM.1, 2 e 3) ao longo do experimento de
biorremediacao em sedimentos do manguezal do estudrio do rio S&o Paulo.

Cromatografia Gasosa

Os cromatogramas das amostras coletadas no 1°, 45° e 90° dia das unidades
de simulacéo referéncias (1, 2, e 3), NPK (1, 2, e 3) e OSMOCOTE (1, 2 e 3) podem
ser verificadas nas Figuras 67- 75 e os cromatogramas dos demais dias (2°, 8°, 15°,
30° 60°) encontram-se em anexo (Anexo D. 1-D.8).

O processo de biodegradacdo provoca mudancas consideraveis na
composicdo quimica, e por conseqiéncia nas propriedades fisicas dos 6leos
derramados. A extensdo e a taxa com que esses processos ocorrem, variam para
cada tipo de 6leo ou derivado, e sédo controladas também por condicdes ambientais
(SOUZA, 2003).

Um dos parametros mais usados para o monitoramento da biodegradacao de
hidrocarbonetos saturados é a distribuicdo dos n-alcanos. Esses compostos séo
representados normalmente pelos maiores picos registrados num cromatograma.
Entretanto, quando o 6leo se encontra em processo de biodegradacdo ocorre uma
reducdo desses compostos (n-alcanos), alterando o perfil cromatogréfico.

A Figura 69 mostra o cromatograma do extrato organico da amostra do
substrato, considerada background.
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Figura 69. Cromatograma dos Hidrocarbonetos Saturados da amostra background do substrato do
manguezal do estuario do rio Sao Paulo.

O perfil cromatogréafico exibido é portanto do contaminante, onde se pode
observar a auséncia dos n-alcanos de baixo peso molecular, que devem ter sido
evaporados, possivelmente logo apds o derrame. Os demais n-alcanos, de maior
peso molecular, além do processo de evaporacdo, devem ter sido também
degradados pela biorremediacdo natural. Wang & Fingas (1994); Fingas (1996)
afirmam que nos primeiros dias de um derrame a evaporacdo € responsavel pela
retirada de 40 a 70% dos hidrocarbonetos volateis, para 6leos médios e leves, o0 que
também foi verificado por Souza (2003) em seu experimento com agua de mar. Uma
das principais mudancas ocorridas na composicdo quimica de Oleos e seus
derivados séo perdas significativas dos n-alcanos de baixo peso molecular

Nota-se, pelo cromatograma da Figura 66, que alguns picos estdo ainda
mostrando uma série homologa dos n-alcanos de mais alto peso molecular, porém
com valores bastante baixos de abundancia relativa, dada pelas alturas dos picos. O
cromatograma apresenta uma linha com um “hump” (que representa uma mistura
complexa de componentes do 6leo ndo resolvidos pela cromatografia), o qual é
caracteristico de um 6leo biodegradado; e a presenga de alguns picos possiveis de
hidrocarbonetos ciclicos, embora os da série homdloga sejam mais faceis de
identificar, como n-alcanos de mais alto peso molecular (Cs;, C3, C37- C43). A

auséncia dos n-alcanos e a elevacdo da linha de base sdo parametros que
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comprovam que o Oleo encontrado no substrato jA& se encontra em estagio de
degradacéo.

A presenca predominante da UCM (mistura complexa dos componentes do
0leo ndo resolvidos pela cromatografia gasosa), em relagdo aos n-alcanos, esta
associada a reducado completa destes, decorrente da atuacdo do processo de
biodegradacdo (ROSA, 2001). Quando os niveis de intemperismo atingem de 20 a
25%, esses compostos ndo sdo mais detectados nas analises por cromatografia
gasosa (WANG et al., 1995; WANG & FINGAS, 1998).

Unidades de simulacdo Referéncia

As amostras de referéncia 1, 2 e 3 identificadas no 1° dia do experimento
(Figura 70a, b e c), apresentam fingerprints (perfil cromatografico) similares da
amostra padrédo do substrato. Este mesmo fingerprint se repete praticamente em
todas as amostras de referéncia coletadas durante o experimento (Anexo D.1 e
D.2). Em todos estes cromatogramas pode-se observar a auséncia dos n-alcanos de
baixo peso molecular e isoprendides.

Nascimento (2006), em seu experimento simulando derrame de 6leo no
manguezal do Rio das Ostras, Rio de Janeiro em amostras de sedimento, verificou
gue apos 56 dias de experimento ndo era mais possivel identificar os n-alcanos nas
unidades de simulacéo controle, onde se observou a degradacdo natural. Isso pode
confirmar a auséncia dos n-alcanos e isoprendides nos primeiros dias de
experimento, ja que para o ensaio foi utilizado um substrato que jA se encontrava
contaminado h& algum tempo e que provavelmente deve ter sofrido a acdo dos
processos intempeéricos, principalmente evaporacao.

Nos cromatogramas das unidades de simulacéo referéncias coletadas no 1°
dia de experimento pode-se observar uma elevacao na linha de base (UCM) com
presenca de n-alcanos de mais alto peso molecular (Cs;, Csp, C37- C43), assim
como o encontrado no perfil cromatografico do substrato background apesar de
apresentar picos maiores. Essas diferengas confirmam a heterogeneidade entre as

amostras.
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Figura 70. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
referéncias no 1° dia de simulacao (a) referéncia 1, (b) referéncia 2 e (c) referéncia 3 do experimento
de biorremediacéo em sedimentos do manguezal do estuério do rio Sao Paulo.
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Nas amostras do quadragésimo quinto dia do experimento se observa a
redugéo dos picos do Czj, Csz, € C37-Cas, provavelmente devido a niveis muito baixos
desses contaminantes (Figura 71a, b e c). Os teores de nutrientes (nitrato e amonia)
também se apresentam em niveis baixos nesse dia, isso provavelmente pelo
consumo da populacdo microbiana, aumentando assim a taxa de degradacéo. Em
contrapartida os niveis de fosforo se encontraram em niveis elevados durante todo o

experimento.
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Figura 71. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
referéncias no 45° dia de simulacédo (a) referéncia 1, (b) referéncia 2 e (c) referéncia 3 do experimento
de biorremediacéo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sao Paulo.
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Como pode ser observado na Figura 72a, b e c, referente ao nonagésimo dia
do experimento, as amostras apresentaram além da redugdo dos picos a auséncia
de alguns n-alcanos de alto peso molecular identificados nos primeiros dias do

experimento.
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Figura 72. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
referéncias no 90° dia de simulacéo (a) referéncia 1, (b) referéncia 2 e (c) referéncia 3 do experimento
de biorremediacéo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sao Paulo.
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Os resultados das unidades referéncia, no geral, sugerem a ocorréncia de
biodegradacdo natural. Porém a biodegradacdo natural € considerada como um
processo lento. Desta forma, a biorremediacdo que € a aceleracdo da
biodegradacéo, pode da uma resposta mais rapida e necessaria ao meio ambiente.
Sendo assim em casos de grandes derrames, a atenuacdo natural, ndo seria
adequada, j& que o tempo necessario para que ocorresse a biodegradacédo do 6leo

seria bem maior, trazendo grandes prejuizos ao ecossistema atingido.

Unidades de Simulagdo NPK

Os perfis cromatograficos do primeiro dia de experimento, para as amostras
das unidades com NPK (Figura 73a, b e c), apresentam pequenas variagoes.

Estes perfis sdo bem parecidos com o0s encontrados nas unidades
referéncias, com auséncia dos n-alcanos de baixo peso molecular e presenca de n-
alcanos de alto peso molecular (Cs;, C3; € C37-C43), confirmando que o 6leo
extraido do substrato ja se encontra em processo de biodegradacéo.
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Figura 73. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
NPK, no 1° dia de simulacéo (a) NPK 1, (b) NPK 2 e (c) NPK 3 do experimento de biorremediacdo em

sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Os cromatogramas do quadragésimo quinto dia de experimento apresentam,

para as amostras das unidades com NPK (Figura 74a, b e c), uma reducéao relativa

das alturas dos picos ou auséncia de alguns n-alcanos de alto peso molecular

identificado no primeiro dia de experimento.
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Figura 74. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades NPK
no 45° dia de simulacdo (a) NPK 1, (b) NPK 2 e (c) NPK 3 do experimento de biorremediagdo em
sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Estudos realizados por Souza (2003) e Rosa e Triguis (2006) mostraram que
a biorremediacdo com a utilizacdo do fertilizante NPK se apresentou eficiente na
degradacdo completa de alcanos normais e ramificados em agua do mar. Alguns
autores relatam que a taxa de biodegradacdo sédo similares em agua e sedimento.
Nascimento (2006), observou que por volta do 7° dia de experimento ja ndo era

possivel identificar a presenca dos n-alcanos e isoprendides.
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O consumo dos nutrientes (nitrato e amonia) no 45° dia de experimento foi
aumentado consideravelmente, justificando a diminuicdo dos picos dos n-alcanos de
alto peso molecular, ao contrario dos teores de fosforo que se mantiveram elevados
durante todo o experimento. Nascimento (2006), também verificou o0 acumulo do ion
fosfato ao longo 21 dias de experimento decaindo nos ultimos dias de experimento
(56 dias).

Nos cromatogramas do nonagésimo dia de experimento, para as amostras
das unidades com NPK (Figura 75a, b e c), pode-se observar além da reducdo dos
picos a auséncia de n-alcanos alto peso molecular, em relacdo ao 1° e 45° dia.

Estudos realizados por Atlas & Bartha (1972) revelaram que a adicao
individual do nitrato ou fosfato causou pouca melhora no estagio de biodegradacéo,
mas quando adicionado em conjunto, eles aumentaram a biodegradacao de petréleo
e de mineralizagao de 70% e 42%, respectivamente.

A diminuicdo na degradacdo dos hidrocarbonetos no 90° dia pode estar
relacionada com a deficiéncia dos nutrientes jA que se observou uma reducao das
concentracdes dos nutrientes nesse dia.

Bergstein & Vestal (1978), concluiram que a utilizagdo de fertilizantes solluveis
constitui em uma ferramenta Gtil para aumentar a biodegradacéo de petréleo bruto e
que sem adicdo de nitrogénio e fésforo a biodegradacdo de hidrocarbonetos é
limitada. Com a utilizacdo de fertilizantes observa-se um aumento rapido no nimero

de bactérias seguido por um rapido desaparecimento de n-alcanos e isoprendides.
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Figura 75. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades NPK
no 90° dia de simulacdo (a) NPK 1, (b) NPK 2 e (c) NPK 3 do experimento de biorremediagdo em
sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Unidades de simulacdo OSMOCOTE

As unidades de simulacdo em que se adicionou OSMOCOTE, estes
apresentaram uma variacdo no perfil cromatografico um pouco diferenciado
daqueles observados no material referéncia e nas unidades com NPK, desde o

primeiro dia do experimento (Figura 76a, b e c). Pode ser observado que o 6leo
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extraido se encontra em um estagio diferenciado com uma menor elevacéo da linha
de base, mas com auséncia de n-alcanos de baixo peso molecular. Estudos
realizados por Xu et al., (2004) testando a utilizacdo do fertilizante OSMOCOTE,
apresentaram um aumento drastico nas atividades metabdlicas dos microrganismos,

acelerando a biodegradacéao dos hidrocarbonetos.
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Figura 76. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
OSMOCOTE no 1° dia de simulagao (a) OSMOCOTE 1, (b) OSMOCOTE 2 e (c) OSMOCOTE 3 do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Os cromatogramas do quadragésimo quinto dia das amostras das unidades

com OSMOCOTE (Figura 77a, b e c), ndo apresentam mudancgas significativas em



179

seus perfis. Nao se pode observar reducéo significativa nos picos. Os resultados dos
teores de nitrato, amoénia e fosfato podem confirmar o baixo nivel de degradacéo, ja

gue se observou acumulo desses nutrientes a partir do 15° Dia.
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Figura 77. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
OSMOCOTE no 45° dia de simulagdo (a) OSMOCOTE 1, (b) OSMOCOTE 2 e (c) OSMOCOTE 3 do
experimento de biorremediacao em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Olivieri et al. (1976), em seus estudos com aplicacdo de fertilizantes de

liberacdo lenta contendo parafina apoiado de magnésio e fosfato de amdnio como o
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ingrediente ativo para estimular a biodegradacdo de petroleo, relataram que a
biodegradacdo do petrdleo na agua do mar foi consideravelmente reforcada por
adicao do fertilizante. Apés 21 dias, 63% do petrdleo tinham desaparecido quando o
fertilizante foi adicionado, em comparacdo com 40% em uma area controle. No
entanto, no presente experimento, no nonagésimo dia pode-se observar um perfil
cromatografico (Figura 78a, b e c¢) similar ao do 45° dia, sugerindo-se que o
OSMOCOTE nédo aumentou significativamente a taxa de degradacdo, comprovada

também pelos resultados da cromatografia Liquida.
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Figura 78. Cromatogramas dos hidrocarbonetos saturados das amostras extraidas das unidades
OSMOCOTE no 1° dia de simulacao (a) OSMOCOTE 1, (b) OSMOCOTE 2 e (c) OSMOCOTE 3 do
experimento de biorremediacao em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Nesse periodo os niveis de nutrientes também se encontraram elevados
quando comparados aos outros dias de experimento, provavelmente pela nao
utilizacao desses nutrientes pela comunidade microbiana.

Em comparacdo com o fertilizante NPK, o OSMOCOTE se mostrou menos
eficiente, do que nas apresentadas pelas unidades referéncias. Até os resultados
obtidos nas unidades referéncia se mostraram mais eficientes. Isso talvez possa ser
explicado pela disponibilidade dos nutrientes, jA que o OSMOCOTE libera aos
poucos 0s nutrientes, ou talvez tempo tenha sido insuficiente para se comprovar a
eficiéncia do fertilizante.

Ao longo de todo experimento o NPK se mostrou mais eficiente na redugéo
dos teores de hidrocarbonetos. Comparando os cromatogramas do 90° dia (Figura
72, 75 e 78), pode-se observar a eficiéncia desse fertilizante tanto em relacdo ao
OSMOCOTE como em relacdo as amostras das unidades referéncias.

O experimento de processos de biorremediacdo em substrato de manguezal
afetado por 6leo, utilizando fertilizantes do tipo NPK e OSMOCOTE, indicou que o

NPK foi mais eficiente ao longo de todo processo.



CAPITULO VI
Consideracoes Finais
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VIII. 1. CONSIDERACOES FINAIS

Buscando conhecer a eficiéncia dos fertilizantes NPK e OSMOCOTE como
estimulantes na aceleragdo da degradacado dos hidrocarbonetos saturados em
sedimento de manguezal impactado por atividades petroliferas, esta pesquisa
baseada em estudos ja realizados internacionalmente, atingiu o objetivo inicialmente
proposto.

Os resultados para identificacdo da origem do contaminante exudado no
sedimento do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo demonstraram caracteristicas
semelhantes aquelas encontradas em Oleos da Bacia do Recbncavo (6leo
parafinicos). Porém, com estes estudos nao foi possivel identificar a origem real das
exudacdes, sendo possivel somente sugerir semelhanca com Oleos da Bacia do
Recdncavo.

O sedimento utilizado no experimento apresentou caracteristicas com
predominéancia de areia muito fina, do tipo polimodal e moderadamente selecionada,
com textura classificada como areia lamosa. Ao longo do experimento, as amostras
coletadas nos intervalos de 1, 45 e 90 dias se mantiveram sem alteragdo na
distribuicdo dos teores das particulas que compde o sedimento estudado.

O monitoramento dos parametros fisico-quimicos mostrou condicdes
favoraveis para o processo de biorremediacdo durante todo o experimento,
evidenciando que esses ndo foram fatores limitantes para 0 processo de
biorremediacao no presente trabalho.

Os resultados da avaliacdo dos compostos inorganicos mostraram que o
fésforo foi o Unico nutriente que continuou sendo liberado uniformemente ao longo
de todo o experimento, tanto nas unidades com NPK como nas unidades com
OSMOCOTE, atribuido ao consumo desse nutriente ocorrer nos primeiros dias de
biodegradacao dos hidrocarbonetos, o que nao ocorreu no presente trabalho devido
ao estagio de degradagdo que 6leo se encontrava. Ja os resultados para os ions
amoOnia e nitrato mostraram altos teores nos primeiros 08 dias, sendo consumido a
partir do 15° dia de experimento nas unidades que continham NPK, podendo ser
atribuido a solubilidade desse fertilizante. Nas unidades com OSMOCOTE os

resultados mostraram um aumento crescente a partir do 15° dia de experimento,
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confirmando a sua liberagéo lenta. Os teores de amonia foram bem maiores que 0s
de nitrato, sugerindo que esta é a fonte principal de nitrogénio neste experimento.
Os resultados também apontam um desequilibrio das concentracdes de nutrientes
sugerindo um maior controle destes.

Através da cromatografia liquida, observou-se uma reducéo relativa na fracédo
dos hidrocarbonetos saturados e um enriquecimento relativo em compostos polares
(NSO), em todas as unidades de simulacdo, com reducdo do percentual de
hidrocarbonetos saturados em até 3%. Comparando todas as unidades de
simulacéo (referéncia, NPK e OSMOCOTE), a unidade que contém o OSMOCOTE
teve similar tendéncia das unidades referéncia, mas quando comparado as unidades
com NPK, mostrou-se menos eficiente.

A andlise por cromatografia gasosa das amostras de 6leo extraida das
unidades de simulacdo com NPK mostraram que a atuagdo da biodegradacao
nessas amostras foi mais significativa do que nas amostras extraidas das unidades
de simulagdo com OSMOCOTE. Considera-se que ao final da simulacdo houve a
degradagcdo quase completa dos n-alcanos de alto peso molecular nas unidades
com NPK, enquanto que nas unidades com OSMOCOTE n&o se observou
diferencas significativas no perfil cromatografico ao longo do experimento, podendo
ser atribuida a velocidade com que os nutrientes sédo solubilizados.

Os resultados encontrados para o0s testes de comparacdo entre 0S
fertilizantes NPK e OSMOCOTE indicaram que ha eficiéncia do NPK na aceleracéo
do processo de biodegradacéo, podendo ser indicativo de futuras utilizacbes no
ambito da biorremediacdo em areas impactadas por atividades petroliferas.

Os resultados apontam para um desequilibrio nos nutrientes, pela falta de
entendimento nas concentracdes dos mesmos, com a utilizacdo do NPK e do
OSMOCOTE.
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VIII. 2. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das analises dos resultados obtidos e em funcdo da complexidade
com o controle do processo de biorremediacdo em ambiente de manguezal,
recomenda-se para futuras pesquisas:

e Um melhor controle sobre os nutrientes, com a finalidade de poder
caracteriza-los mais adequadamente.

e Estudar a necessidade de reposicao dos nutrientes ao longo do experimento.
e Utilizar-se do estudo de outros compostos (biomarcadores, hidrocarbonetos
aromaticos), para confirmacéo da eficiéncia dos fertilizantes.

e Desenvolver estudos envolvendo o controle da solubilidade de nutrientes,
utilizando, por exemplo, suportes constituidos de polimeros naturais
biodegradaveis, como a quitosana, extraida da carapaca de crustaceos, que ja
vem sendo produzida no Brasil.

e Avaliar a atuacdo de outros agentes biorremediadores, que venham a
melhorar a eficiéncia do processo de biodegradacao.

e Realizar um melhor delineamento amostral.

e Testar o processo de bioestimulo juntamente com outros processos de
biorremediacdo, como o bioaumento.

¢ Realizar maiores investigacdes sobre a microbiota do material, como também
a atividade microbiana aliada aos estudos de degradacéo.

e Desenvolver pesquisas com intuito de obter a degradacdo dos componentes
do petroleo (Saturados, Aromaticos e NSO) na sua totalidade.

e Avaliar o efeito da biorremediacdo, em especial o bioestimulo, “in situ” numa
area restrita, depois da devida autorizacdo dos érgdos ambientais competentes.
e Reavaliar o tipo de amostragem que deve ser efetuada em substrato de
manguezal contaminado, principalmente com desvios de teores na vertical e

horizontal.
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Anexo A.l. Tabela com a variacdo dos valores da Temperatura (°C) ao longo do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Dia RIO Ref. Ref. Ref. NPK NPK NPK OSM OSM OSM
1° 25,2 28,4 28,2 28,5 29,1 29,2 28,7 28,8 28,6 28,6
2° 24,4 28,8 27,1 27,0 27,0 26,6 26,9 27,1 27,0 27,2
8° 25,2 25,8 25,4 25,6 25,5 25,4 25,6 25,6 25,5 25,5
15° 25,8 29,0 28,0 28,3 28,4 27,9 28,4 28,8 28,5 28,9
30° 27,1 29,4 28,9 29,1 29,3 29,1 29,3 29,4 29,2 29,2
45° 27,0 30,7 29,3 29,6 29,8 29,7 30,3 30,3 30,1 30,4
60° 28,2 30,4 29,7 30,2 30,2 29,9 30,4 30,2 30,3 30,3
90° 27,2 28,7 28,2 28,4 28,4 28,4 28,5 28,5 28,4 28,6

Anexo A.2. Tabela com a variacdo dos valores do pH ao longo do experimento de

biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o Paulo.

Dia RIO Ref. Ref. Ref. NPK NPK NPK OSM OSM OSM
1° 7,20 7,30 7,52 7,66 7,62 7,70 7,70 7,72 7,77 7,73
20 7,59 7,62 7,75 7,78 7,67 7,70 7,65 7,71 7,76 7,76
8° 7,50 7,79 7,93 7,96 7,83 7,82 7,80 7,95 7,99 7,98
15° 7,36 7,67 7,78 7,72 7,84 7,75 7,74 7,74 7,76 7,78
30° 7,13 7,05 7,40 7,57 7,57 7,73 7,66 7,69 7,70 7,95
45° 7,37 7,78 7,62 7,84 7,78 7,82 7,83 7,80 7,83 7,80
60° 7,56 7,93 7,91 7,93 7,94 7,88 7,91 7,92 8,01 7,72
90° 7,25 7,79 7,83 7,78 7,78 7,99 7,31 7,98 7,91 7,82

Anexo A.3. Tabela com a variacdo dos valores do Ey (mV) ao longo do experimento de

biorremediacao em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Dia RIO Ref. Ref. Ref. NPK NPK NPK OSM OSM OSM
1° 40 16 -6 -16 -15 -19 -20 -22 -24 -23
2° -10 -12 -20 -24 -19 -21 -19 -22 -23 -24
8° -8 -21 -30 -35 -29 -28 -25 -33 -37 -36
15° -6 -21 -31 -31 -35 -36 -30 31 -29 -32
30° -5 22 -6 -15 -18 -25 -24 -25 -25 -41
45° -4 -29 -22 -34 -30 -32 -32 -31 -33 -31
60° -18 -31 -28 -41 -39 -34 -38 -38 -41 -28
90° 45 -39 -41 -39 -39 -52 -11 -52 -47 -42
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Anexo A.4. Tabela com a variagéo dos valores da salinidade (%o) ao longo do experimento
de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuério do rio Sao Paulo.

Dia RIO Ref. Ref. Ref. NPK NPK NPK OSM OSM OSM
1° 37 30 30 32 32 32 32 32 31 33
2° 33 32 32 31 32 32 32 31 30 30
8° 31 30 30 31 31 31 32 32 31 31
15° 37 36 37 37 38 38 37 39 39 38
30° 37 35 36 36 35 37 36 36 36 37
45° 35 30 31 32 32 34 34 34 33 32
60° 38 36 36 37 39 39 40 40 41 41
90° 34 32 33 33 33 33 32 32 32 33

Anexo A.5. Tabela com a variacéo dos valores do O.D.(mg/l) ao longo do experimento de

biorremediacéo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.

Dias RIO Ref. Ref. Ref. NPK NPK NPK OSM OSM OSM
1° 6,7 6,5 5,9 6,1 6,2 59 6,1 6,0 6,6 6,3
2° 6,6 7,5 8,0 7,6 7,7 7,7 7,5 7,9 7,7 7,4
8° 52 6,7 6,9 7,2 7,3 6,8 6,7 7,1 7,4 7,2
15° 6,9 6,7 6,9 6,8 74 7.4 7,4 6,5 6,5 6,5
300 4,8 7,7 7,9 7,8 7,6 7,9 7,6 7,8 7,9 7,8
45° 6,6 7,7 7,6 7,6 7,6 7,3 7,6 7,1 6.8 7,0
60° 54 8,4 7,7 7,9 7,6 8,7 8,1 7,9 8,0 7,9
90° 6,2 7,8 7,8 7,7 8,1 8,0 7,8 8,3 8,1 7,9
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Anexo B.1. Tabela com a variac&o dos valores dos teores do jon fosforo (mg kg™) ao longo
do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Séo

Paulo.

Simulagéo 0 10 20 8° 15° 300 450 60° 90°
Background | 29,03

Ref. 31,30 33,59 32,12 | 24,94 | 3329 | 24,94 | 34,65 | 18,40
Ref. 31,13 31,82 31,88 | 37,50 | 34,08 | 37,50 | 32,50 | 18,30
Ref. 32,41 30,55 32,00 | 2755 | 2482 | 27,55 | 29,08 | 18,02
NPK 153,46 | 200,30 | 133,68 | 165,20 | 165,24 | 165,20 | 156,27 | 129,00
NPK 224,92 | 141,35 | 192,61 | 180,49 | 108,77 | 180,49 | 140,14 | 147,56
NPK 135,85 | 143,60 | 144,91 | 177,38 | 189,26 | 177,38 | 142,52 | 89,47
OSM 34,71 36,18 49,94 | 56,27 | 86,51 | 56,27 | 81,32 | 138,43
OSM 32,55 38,35 45,06 | 99,41 | 87,46 | 99,41 | 147,50 | 193,03
OSM 34,82 34,34 42,03 | 96,90 | 82,05 | 9690 | 72,99 | 102,35

Anexo B.2. Tabela com a variacdo dos valores dos teores do ion aménia (mg N-NH, kg™
ao longo do experimento de biorremediagdo em sedimentos do manguezal do estuéario do rio

Séo Paulo.

Simulagéo 0 1° 20 8o 150 30° 450 60° 90°
Background 2,03

Ref. 3,49 5,0 9,70 5,6 18,4 5,6 5,8 8,77
Ref. 3,41 2,3 4,38 5,0 16,4 5,0 5,8 9,57
Ref. 3,22 2,9 4,90 5,0 31,4 5,0 5,6 9,26
NPK 327,46 294,6 180,06 9,1 15,8 9,1 8,1 11,08
NPK 338,06 290,8 253,36 8,0 18,5 8,0 9,8 11,21
NPK 304,99 270,5 276,85 12,48 21,78 12,48 8,50 11,09
OSM 18,28 8,2 38,82 41,80 33,58 41,80 15,98 26,87
OSM 16,76 13,5 30,95 41,20 60,78 41,20 46,23 24,05
OSM 26,69 17,8 25,23 38,78 44,00 38,78 11,89 24,40
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Anexo B.3. Tabela com a variacéo dos valores dos teores do ion nitrato (mg N-NHz'kg™) ao
longo do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuéario do rio

Sao Paulo.

Simu|a9§0 0 1° 20 80 15° 30° 45° 60° 90°
Background 2,01

Ref. 3,70 4,8 7,55 8,0 21,0 8,0 8,5 10,52
Ref. 3,41 1,7 6,56 5,8 17,2 5,8 7,2 10,83
Ref. 3,87 3,3 3,63 6,6 32,2 6,6 7,2 10,51
NPK 271,83 263,8 172,06 9,8 19,9 9,8 8,8 11,83
NPK 281,36 236,5 222,65 8,5 29,9 8,5 10,6 11,46
NPK 243,46 231,7 238,29 13,28 24,39 13,28 9,83 11,60
OSM 19,67 9,6 40,29 45,47 40,75 45,47 17,29 29,72
OsSM 14,92 16,2 34,89 47,01 62,59 47,01 49,40 24,56
OsSM 27,10 21,4 20,45 39,83 53,05 39,83 15,32 28,18

Anexo B.4. Tabela com a variagdo dos valores dos teores COT (%) ao longo do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o Paulo.

Simulacao 0 1° 20 8° 15° 30° 45° 60° 90°

Background 4,70
REF. 4,01 4,50 4,17 4,85 5,03 4,64 4,77 5,40
REF. 3,63 4,46 4,47 3,83 5,09 4,19 4,47 5,33
REF. 4,55 4,71 4,24 4,32 5,43 4,69 4,88 5,10
NPK 4,43 4,54 4,81 4,71 5,05 4,75 4,79 5,46
NPK 4,86 4,56 4,62 4,59 5,89 4,54 4,91 5,06
NPK 4,16 4,92 4,43 4,49 4,80 4,77 4,76 5,22
OSM 4,72 4,06 4,75 4,63 4,93 4,54 5,28 5,38
OSM 4,48 4,93 4,69 4,67 4,98 4,64 5,22 5,18
OSM 4,61 4,46 4,83 5,04 5,06 4,24 4,97 5,57
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Anexo C.1. Tabela representando em percentagens dos teores de hidrocarbonetos
saturados, aromaticos e compostos NOS nas unidades de simulacao Referéncias (1, 2 e 3)
do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o
Paulo.

15 30 45 60 90
1 Dia |2 Dias |8 Dias| Dias | Dias | Dias | Dias | Dias
SAT 33 27 25 61 85 44 43 2
Referéncial [ Aro 7 11 62 28 8 39 6 28
NSO 60 62 13 11 7 17 51 70
SAT 34 33 19 42 61 49 37 29
Referéncia2 | aro 35 7 10 35 14 38 15 13
NSO 30 60 71 23 25 13 48 58
SAT 39 38 44 48 49 74 31 24
Referéncia3 [ aro 23 19 47 39 24 15 12 12
NSO 38 44 8 13 27 11 56 64

Anexo C.2. Tabela representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos
saturados, aroméaticos e compostos NOS nas unidades de simulacdo NPK (1, 2 e 3) do
experimento de biorremediagdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o Paulo.

15 30 45 60 90
1 Dia | 2 Dias | 8 Dias | Dias Dias Dias Dias Dias
SAT 48 49 56 31 73 52 56 18
NPK1 ARO 30 26 11 31 16 29 6 12
NSO 22 24 33 38 11 19 38 71
SAT 24 26 57 60 30 38 32 29
NPK 2 ARO 13 13 29 37 20 48 15 17
NSO 63 62 14 3 50 14 53 54
NPK3 SAT 35 45 42 34 63 59 49 3
ARO 19 23 24 17 24 34 22 2
NSO 46 32 34 49 13 7 29 95
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Anexo C.3. Tabela representando em percentagens os teores de hidrocarbonetos
saturados, aromaticos e compostos NOS nas unidades de simulacdo OSMOCOTE (1, 2 e
3) do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio
Sao Paulo.

15 30 45 60 90
1 Dia | 2 Dias | 8 Dias | Dias Dias Dias Dias Dias
SAT 50 38 60 59 37 35 58 31
OSMOCOTEL | ARro 15 21 27 19 16 15 23 15
NSO 35 41 13 22 47 49 19 55
SAT 13 60 63 61 66 55 53 33
OSMOCOTE2 | ARro 7 26 21 37 21 14 29 20
NSO 80 14 16 2 12 31 18 47
SAT 44 56 39 45 38 36 53 27
OSMOCOTES3 | Ago 24 14 14 45 21 7 12 14
NSO 32 31 47 10 40 57 35 59
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Anexo D.1. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades referéncias no 2° e 8° dia de simulacéo do

experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.2. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades referéncias no 15° e 30° dia de simulacéo
do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.3. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades referéncias no 60° dia de simulag&o do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.4. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades NPK no 2° e 8° dia de simulacdo do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.5. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades NPK no 15° e 30° dia de simulag&o do

experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.6. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades NPK no 60° dia de simulag&o do
experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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Anexo D.7. Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades OSMOCOTE no 2° e 8° dia de simulacdo

do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o Paulo.
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Anexo D.8 Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades OSMOCOTE no 15° e 30° dia de simulacéo
do experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio S&o Paulo.
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Anexo D.9 Cromatogramas dos Hidrocarbonetos Saturados das amostras extraidas das unidades OSMOCOTE no 60° dia de simulac&o do

experimento de biorremediacdo em sedimentos do manguezal do estuario do rio Sdo Paulo.
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