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RESUMO

Os derramamentos petroliferos sdo um dos principais aspectos ambientais que afetam
a salubridade e a diversidade de microrganismos em ecossistema de manguezal. A
dificuldade de acesso a este ecossistema limita a adoc¢éo de técnicas de remediacao.
O uso da modelagem cinética para a compreensao da cinética de bioprocessos € uma
ferramenta promissora e relevante para prever os bioprodutos que podem ser gerados
durante a mineralizacdo de compostos e para reducéo de custos com a aplicacéo de
tecnologias prolongadas de remediacdo. Dentre as tecnologias comumente utilizadas
para o tratamento de sedimentos contaminados por petréleo estdo a biorremediacéo
e a fitorremediacdo, as quais possuem como principais vantagens o baixo custo e
impacto ambiental adverso ao ecossistema. Para elaboracao deste trabalho realizou-
se pesquisas bibliogréfica, de campo e experimental. Os resultados utilizados para
elaboracao desta dissertacao foram distribuidos em trés artigos. O primeiro artigo foi
uma revisdo sistematica, cujo objetivo foi comprovar a aplicabilidade do modelo
Monod e das versdes adaptadas deste modelo na avaliagdo da cinética de
biodegradacao de poluentes organicos em solos e sedimentos. O objetivo do segundo
artigo foi avaliar a eficiéncia do biorreator na cinética de biodegradacao do sedimento
de manguezal contaminado com petroleo da bacia de Campos. No terceiro artigo
verificou-se a validade do modelo de Simkins e Alexander (1984) aplicado para
explicar a biodegradacdo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo da
bacia de Campos. Foi comprovado através da revisdo sisteméatica que o modelo de
Monod e as versfes adaptadas deste modelo podem auxiliar na avaliagéo da cinética
de bioprocessos, na compreensdo e previsdo da biodegradacdo de poluentes
organicos e na otimizagao da eficiéncia de biorreatores. Por meio do terceiro artigo foi
possivel constatar a validade da aplicacdo do modelo de Simkins e Alexander (1984)
para explicar o processo de biodegradacéo do sedimento de manguezal contaminado
por petrdleo da bacia de Campos. No segundo artigo foi verificado que o biorreator
utilizado nesta pesquisa foi eficiente para avaliar a cinética de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos totais do petroleo.

Palavras-chave: Modelagem cinética. Biodegradacéo. Petroleo. Sedimento
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ABSTRACT

Oil spills are one of the main environmental aspects that affect the health and diversity
of microorganisms in the mangrove ecosystem. The difficulty of access to this
ecosystem limits the adoption of remediation techniques. The use of kinetic modeling
to understand the kinetics of bioprocesses is a promising and relevant tool to predict
the bioproducts that can be generated during the mineralization of compounds and to
reduce costs with the application of extended remediation technologies. Among the
technologies commonly used for the treatment of oil-contaminated sediments are
bioremediation and phytoremediation, which have as main advantages the low cost
and adverse environmental impact to the ecosystem. For the preparation of this work,
bibliographical, field and experimental research was carried out. The results used to
elaborate this dissertation were distributed in three articles. The first article was a
systematic review, whose objective was to prove the applicability of the Monod model
and the adapted versions of this model in the evaluation of the biodegradation kinetics
of organic pollutants in soils and sediments. The objective of the second article was to
evaluate the efficiency of the bioreactor in the biodegradation kinetics of Campos basin
oil - contaminated mangrove sediments. In the third article we verified the validity of
the model of Simkins and Alexander (1984) applied to explain the biodegradation of
the oil-contaminated mangrove sediment of the Campos basin. It has been proven
through the systematic review that the Monod model and the adapted versions of this
model can assist in the evaluation of the bioprocess kinetics, in the understanding and
prediction of the biodegradation of organic pollutants and in the optimization of the
efficiency of bioreactors. By means of the third article, it was possible to verify the
validity of the application of the model of Simkins and Alexander (1984) to explain the
process of biodegradation of mangrove sediment contaminated by oil in the Campos
basin. In the second article, it was verified that the bioreactor used in this research was
efficient to evaluate the biodegradation kinetics of total petroleum hydrocarbons.

Keywords: Kinetic modeling. Biodegradation. Petroleum. Sediment



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BTS Baia de Todos os Santos

HTPs Hidrocarbonetos Totais do Petréleo
HPAs Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos
UFCs Unidades Formadoras de Colonias

COT Carbono Organico Total

u Taxa de crescimento especifico de microrganismos
K, Taxamaxima de crescimento de microrganismos

S Concentracao de substrato no tempo t (dias)

So Concentragao de substrato inicial

D Densidade de Unidades Formadoras de Col6nias no tempo t (dias)
Do Densidade de Unidades Formadoras de Col6nias inicial

Xo Produto do inverso do rendimento pela densidade no tempo inicial
Bo Numero de UFCs no tempo inicial

Ks Constante de meia saturacao

Kd Constante de decaimento celular

Kn Constante de meia saturagdo para o nitrogénio

N Concentracao de nitrogénio

Cs Concentracéo do diesel adsorvido no sedimento

Cr Concentragéo total

Cv Concentragao volatilizada na fase gasosa

Ca Concentragéo Dissolvida na fase liquida

CnapL Livre como fase organica pura/ kg de massa seca do sedimento

K Constante cinética



KnapL-v Coeficiente de transferéncia de massa entre a fase NAPL e a fase
gasosa

Jn - Fluxo de flutuacao irreversivel de parte do diesel presente no solo
Xmax Maxima capacidade nos poros médios
fa  Taxa constante de massa de agua e do solo
[HPA;;] Concentracao total de HPAs extraidos
BEXP Decaimento bi-exponencial

FODED Decaimento exponencial de dupla primeira ordem

FOTC Decaimento compartimentado de segunda e primeira ordem
K1 Constante cinética de primeira ordem

K2 Constante cinética de segunda ordem

Msorb Concentracdo sorvida no solo

Msoi  Concentracdo em solucao

A Fase aquosa

X Concentracdo de biomassa capaz de degradar Oleo diesel

a  Coeficiente da taxa de propagacéao de diesel ndo adsorvido
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1 INTRODUCAO

A industria petrolifera é responsavel por disponibilizar cerca de 5,5 milhdes de
toneladas de petroleo em aguas costeiras, sendo o ecossistema de manguezal um
dos mais sensiveis a estes acidentes petroliferos (ITOPH, NOAA, 2016).

A Baia de Todos os Santos (BTS), uma das maiores baias brasileiras, possui
uma riqueza de ecossistema de manguezal e uma populacdo de 3,6 milhdes de
habitantes (IBGE, 2010). Apesar da relevancia social, econémica e ambiental desta
baia, estudos demonstram que a atividade petrolifera vem comprometendo a
qualidade dos ecossistemas nela inseridos (NASCIMENTO et al.,, 2017). Fatores
associados as caracteristicas do ecossistema podem intensificar os impactos oriundos
de um acidente com petréleo e limitar a implementacao de tecnologias de remediacéo
(DUKE, 2016).

E importante ressaltar que os poluentes orgéanicos, como o petroleo, podem
desencadear efeitos nocivos a micro e macrobiota (REN et al., 2018). A ecotoxicidade
dos microrganismos a contaminacao petrolifera dependera dos ciclos biogeoquimicos
(nitrogénio, enxofre, oxigénio, 4gua, dentre outros) e das rochas que ocorrem no
ecossistema, do tipo de ecossistema, da composi¢cao mineralégica do argilomineral,
da porosidade e permeabilidade existente na fase sélida, da quantidade de matéria
organica, das condicbes de oxirreducdo da matriz, da hidrodinamica e da estrutura
quimica do poluente (CHENG et al., 2012; TRIKI et al., 2017). Estes fatores
influenciam na biodegradacéao petréleo, assim como na sele¢do do biorreator que sera
utiizado na avaliagdo da eficiéncia da tecnologia de remediacdo (MROZIC;
STEFANSKA, 2014; SRINIVASAN; SARMAH; ROCHA, 2014).

A legislacao brasileira e 0 acesso ao ecossistema de manguezal dificultam a
adocao de tecnologias de remediacédo (DUKE, 2016). Os métodos ex situ como 0 uso
de biorreatores, sdo adotados para simulacéo tecnologias biolégicas de remediacéo
(fitorremediacdo e a biorremediacdo) (AMIN et al.,, 2017; ASIF et al.,, 2017,
BOONNORAT et al., 2016; DUCAN et al., 2017; LUO et al., 2016; JUNIOR; CRUZ,
2016; GONZALEZ et al., 2006). A fitorremediac&o consiste no uso de plantas e de
microrganismos associados a raiz da planta com o objetivo de conter, degradar ou
estimular a degradacdo de compostos organicos (SANCHEZ et al., 2018). A
biorremediacdo é uma tecnologia que utiliza microrganismos ou atividade enzimatica

oriunda destes microrganismos com o0 objetivo degradar os compostos organicos
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presentes em areas contaminadas (AGNELLO et al., 2016). Os biorreatores séo
sistemas controlados e cataliticos, nos quais a microbiota ou a atividade enzimatica
associada a ela efetua a quebra de molécula organica até que o substrato ndo possa
mais ser metabolizado (AMIN et al., 2017; ASIF et al., 2017; DUCAN et al., 2017).
Atraves destes sistemas € possivel avaliar a cinética na qual ocorrem 0s bioprocessos
e a depender do objetivo da pesquisa avaliar a velocidade de consumo do substrato,
a velocidade de crescimento celular e a velocidade de geracdo de produtos (BALBINO
JUNIOR; CRUS, 2016).

Avaliar a cinética de biodegradacéo € relevante para a previsao e controle dos
compostos intermedidrios sintetizados durante a aplicacdo de biotecnologias
(TRIGUEIROS, 2008; FIRMO, 2013). Através da cinética € possivel também estimar
0 tempo necessario para a reabilitacdo de uma area e reduzir custos com a aplicacao
de técnicas prolongadas de degradacédo (TRIGUEIRQOS, 2008).

A modelagem cinética é uma ferramenta utilizada para avaliagdo da cinética de
degradacdo microbiana. Monod (1942) foi um dos primeiros estudiosos a relacionar
através de um modelo cinético a taxa de crescimento de microrganismos e a
concentracéo do substrato. Conforme o estudo feito por Monod a taxa de crescimento
microbiano dependia da concentracdo do nutriente limitante, o qual poderia ser uma
fonte de carbono, como um hidrocarboneto do petréleo, por exemplo (MONOD, 1942).
Com o passar do tempo, Powell (1967), Beolchini et al. (2010), Fernandez et al. (2016)
e Dong et al. (2017) adaptaram o modelo de Monod com o objetivo de estudar outros
sistemas e avaliar outros bioprocessos.

Portanto, a hipotese desta pesquisa foi: “ A densidade microbiana cresce de
forma a favorecer a degradacéo do petrdleo de campos adsorvido no sedimento de
manguezal’.

Para responder a pergunta desta pesquisa os resultados desta dissertacao
foram distribuidos em trés artigos. No primeiro artigo o principal objetivo foi comprovar
a aplicabilidade do modelo de Monod e das versbes adaptadas deste modelo na
avaliacdo da cinética de biodegradacdo de poluentes organicos em solos e
sedimentos. No segundo artigo buscou-se avaliar a eficiéncia de um biorreator tipo
bandeja, ndo enzimatico, com fundo perfurado e heterogéneo, cuja operagao foi
continua para avaliar a cinética de biodegradacdo do sedimento de manguezal
contaminado com petrdleo da bacia de campos. No terceiro artigo visou-se verificar a

validade do modelo de Simkins e Alexander (1984) aplicado para avaliar a cinética de
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biodegradacédo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo da bacia de
Campos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a cinética de biodegradacéo do petroleo da bacia de Campos presente em
sedimento de manguezal da Baia de Todos os Santos (BTS).

2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Definir, através de uma revisao sistemética, um critério de selecao de artigos
gue comprove a aplicabilidade do modelo de Monod e das vers6es modificadas
deste modelo na avaliacdo da cinética de bioprocessos em solos e sedimentos,
visando justificar a escolha da aplicacdo do modelo de Simkins e Alexander
para avaliar a cinética de biodegradacado do petréleo da bacia de Campos
presente no sedimento de manguezal,

» avaliar o perfil do éleo antes da adicdo ao sistema, visando-se verificar as
possiveis perdas por fotodegradacao e diluicao;

» montar o biorreator aberto para simulagéo das condi¢des de um ecossistema
de manguezal;

» monitorar e avaliar as alteracfes temporais de parametros fisico-quimicos e de
nutrientes na agua e no sedimento e verificar a influéncia destas alteracdes na
cinética de biodegradacao;

» monitorar as alteracdes temporais das concentracdes de hidrocarbonetos totais
e policiclicos aromaticos, visando-se avaliar a cinética de hidrocarbonetos;

» avaliar a validade do modelo de Simkins e Alexander para explicacdo da
biodegradacéo do petrdleo de Campos presente no sedimento de manguezal,

» avaliar a velocidade de assimilacdo dos Hidrocarbonetos Totais de Petroleo
pelos microrganismos enddgenos do sedimento;

» avaliar a eficiéncia de biodegradacao do biorreator.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos utilizados para elaboracdo desta dissertacdo foram
subdivididos nos seguintes topicos: pesquisa de escritério, descricdo da area de
amostragem, montagem do biorreator, analises laboratoriais, andlise estatistica e

modelagem cinética.

3.1 PESQUISA DE ESCRITORIO

O embasamento tedrico cientifico necessario para contextualizagdo do tema foi
realizado através da leitura de artigos cientificos, teses e dissertacdes. A selecéo
destes documentos foi efetuada conforme os seguintes critérios: ano de publicacéo e
o fator de impacto das revistas.

O primeiro artigo desta dissertacéo foi uma revisdo sistemética. Buscou-se
selecionar artigos de relevancia cientifica que abordassem a importancia do modelo
de Monod e das versfes adaptadas na compreensao da biodegradacdo de solos e
sedimentos.

Os artigos posteriores foram elaborados através dos dados experimentais
obtidos por meio do biorreator.

3.2 DESCRICAO DA AREA DE AMOSTRAGEM

A coleta das amostras de sedimento de manguezal foi realizada no periodo
chuvoso, durante a maré baixa e com o auxilio de testimunhadores de metal inoxidavel
(diametro =10 cm e capacidade maxima = 30 cm). O ponto de amostragem foi a
Estacdo Pedra Branca (Petrobras — UM — BA), na porcao norte da Baia de Todos os
Santos (BTS), cuja coordenada foi 12° 44’ 26,0” (S) e 38° 31’ 53,9” (W). O sedimento
depois de coletado e armazenado em recipientes de aluminio foi homogeneizado em
recipiente de vidro e disposto no biorreator.

As amostras de agua do estuario do rio Sao Paulo foram coletadas no ponto 1
(pier), situado também na BTS, entre as cidades de Cadeias e Sao Francisco do
Conde, conforme a figura 1. Posteriormente, as amostras de agua foram

armazenadas em recipiente com capacidade de 20 L e acondicionadas até a chegada
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ao Laboratério de Estudos do Petréleo (LEPETRO), local onde foi montado o
biorreator.

Figura 1- Localizagéo da &area de estudo e dos pontos amostrais

8590000

8570000

3 - Laboratério de Simulagéo de
Processo de Blorremediagao

a)

Fonte: Moreira (2010).

E importante ressaltar que conforme Moreira (2010) e Silva (2015) o sedimento
de manguezal, situado na Estagdo Pedra Branca, ndo apresentou indicios de

contaminagao por petroleo.

3.3 MONTAGEM DO BIORREATOR

O biorreator foi construido anteriormente por Moreira et al. (2012) e modificado
pela equipe de pesquisadores formada por Bonfim, M.P.S., Franco, E. D. S. S., Silva, J.
V. L e Santos, N.C. Este sistema apresentou duas tubulagdes, conforme foi possivel observar
na figura 2, uma operando por recalque e outra por gravidade. Além das tubulacdes, o sistema
também apresentou uma bomba (consumo= 11 W, Q= 650 L/h = 0,18 L/s e H manométrica
da bomba = 120 cm= 1,20 m), dois reservatorios e uma bdia de nivel. Com o intuito de
controlar a circulacdo da agua de estuario no sistema, um timer foi utilizado para
efetuar as programacfes das marés alta e baixa em horarios similares a estacdo de
Madre de Deus. Desta forma, buscou-se reproduzir em tempo real a variacdo destas
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mareés. E, para tal a bomba foi programada para desligar no pico da maré alta e ligar
no pico da maré baixa.

O reservatorio superior do biorreator foi composto de 6 mini reservatérios,
cobertos com um tecido no fundo e com pequenos orificios para facilitar a percolacéo
de agua e manter o sedimento de manguezal em contato com a 4gua de estuario. E
0 reservatorio inferior apresentou um orificio na parte superior onde ficava a bomba
conectada a tubulacdo de recalque e a valvula onde fazia-se o controle também da

vazao da agua que descia por gravidade (figura 2).

Figura 2 — Biorreator aplicado na simulacao dos biotratamentos

Fonte: autora (2018).

O delineamento experimental foi composto de 6 unidades de simulacdo, sendo
que 3 representaram o tratamento sem contaminacdo por petrdleo e 3 com
contaminacdao petrolifera. A concentracdo de petréleo utilizada para a contaminacgéo
do sedimento foi obtida pela equacéo 1, a densidade do 6leo da bacia de campos (d)
foi de 0,881423 g cm=, a massa de sedimento (m) foi pesada e a massa de petréleo
foi definida como 1% da massa de sedimento. O volume de petréleo (v) foi medido
com o auxilio de uma proveta e calculado conforme a equacédo 1. Dois bioprocessos
foram avaliados durante a operacao do biorreator. Na etapa 1 (TO, T20, T42, T62,
T99) apenas a biorremediagdo e na etapa 2 (T118, T133, T153 e T187) a
biorremediacdo mais a fitorremediacdo com a espécie Rhizophora mangle.

A metodologia de homogeneizac¢ao do sedimento foi diferente nas respectivas

etapas, na primeira todo o sedimento dos seis minis reservatérios da unidade de
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simulagdo eram homogeneizados. Ja na etapa posterior apenas o sedimento referente

ao mini reservatério da muda retirada era misturado.

v="0 (@)

3.4 ANALISES LABORATORIAIS

Os parametros fisico-quimicos como pH, temperatura, oxigénio dissolvido (OD)
e salinidade foram obtidos através de uma sonda multi parametros, modelo D-54,
Horiba. Visou-se com estes parametros caracterizar a agua de estuario utilizada para
simulacdo da variacdo das marés (alta e baixa), assim como monitorar as
caracteristicas da 4gua durante os biotratamentos.

Os nutrientes fésforo, nitrogénio total, carbono organico total, assim como as
concentracfes de HTPs e HPAs no sedimento foram monitorados nos respectivos
tempos amostrais, conforme a figura 2. Além destes nutrientes também se monitorou
a concentracdo de fosforo assimilavel e fosfato na agua.

O carbono orgéanico total e o nitrogénio total foram determinados nas amostras
de sedimento através do analisador de particulas LECO, método ASTM D5373. As
amostras foram liofilizadas, desagregadas com auxilio de um cadinho e um pistilo de
Agata. Posteriormente, efetuou-se a peneiracio destas amostras com uma peneira (2
mm), a maceracao utilizando os mesmos materiais da etapa da desagregacao e a
peneiracdo com uma peneira de 80 mesh.

A concentracdo de fosfato nas amostras de agua foi obtida por cromatografia
ibnica (EMBRAPA, 2007) e a concentracao de fésforo assimilavel em agua por meio
do método LEPETRO 023 (GRASSHOFF, 1983).

A textura do sedimento foi determinada por difracdo a laser, com auxilio do
equipamento analisador de particulas, marca Cilas 1064 e a concentracéo de fésforo
no sedimento foi obtida por espectrofotometria molecular (OLSEN et al., 1982).

Os extratos dos hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTPs) e dos
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) foram extraidos do sedimento de
manguezal pelo método 3051 A (extracdo microndas). Posteriormente, houve a adi¢cao
destes extratos em dois cromatdgrafos gasosos. A leitura dos HTPs foi realizada no

cromatégrafo movido a gas (VARIAN), modelo CP3800, com coluna capilar DB 5 e
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detector de ionizacdo de chama (CG/FID). Os HPAs foram detectados no
cromatdgrafo a gas (VARIAN), acoplado a um espectrémetro de massas (GC/MS).

O método da U.S. EPA 3510C (extracao liquido-liquido) foi aplicado para
extracdo de HTP e HPA da agua de estuario do rio Sao Paulo, utilizada para simulacéo
das marés no biorreator. Os funis de extracdo foram preenchidos com &agua e
diclorometano e os extratos foram posteriormente concentrados, com o auxilio de um
rotovaporador (modelo R-215) e transferidos para vials. Nos vials as amostras foram
injetadas nos cromatografos gasosos para a deteccdo de HTP e HPA.

A técnica de clean up foi aplicada para separacdo da fracdo aromatica dos
extratos removidos do sedimento de manguezal. Foi utilizada uma mistura contendo
uma proporcdo de 4:1 de n-hexano e DCM para a eluicdo da fracdo aromatica da
coluna cromatografica.

Durante 180 dias realizou-se as coletas de amostras de sedimento para
contagem das unidades formadoras de coldnias (UFCs). A técnica de micro gotas de
Romeiro (2001) foi aplicada para este procedimento, no qual iniciou-se com a
preparacdo do meio de cultura, com Agar Nutriente vertido em meio de cultura.
Posteriormente, as placas petris foram colocadas em uma camara de germinacéo
para garantir a esterilizagdo do meio de cultura. Em seguida, uma aliquota das
amostras de sedimento foi adicionada a solugéo contendo de agua salina e Tween.
Estas amostras foram diluidas em série, totalizando 8 diluicBes. Utilizou-se duas
placas de petri por amostra, divididas em quatro quadrantes, sendo um gquadrante
para cada diluicdo. Adicionou-se por quadrante 4 gotas de uma mesma diluicdo. Ao
fim deste processo, estas placas foram novamente colocadas na camara de
germinacao e procedeu-se a contagem das UFCs no periodo de 24 horas. O niumero

das UFCs foi obtido por meio das equacdes 2, 3 e 4.

Vator referencia= 1071 + 1072 + 1073 +107* + (107° x 10) +( 107 x 100) + (10~% x 1000) ~ (2)
Valor Referéncia 2= Valor Referéncia /4/100 (3)
Valor Referéncia 3= Valor Referéncia 2 X 10(ﬁltima diluigio onde foi identificada alguma colénia) (4)

As colonias foram identificadas até a quinta diluicdo, sendo por isso utilizado

na formula 105.
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3.5 CONTROLE DE QUALIDADE

O percentual de recuperacéo dos analitos nas amostras foi avaliado através da
adicdo do surrogate (Terfenil D4). A recuperacdao das amostras ficou na faixa 60 a
120%, considerada aceitavel para analise de extracdo (RIBANI et al., 2004). Para
garantir qualidade analitica 1 branco para cada lote de 10 amostras foi realizado,
assim como feitas réplicas de bancada. Os reagentes n-hexano (96% de pureza),
acetona (99,8% pureza) e o Diclorometano (99,8% de pureza) foram da marca
MERCK e o Tween 80 da marca USP SYNTH.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca entre os tratamentos foi observada por meio da andlise de variancia
ndo paramétrica. O teste de Tukey foi utilizado para identificar o intervalo de tempo
onde esta diferenca foi significativa e o levene teste foi aplicado para verificar a

homogeneidade das variancias.

3.7 MODELAGEM CINETICA

Uma das formulagdes precursoras a relacionar a taxa de crescimento de
microrganismos com a concentra¢ao do substrato foi 0 modelo de Monod. De acordo
com a teoria de Monod (1942) era possivel explicar a mineralizacdo de compostos
pelos microrganismos utilizando uma relacdo cinética entre a taxa de crescimento de
microrganismos e a concentracdo de um determinado substrato, o qual poderia ser
uma substancia quimica, um composto ou uma mistura utilizada como fonte de
carbono pelos microrganismos. A priori este modelo foi desenvolvido para sistemas
fechados e que operavam a pressao ou volume constantes. A medida que novos
estudos foram efetuados este modelo passou por adaptagcdes, com objetivo de avaliar
a velocidade de crescimento de substrato e de crescimento celular (BEOLCHINI et al.,
2010; NASSERI et al., 2010). Desta forma, outros biorreatores foram desenvolvidos
sem a necessidade de serem fechados e de operarem em batelada, surgindo assim
0s biorreatores abertos ou semiabertos, cuja a operagdo poderia ser continua ou semi-

continua.
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Conforme a equacéo 5, a qual correspondeu ao modelo de Monod o simbolo
representou a taxa de crescimento especifico de microrganismos, o S foi a
concentracdo do substrato (contaminante de interesse), o u, foi considerada a taxa
de maxima de crescimento microbiano. O u foi calculado através da equacgéo 6, na
qual o D representou a quantidade de col6nias no tempo T e DO o nimero de colbénias
no tempo inicial (SAKTHIPRIVA; DOBLE; SANGWAI, 2017). O Ks foi a concentracao
de meia saturacao, este parametro foi obtido quando a taxa de crescimento especifico
foi metade da taxa maxima conforme Koch (1982).

H=(ky-S)/(Ks+S) )
U =(Ln D- Ln DO) / (T-TO) (6)

O modelo de Monod foi utilizado para obtencéo da constante de meia saturacao
e 0 modelo Simkins e Alexander (1984) para obtencéo da velocidade de consumo dos
hidrocarbonetos totais do petroleo. Conforme a equacdo 7, a taxa maxima
correspondeu a maxima taxa de crescimento microbiano e foi obtida através da curva
de crescimento de microrganismos (BEOLCHINI et al., 2010). O S correspondeu a
concentracdo no tempo t, o SO foi a concentracdo no tempo zero, o X0 foi o produto
do inverso do rendimento (q) e a densidade de unidades formadoras de colonias no

tempo zero (Bo).

Velocidade de consumo do substrato = pmax. S (So-Xo-S) / (Ks +S) (7)

O ajuste do modelo de Simkins e Alexander (1984) foi realizado através das
funcdes exponenciais expdec 1 e expdec 2 no programa OriginPro 8, onde selecionou-
se a fungdo que obteve maior valor de R2. Este ajuste foi proposto anteriormente por
Napoleéo et al. (2013) para o modelo de Zhang e Chuang (1999).

Através das funcbes Exp dec 1 e Exp dec 2 foram gerados dois modelos. As
equacdes 8 e 9 representam respectivamente os modelos das funcdes Exp dec 1 e

Exp dec 2.

X

y= 3’0"‘1‘11-9_a 8)

Y =yotdie 1 +4ze 2 (9)

A validacdo do modelo ocorreu através do método de regressao linear simples,

no qual realizou-se o cruzamento grafico entre o valor da velocidade estimada pelo
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valor da velocidade observada no experimento, este procedimento foi efetuado no
programa Excel versdo 2010. Foi considerado valido o modelo que apresentou valor

de R? mais préximo a 1.
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4 MODELAGEM CINETICA MICROBIANA COMO UMA FERRAMENTA PARA O
ENTEDIMENTO DO PROCESSO DE BIODEGRADACAO EM SEDIMENTOS E
SOLOS

RESUMO

Os poluentes organicos sao produtos quimicos lan¢cados nos ecossistemas por meio
de atividades antropogénicas e podem ser encontrados no ambiente dissolvidos em
meio liquido, suspensos em fase gasosa ou ainda adsorvidos em fase sélida. Desta
forma, quando presentes na fase sodlida podem ser absorvidos pela microbiota e
utilizados para o crescimento celular e na geracdo de produtos. Neste contexto, 0s
estudos cinéticos microbianos tém propiciado uma melhor compreenséo do processo
de biodegradacdo. Sendo assim, este artigo visa abordar, por meio de uma revisao
sistematica da literatura, a aplicabilidade do modelo de Monod e de versdes
adaptadas deste modelo na avaliacdo da cinética de biodegradacdo de poluentes
organicos em solos e sedimentos. Com base nos artigos selecionados foi possivel
identificar que o modelo de Monod e as versdes adaptadas deste modelo auxiliaram
na previsao da eficiéncia de bioprocessos, na velocidade de degradagao e geracao
de produtos, além da otimizac&o da eficiéncia de biorreatores.

Palavras-chaves: Biodegradacao, Modelagem cinética, Solos, Sedimentos
ABSTRACT

Organic pollutants are chemicals released into ecosystems by anthropogenic activities
and can be found in the environment dissolved in liquid medium, suspended in the gas
phase or adsorbed on solid phase. Thus, when present in the solid phase can be
absorbed by the microbiota and used for cell growth and product generation. In this
context, microbial kinetic studies have provided a better understanding of the
biodegradation process. Thus, this article aims to approach, through a systematic
review of the literature, the applicability of the Monod model and adapted versions of
this model in the evaluation of the biodegradation kinetics of organic pollutants in soils
and sediments. Based on the selected articles, it was possible to identify that the
Monod model and the adapted versions of this model helped predict the efficiency of
bioprocesses, the speed of degradation and generation of products, and optimization
of the efficiency of bioreactors.

Keywords: Biodegradation, Kinetic modeling, Soils, Sediments

4.1 INTRODUCAO

Os poluentes organicos oriundos da industria petrolifera e da agricultura podem
ser biodisponibilizados no ambiente em funcdo da afinidade quimica com a fase
sélida, dos processos biogeoquimicos, do tipo de ecossistema e das caracteristicas
da matriz (CHENG et al.,, 2012; TRIKI et al.,, 2017). Estes fatores influenciam na
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geoquimica destes compostos, no processo de biodegradacdo e na escolha do
biorreator (MROZIC; STEFANSKA, 2014; SRINIVASAN; SARMAH; ROCHA, 2014).

A biodegradacédo € o processo de metabolizacdo do contaminante através de
catalizadores liberados pelos organismos durante a degradacdo do composto
organicos (VOLGT et al., 2017). Neste contexto, a modelagem cinética microbiana é
uma ferramenta promissora que auxilia na previsdo das velocidades de crescimento
microbiano, de assimilacdo do substrato e de geracdo dos produtos (BEOLCHINI et
al., 2010; GENG et al., 2014; RAJAMANICKAM et al., 2017)

Os biorreatores séo sistemas cataliticos que irdo propiciar a biodegradacéo e
séo classificados de acordo com a operagdo (batelada, continuo e semi-continuo),
namero de fases (homogéneo ou heterogéneo) e quanto a geometria (tubulares ou de
tanque agitado) (GEED et al., 2017; JUNIOR; CRUZ, 2016; OONK et al., 2013).

Um dos primeiros pensadores a buscar explicacdes sobre o processo de
metabolizacdo do substrato! foi Monod. Este estudioso desenvolveu um modelo

cinético microbiano, que partia da seguinte premissa: “ a taxa de crescimento
microbiano dependia da concentragao do nutriente limitante” (MONOD, 1942). E, com
base nesta premissa, outros modelos foram desenvolvidos, como por exemplo, as
formulacdes de Powell (1967), Beolchini et al. (2010), Fernandez et al. (2016) e Dong
et al. (2017). Portanto, o objetivo deste artigo foi comprovar, através de uma revisdo
sistematica, a aplicabilidade do modelo de Monod e das versdes modificadas deste
modelo na avaliacdo da cinética de biodegradacdo de poluentes organicos em solos
e sedimentos. A revisdo sistematica € uma modalidade de pesquisa voltada para
sistematizar as informacdes importantes a respeito de um determinado tema

(GALVAO; PEREIRA, 2014).

4.2 CRITERIO APLICADO PARA A SELECAO DOS ARTIGOS

A elaboracdo desta pesquisa foi realizada através de um critério, no qual a
etapa inicial consistiu na sele¢do das trés bases dados que abordassem sobre o
modelo de Monod e as adaptagfes deste. Sendo assim, o parametro adotado foi 0
ano de publicacdo e o fator de impacto das revistas listadas nas bases. Na etapa
posterior, o intuito foi de avaliar a abundancia nestas plataformas. Logo, a Science

Direct apresentou maior quantidade de trabalhos para a maioria das palavras chaves

1 Concentragéo do nutriente ou contaminante (MONOD, 1942)
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utilizadas, conforme ilustrado nas tabelas 1, 2 ,3 e 4. Entretanto, também foram
utilizadas as referéncias da Scopus para compor este artigo.

Esta revisdo foi organizada em trés sec¢des. Na primeira secdo buscou-se
caracterizar o modelo de Monod. Nas secfes posteriores foram comparados o0s
modelos aplicados para sedimentos e solos com o modelo desenvolvido por Monod
(1942). Assim, buscou-se investigar os critérios que motivaram a efetuacdo de

alteracdes nos modelos pelos autores.

Quadro 01- Numero de trabalhos publicados nas bases de dados da Science Direct, Scopus
e Scielo por conjunto de palavras-chaves pesquisadas (parte 1)

Base de dados Palavras —chaves Total de artigos Data % de
registrados em artigos
cada base
Science Direct Praia. Sedimento. 303 100

Modelagem cinética.

Scopus Biodegradacéo

Scielo (Bloco 1) 0 Olde 0
setembro/2017

Fonte: autora (2017).

Quadro 02- Numero de trabalhos publicados nas bases de dados da Science Direct, Scopus
e Scielo por conjunto de palavras-chaves pesquisadas (parte 2)

Science Direct Solo. Sedimento. Modelagem cinética. 1273 100
Scopus Biodegradacgéao 0 0
Scielo (Bloco 2) 0 0
Science Direct Contaminagéao. Biodegradag&o. Cinética 1692 100
Scopus microbiana. Petréleo 0 0
Scielo (Bloco 3) 0 0
Science Direct Modelagem cinética microbiana. Solo. 987 0lde 100
Scopus Sedimento. Biodegradag&o 0 setembro/2017 0
Scielo (Bloco 4) 0 0
Science Direct Poluentes. Geoquimica. Ambiente 7052 100
Scopus (Bloco 5) 3 0
Scielo 0 0
Science Direct Poluentes organicos. Biodisponibilidade. | 31064 19 de 99,91
Scopus Ecossistema 343 | novembro/2017 | 1,09
Scielo (Bloco 9) 0 0

Fonte: autora (2017).
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Quadro 03 - Numero de trabalhos publicados nas bases de dados da Science Direct, Scopus
e Scielo por conjunto de palavras-chaves pesquisadas (parte 3)

Science Direct Biorreatores. 5811 99,4

Scopus Caracteristicas. 33 01 de 0,6

Scielo Biodegradagéo 1 setembro/2017 0
(Bloco 6)

Science Direct Biorreatores. 1852 01 de 93,7

Scopus Biodegradacéo. 124 setembro/2017 6,3

Scielo Sedimento 0 0
(Bloco 7)

Science Direct Cinética de Monod 9675 99,9

Scopus (Bloco 8) 0 0

Scielo 8 0,1

Fonte: autora (2017).

Quadro 04 - Comparagédo de busca realizada em setembro e outubro nos trabalhos
publicados na base Science Direct

Base de Palavras — Total de Data 2 Data 1 Total de artigos Diferenca
dados chaves artigos / registrados/bloco (Data 1-
bloco Data 2)
33
Bloco 1 336 303
Bloco 2 1286 1273 15
Bloco 3 1724 1692 32
Bloco 4 997 987 10
Bloco 5 7112 7052 60
Science 01 de 0lde
Direct Bloco 6 5902 outubro/ | setembro/ 5811 91
2017 2017
Bloco 7 1871 1852 19
Bloco 8 9732 9675 57

Fonte: autora (2017).

Analisando as figuras 3 e 4, observou-se maior numero de publicagbes de

artigos originais e de revisdo sobre a aplicacdo da modelagem cinética para
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sedimentos de praia nas revistas Marine Pollution Bulletin, Organic Geochemistry e a
Journal of Hazardous Materials. Em relagcdo ao numero de publicagbes, houve
reducdo na quantidade de artigos originais publicados no periodo de 2010 a 2012 e
aumento a partir de 2013 (figura 3). Porém ao ampliar a busca contemplando outros
tipos de sedimentos e solos, identificou-se redugcédo no nimero de originais de modelos
adaptados para solos e sedimentos (Figura 4).

Figura 3- Trabalhos selecionados pela Science Direct (Bloco 1- artigos originais)
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Fonte: autora (2017).
Figura 4- Trabalhos selecionados pela Science Direct (Bloco 1- artigos de reviséo)
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Figura 5 - Trabalhos selecionados pela Science Direct (Bloco 1)
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Conforme a figura 7 foi possivel observar que houve aumento na quantidade
de artigos publicados sobre modelos aplicados para avaliagdo da cinética de
biodegradacdo de poluentes organicos em comparacdo a 1942, quando foi

desenvolvido o modelo de Monod.

Figura 7- Total de artigos por ano conforme a base da Science Direct
12
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Fonte: autor (2017).

4.3 MODELO CINETICO DE MONOD

O modelo de monod foi desenvolvido em 1942 para simular o processo de
mineralizacdo do substrato em sistemas fechados e que operavam em batelada.
Conforme Monod (1942) existia uma relacao cinética entre a taxa de crescimento de
microrganismos e a concentragéo do substrato (equacao 1). Na equacao 10 a taxa de
crescimento especifico foi representada pelo simbolo u, a concentracdo do substrato
por S e a taxa maxima de crescimento microbiano por u,. Esta constante varia
conforme o tipo de microrganismo, as condi¢des do sistema e a depender do produto
qguimico. Além disto, a concentracdo de meia saturacao (K;) é obtida quando a taxa
de crescimento especifico € metade da taxa maxima (GAUDI et al., 1971).

t= (fy-S)/(Ks+S) (10)



32

4.4 MODELOS ADAPTADOS DE MONOD E APLICADOS EM SEDIMENTOS

Ao longo do tempo varias adaptacfes deste modelo foram desenvolvidas, com
o intuito de entender a biodegradacdo de diferentes contaminantes em sistemas
bioldgicos distintos, denominados biorreatores.

Os biorreatores sao sistemas cataliticos onde sdo sintetizados bioprodutos,
através de enzimas liberadas pelos microrganismos, durante o processo de
biorremediacdo (BADINO JUNIOR; CRUZ, 2016). Alguns fatores, como por exemplo,
o tipo de contaminante e o objetivo do estudo podem influenciar na escolha destes
sistemas e, consequentemente, na selecdo do modelo microbiano, conforme pode ser
visto nos quadros 1 e 2. Sendo assim, estes receptaculos podem apresentar
geometria tubular ou do tipo tanque perfeitamente agitado, como também conter mais
de uma fase (heterogéneo), assim como operar em batelada, fluxo continuo ou semi-
continuo (AMIN et al.,, 2017; ASIF et al., 2017; BADINO JUNIOR; CRUZ, 2016;
BOONNORAT et al., 2016; DUCAN et al., 2017; LUO et al., 2016; GONZALEZ et al.,
2006). Todavia, para que estas classificacdes sejam estabelecidas sdo consideradas

as condicdes de temperatura, volume e pressao nestes reatores.

4.4.1 Modelo BIOB

Geng et al. (2016) desenvolveram um modelo cinético para simular a
biodegradacédo de hidrocarbonetos arométicos e alcanos em sedimentos de praias
contaminados por petréleo, tal formulacdo foi denominada BIOB. Este modelo foi
desenvolvido para trés biorreatores heterogéneos que operaram em batelada,
simulando trés tratamentos. Sendo o controle composto por 2 fases, sedimento de
praia mais agua, o contaminado 1 composto por agua, nutrientes sollveis em agua
mais sedimento e o contaminado 2 continha &gua, nutrientes e um inoculo com
bactérias degradadoras de petréleo.

Visando-se monitorar os processos fisico-quimicos de remocéo do petroleo foi
utilizada inicialmente a formulagéo 11, onde o K representou a constante cinética de
primeira ordem e o h a concentracao de hopano no sedimento (mg/kg) (El-Kadi, 2001;
Geng et al., 2016). Posteriormente, os hopanos normalizados foram acrescentados as

equacdes 4 e 5.
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Hejazi (2010)

indigena em solos argilosos contaminados por n-hexadecano

Autor (ano) Biorreator Objetivo Substrato
Operacéo Geometria Fechado/ab
erto/semi-
aberto
Jin et al. (2017) Batelada N&o informado Fechado | Avaliar a eficiéncia de biodegradacdo de sedimentos | Benzoapireno
contaminados por benzoapireno de cespas isoladas de
Pseudomonas sp.
Souza et al. (2014) Batelada Tubular Fechado | Avaliar a eficiéncia da biodigestéo e incineracdo em relagéo ao Biogéas
efeito estufa, geragédo de co-produtos e energia gerada.
Woo, Lee e Park (2004) Batelada Frascos de 250 mi Fechado Investigar o efeito das taxas de transferéncia de massa e do Franantreno
(geometria ndo informada) conteddo do solo na biorremediacao.
Jee et al. (1998) Batelada Frascos de 300 mi Fechado Avaliar a biorremediacdo do fenantreno em sedimentos Fenantreno
(geometria ndo informada) contaminados num biorreator.
Lewis (2017) Batelada | Tanque perfeitamente agitado Fechado | Avaliar a biodegradacdo de HPAs oriundos de residuos de HPAs
preservacdo da madeira em solos contaminados.
Beolchini et al. (2010) Continuo Frascos de 100 mli Aberto Avaliar o efeito do aporte nutricional e de areia na cinética de HPAs e
(Geometria ndo informada) crescimento microbiano e biodegradacao dos hidrocarbonetos. alifaticos
Li et al. (2008) Batelada Tubular Fechado | Testar o método de consorcios isolados na biodegradacdo dos HPAs
16 HPAs prioritarios
Partovinia, Naeimpoor e | Batelada | Tanque perfeitamente agitado Fechado Investigar a eficiéncia de biodegradacdao de uma bactéria | N-hexadecano

Fonte: autor (2017).




Quadro 6- Fatores que interferem na escolha dos biorreatores (continuacédo do quadrol)
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PCP (pentaclorofenol).

Nasseri et al. (2010) Semi- Frascos de 300 ml Semi- Estudar os efeitos da bioacumulacdo de bactérias isoladas | Fenantreno
continuo (Geometria ndo informada) aberto e consdrcios com alta capacidade de biodegradacédo de
HPAs
Collina et al. (2005) Batelada | Frascos de 700 ml (Geometria Fechado Investigar a influéncia das taxas de agitacéo e de fluxo do reator Naftaleno
nao informada) modificado nas taxas de biodegradacéo e volatilizacado
Woo, Jeon e Park (2004) | Batelada Frascos de 250 mi Fechado Investigar os efeitos de um surfactante nanionico (Triton X-100) Fenantreno
(Geometria ndo informada) e da indugcdo metabdlica na taxa de biodegradagdo do
fenantreno no solo.
Lee et al. (2001) Batelada | Frascos de 250 ml (Geometria | Fechado Avaliar a aplicagdo de solventes para enriquecimento da HPAs
nado informada) biovariabilidade de HPAs para biorremediacdo de solos
contaminados.
Barbeau et al. (1997) Batelada | Tanque perfeitamente agitado | Fechado Avaliar o feito da bioaumentacdo em solos contaminados por PCP

Fonte: autor (2017).
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— =K. h (11)

A taxa de crescimento de biomassa foi obtida por meio da formulagéo 12,
utilizando um modelo de Monod Dual, o BIOB. Nesta equacdo o u é limitada pela
concentracdo de hidrocarbonetos (S) e de nitrogénio (N), além da méxima capacidade
de biomassa nos poros medios (X,s.). O Ks representou a constante de meia
saturacao, igual ao modelo de Monod. Ja o Ky foi expresso no modelo 3 como

constante de meia saturagdo para o nitrogénio, medido na fase liquida.

B (1 X s N
K= Homdxe Xmax 7 S+Ks ~ N+Ky

(12)

As velocidades de crescimento de microrganismos e de consumo do substrato
foram determinadas por meio das equacfes 13 e 14, obtidas a partir do modelo
desenvolvido por Geng et al. (2016). O simbolo K, correspondeu a taxa de decaimento
de biomassa (dia!) e o y, é o coeficiente de producéo de biomassa dado em mg X/mg
S.

dx X dh

—= —K;). X+(—.— 13
e (= Ka) X+ (55 13)
ds U S dh

— = -— X += = (14)
dt Yy h' dt

Posteriormente, foi avaliada a sensibilidade dos parametros cinéticos
estimados (X,ux, K4, Ks Ky € y,) (equagcdo 15) (GENG et al.,, 2016). Onde o F
representou o valor da funcdo objeto de otimizacdo, o numero de observacdes foi

exposto como n e a quantidade de parametros estimada por p.
2, F
0" =(G=) (15)
4.4.2 Versdo modificada do modelo de Monod com crescimento

Beolchini et al. (2010) adaptaram a verséao logistica do modelo semi-empirico

de Monod com Crescimento, visando estudar os impactos do imput de nutrientes e de
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areia na cinética de crescimento microbiano e na biodegradacdo do substrato
(equacdes 16 e 17). O motivo que levou a modificacdo do modelo foi o interesse em
monitorar o decréscimo da abundancia posterior a fase estacionaria. E, para tal, estes
pesquisadores utilizaram quatro biorreatores, com o intuito de simular 4 tratamentos
(controle, nutriente, areia e nutriente mais areia). No quadro 2 foi realizada uma
andlise comparativa dos modelos de Monod, BIOB, Monod com crescimento e da
versao modificada por Beolchini et al. (2010) para elucidar os critérios estabelecidos

pelos autores na modelagem cinética microbiana.

ac
dat

= ~.KX.(1-B) (16)

Z—’t‘: K X. (1- BX) + Ko |f, X(t)dt | 36

A equacao 18 corresponde ao modelo de monod com crescimento. Esta
formulacéo foi utilizada por Simkins e Alexander (1984) para determinar a velocidade
de consumo do substrato. Nesta equacgdo 0 Xo= gBo e 0 BO é a densidade microbiana
no tempo zero. Além disto, conforme estes autores, o valor do inverso do rendimento
(q) é constante quando ndo ha entrada de nutrientes (bioestimulacdo). Entretanto,
como Beolchini et al. (2010) trabalharam com imput nutricional, o g foi considerado
variavel ao longo do tempo.

=22l S. (So+X0-S) / (Ks+S) (18)

Nos quadros 3 e 4 foi possivel observar ao comparar os modelos adaptados
com o modelo original que apesar das alteracdes efetuadas na modelagem, todos
partiram da mesma premissa. Confirmando desta forma, que a cinética de
biodegradacdo poderia ser explicada através das varidveis dependentes
concentracdo do substrato e a quantidade de microrganismos. Porém as técnicas de
ajustes e os parametros estimados foram modificadas conforme a limitacdo do modelo

e 0 objetivo do estudo.
4.4.3 Modelo cinético de 1° ordem
Chen et al. (2008) aplicaram um design experimental ortogonal, visando-se

investigar os efeitos da temperatura, da salinidade, da adicdo de nutrientes, do
tamanho do inoculo e da concentracdo de fenantreno na cinética de biodegradacéao.



Quadro 7 - Comparacgéao das versfes alteradas de Monod com o modelo original.
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Autor (ano) Variaveis Modelos Técnicade Parametros Fator SUBST./MICRO. MATRIZ OPERACAO
dependentes ajuste dos estimados limitante
parédmetros
estimados
Monod (1942) Abundéancia de u=(u,.S)/(Ks+S) Andlise de Uy € Ks Uy Lactose e | Agua
microrganismos regresséo Glicose/ /Sedimento
+ néo linear Escherichia coli e
Concentracdo Bacillus subtilis
do substrato
Batelada
Geng et al. (2016) % =(pu—-K,). X+ (% .‘;_’:) Andlise de Kq, Xmax» N e | HPAs Sedimento | Batelada
sensibilidade | K, p a0, Ky € S ALCANOS /Né&o | de praia
% _ i .\ % Z—’: Ve identificado
B= Honsx(1- X;;,x ﬁ -N+NKN

Fonte: autor (2017).




Quadro 8 — Continuacao do quadro 2
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Simkins e
Alexander (1984)

Beolchini et al.
(2010)

_d_dtS: Ky S. (So+Xo-S) | (Ks+S) Analise de Ky, 0, Xoe Ks 7 Benzoato/ Agua Batelada
regresséo Pseudomonas
néo linear sp.
Z_f: % K X.(1-B) Anélise de Ko HPAs Sedimento | Continuo
regresséo B,K, Ko eY (Pode ser ALCANOS de praia
nao linear /Procariontes
2= K X. (1- BX) + Ko [y X(t)dt | a
predacéo
ou um
X (0)=Xoe C(0)=Co )
) . nutriente
(X-Biomassa e C —Concentragéo) o
limitante)

Fonte: autor (2017).
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O modelo utilizado por estes estudiosos foi o cinético de primeira ordem e 0s
microrganismos estudados foram da espécie Shinigomonas sp. Na equacéo 19 o C
representou a concentracao deste substrato no tempo t e Co foi exposto neste modelo
como a concentragao inicial. Assim como nos trabalhos de Monod (1942), Simkins e

Alexander (1984) e Geng et al. (2016) o sistema utilizado operou em batelada.

C = CO. e_kt (19)

4.5 MODELOS CINETICOS APLICADOS EM SOLOS

Fernandez et al. (2016) criaram um modelo para avaliar o processo de
biorremediagcdo em solos argilosos poluidos com 6leo diesel em um biorreator
heterogénio, composto de 4 fases (ar, agua, NAPL e solo). Este modelo foi o resultado
da combinacdo do modelo de monod com o modelo de transferéncia de massas, o
qual foi aplicado para as quatro fases. Conforme formulado pelos autores na equacao
20, a variagdo total da concentragdo do substrato foi considerada a soma das
variagdes nas quatro fases. Nesta formulacdo os coeficientes Cs, Ct, Cv, Ca e CnarL
sdo respectivamente as concentracoes do diesel adsorvida no sedimento, total,
volatilizada na fase gasosa, dissolvida na fase liquida e livre como fase organica pura/
kg de massa seca do sedimento. As equacgdes 21, 22, 23, 24 e 25 foram desenvolvidas
para representar os processos de degradacao e transporte de massa nas fases sélida,
liquida, NAPL e gasosa, respectivamente. Onde o fa correspondeu a taxa constante

de massa de agua e do solo.

dcCe dcCs dCA dCnAPL +dCV

= — . —+
dt dt +fa dt dt dt

(20)

dcs

e Jn fa- Ks—a-(Cae=Ca) = (Umax- (Ca-Cyp) X) I (Ks/fy +Ca-Ca)  (21)

dCy

o Ks—4- (Cae=Ca) + Knapr—a - (Cac=Ca) - (Hmax- (Ca=Cap) X) I (Ks/fy +Ca-Ca) (22)

M_ - ]n - KNAPL—V' (CVE 'CV) - fA' KNAPL—A'( CAE'CA) - ( Hmax- (CNAPL' CNAPLI) /KS + CNAPL 'CNAPLI)'

(23)

.Yx/s

dcy_
E_ KNAPL—V (CVE_CV) (24)
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Z—f= ((max- (Ca=Car)- X) I (Ks + C4 -Cap)) + (tmax- ( Cnapr~ Cnapii))- X- Kd. X) [ (Ks + Cyapr, -Cyaprr) (25)
Srinivasan et al. (2014) aplicaram trés modelos ndo lineares bifasicos para
avaliar o processo de dissipacdo de quimicos organicos em solos. Sendo assim, solos
com variadas condicbes de concentracdo, temperatura e profundidade foram
testados. Estes modelos foram denominados como: decaimento bi- exponencial
(BEXP), decaimento exponencial de dupla primeira ordem (FODED) e o decaimento
compartimentado de segunda e primeira ordem (FOTC), os quais podem ser
observados, respectivamente, nas equacgdes 26,27 e 28.
Na equacédo 26 o M corresponde a concentracdo do contaminante no tempo
medido, o Mo € a concentracdo no tempo zero e Ki e Kz sdo as constantes cinéticas

de primeira e segunda ordem, respectivamente.

_ K1.M,
T (K1+K2.Mg)eK1t—K2.M,

(26)

Na equacdo 27 o Msorb é a concentracdo sorvida no solo e o Msol representa

a concentragdo em solugao.

M (t) =M (t) + M2 (t) = Msol.e "KLt 4+ Msorp.e “K2t (27)
M = Mo. —(k1+ KRyt 4 M k—R Kzt _ ,—(Ki+KR)t 5
o€ 0 K1+ Kp+K; ( € e ) ( 8)

Deary et al. (2016) propuseram um modelo de dupla exponencial para estudar
o processo de biodegradacédo de hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS) em
solos, na presenca e auséncia de chumbo e cadmio como co-contaminantes (equacao
29). Este modelo considerou que os 16 HPAs analisados estavam dispostos em fases
distintas e em niveis diferenciados de biodisponibilidade no solo. Conforme os
resultados obtidos por estes autores, o cadmio e o chumbo exerceram um efeito
deletério na taxa de crescimento de microrganismos e, consequentemente no
processo de biodegradacdo. Na formulacdo 29 a concentracdo total de HPAs
extraidos foi expressa como [HPArg], as constantes cinéticas dos processos

sequenciados como Ka e Ko (figura 2) e as fracbes de [HPA;g] como 6, € op.

[HPA;z]=[HPA7g] . 04.e ¥at + [HPAg] o . 0. e Kb (29)
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Figura 8 - Esquema ilustrativo dos processos envolvidos na reacao

A —¥a B 5K ¢
Fonte: Deary et al. (2016).

Nos quadros 5 e 6 foram comparados os modelos de Fernandez et al. (2016),
Srinivasan et al. (2014) e Deary et al. (2016). E, conforme postulados nos modelos, a
fase do contaminante, assim como as condi¢cdes do ambiente que se busca estudar
interferem no processo de biodegradacdo e, consequentemente na modelagem

cinética.

4.6 CONSIDERACOES FINAIS

Os poluentes organicos podem estar no ambiente associados a matrizes
solidas, dispersos no ar ou dissolvidos em meio liquido. Todavia, para que isto ocorra
Sdo necessarias interacfes destes compostos com as matrizes avaliadas. Em
sedimentos e solos, por exemplo, o tipo de matriz, a estrutura quimica do
contaminante, a solubilidade em &gua, a porosidade, a permeabilidade e a
hidrodindmica véao interferir no acesso destes compostos a microbiota. Logo,
buscando entender estes processos, Fernandéz-Fernandéz (2016) e Srinivasan et al.
(2014) estudaram a cinética de microbiana de Monod combinada com modelos de
adsorcdo e de transferéncia de massas. Estas versdes adaptadas do modelo
precursor vém auxiliando na compreensdo dos mecanismos que interferem na
biodegradacdo. Desta forma, identificou-se uma grande demanda por pesquisas
voltadas a modelar também os fatores que interferem na biodegradacdo, como a
salinidade, a temperatura, a textura da matriz sélida, o tamanho do inécuo, as
caracteristicas de operagdo e geometria do sistema, o pH e as perdas por processos
fisicos de remocao do contaminante, como por exemplo, a volatilizacao.

Os biorreatores sdo sistemas cataliticos aplicados no controle da eficiéncia de
bioprocessos e s&o escolhidos de forma concordante ao objetivo do estudo. E valido
ressaltar que esta selecdo € embasada em critérios como o tipo de escoamento, a
guantidade de fases envolvidas, assim como a matriz e o contaminante. Nestes
sistemas as reacdes de catabolismo podem ser aceleradas pela adi¢cao de nutrientes

ou de microrganismos e, os fatores adversos podem ser estimados por meio modelos
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Quadro 9- Analise comparativa das versfes adaptadas do modelo de Monod aplicadas para biodegradacdo em solos (parte 1)

Autor (ano) Modelos Técnica de ajuste Parametros Programa Substrato Operacao
dos parédmetros estimados
estimados
Fernandez et ac _ d% . dca | dCnapL  dCv
dt dt dt dt dt
al. (2016)
dcs

s Jn fa- Ks—a-(Cae=Ca) — ( Umax-( Ca=Car) X) I (Ks/fy +Ca-Cai)

dstA = KS—A' (CAe_CA) + KNAPL—A . (CAe_CA) - (ﬂméx-( CA_CAI) X) /
(Ks/f +Ca-Cal) Batelada

d P

L= - Jn - Knapr-v- (Cve -Cy) = fa- Knap—a-( Cag=Ca) = ( Hmax- Estatistico
1 Analise de regresséo | Ksa, KnapLa, R

(CNAPL' CNAPLI) /KS + CNAPL 'CNAPLI)' XY_ ~ 1 .
x/s nao linear KNAPL, Umaxs Ks, Diesel
Yxis,Ka € 0 & (HTPs)

dc
d_:: Kyapr—v (Cvg-Cy)

d
d_)t(z ((Umax- (Ca=Cyp). X) | (Ks + C4 -Cap)) + (Hmax- (Cnapr-

CNAPLI))' X- K. X) / (KS + CNAPL 'CNAPLI)

Fonte: autor (2017).
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Quadro 10- Andlise comparativa das versbes adaptadas do modelo de Monod aplicadas para biodegradacao (parte 2)

Autor (ano) Modelos Técnica de ajuste dos Parametros Programa Substrato Operacao
parametros estimados estimados
Srinivasan et al. M= K1.M, Gradiente reduzido ndo | Ki Kze Kr Excel Quimicos Batelada
- K1t _ . . a
(2014) (K1 + K2. Mo)e®!* — K2. M, linear generalizado Solver organicos

M (t) = M1 (t) + M2 (t) = Msol.e "1t + Msor.e K2t

M = Mo. e~ ®1t Krye 4+ Mg kiR_ (e—Kz-f _ e—(K1+KR)t)
‘K14 Kp+Ko
Deary et al. [HPA7g]=[HPA7g] o. 04.e Kat + [HPA7g] o . Op. e Kbt Andlise de regressdo | o4,05,K, e K, | Mathcard HPAs
(2016) néo linear 15

Fonte: autor (2017).
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cinéticos microbianos. Portanto, a modelagem cinética microbiana de Monod e
adaptacdes séo ferramentas que podem auxiliar na compreenséo da biodegradacgéao
de poluentes organicos, na quantificacdo da eficiéncia de bioprocessos, na previsao
das velocidades de degradacdo dos compostos e na geracdo de produtos. Além da
otimizacao dos sistemas.

Apesar da relevancia temética, poucos trabalhos de modelagem cinética
microbiana tém sido aplicados para solos e sedimentos. Além disto, mais de 90%
destas pesquisas foram desenvolvidas em sistemas que operaram em batelada,

provavelmente para garantir um melhor controle dos intermediarios gerados.
4.7 AGRADECIMENTOS
Este trabalho foi realizado gracas ao suporte intelectual do Programa de Pés-

graduacdo em Geoquimica Petréleo e Meio Ambiente, a infraestrutura do Laboratério
de Estudos do Petréleo- LEPETRO e ao fomento do CNPq.
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5 AVALIAQAO~ DA EFICIENCIA DO BIORREATOR NA CINETICA DE
BIODEGRADACAO DO SEDIMENTO DE MANGUEZAL CONTAMINADO POR
PETROLEO DA BACIA DE CAMPOS

RESUMO

O ecossistema de manguezal apesar da relevancia ecologica e social é
constantemente afetado por derramamentos petroliferos que comprometem a
qualidade ambiental e afetam a diversidade microbioldgica. Os biorreatores séo
sistemas cataliticos que vém sendo aplicados para compreender a cinética na qual
ocorrem 0s bioprocessos. O objetivo deste artigo foi avaliar a eficiéncia do biorreator
na cinética de biodegradacao de hidrocarbonetos totais do petrdleo (HTPs) da bacia
de Campos presentes no sedimento de manguezal. Os HTPs foram determinados por
cromatografia gasosa com detector de ionizagao de chama, a contagem das unidades
formadoras de colbnias foi efetuada através da técnica de micro gotas e a velocidade
de consumo dos HTPs foi calculada através da aplicacdo do modelo de Simkins e
Alexander (1984). O biorreator tipo bandeja, heterogéneo, de fundo perfurado e
operacdo continua foi eficiente em relacdo a cinética de biodegradacdo dos
hidrocarbonetos totais do petréleo. O procedimento experimental contribuiu para a
eficiéncia dos bioprocessos. A velocidade de consumo foi significativamente distinta
nas unidades de simulacdo do tratamento contaminado, apesar de terem sido
realizados os mesmos procedimentos experimentais.

Palavras-chave: Biorreator. Degradacdo. Sedimento. Geoquimica
ABSTRACT

The mangrove ecosystem despite ecological and social relevance is constantly
affected by oil spills that compromise environmental quality and affect microbiological
diversity. Bioreactors are catalytic systems that have been applied to understand the
kinetics in which bioprocesses occur. The objective of this article was to evaluate the
efficiency of the bioreactor in the biodegradation kinetics of total petroleum
hydrocarbons (HTPs) of the Campos basin present in the mangrove sediment. The
HTPs were determined by gas chromatography with flame ionization detector, the
counting of the colony forming units was done using the micro droplets technique and
the consumption rate of the HTPs was calculated using the model of Simkins and
Alexander (1984). The bioreactor type tray, heterogeneous, perforated bottom and
continuous operation was efficient in relation to the biodegradation kinetics of total
petroleum hydrocarbons. The experimental procedure contributed to the efficiency of
bioprocesses. The consumption velocity was significantly different in the simulation
units of the contaminated treatment, although the same experimental procedures were
performed.

Keywords: Bioreactor. Degradation. Sediment. Geochemistry
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5.1 INTRODUCAO

A interacdo dos poluentes organicos com matrizes ambientais pode resultar em
efeitos deletérios a micro e macrobiota (REN et al., 2018). Os ciclos biogeoquimicos
(nitrogénio, enxofre, oxigénio, agua, dentre outros), assim como o intemperismo, a
composicdo mineraldgica do argilomineral, a porosidade, a permeabilidade, a
quantidade de matéria organica, as condicbes de oxirreducdo da matriz, a
hidrodindmica e a estrutura quimica do poluente séo fatores que vao influenciar no
crescimento dos microrganismos e, consequentemente no processo de
biodegradacéo? (BAYER, 2012; BULMER et al., 2017).

No caso do petréleo, por exemplo, a biodegrada¢éo pode ocorrer em duas fases,
inicialmente rapida, com elevada abundancia de poucas espécies, e posteriormente
lenta, com alta riqueza de espécies e pouca abundancia (GRATIVOL et al., 2017,
KAPLAN; KITTS, 2006). Assim, os derramamentos de petrleo em zonas costeiras
representam uma das principais causas de morte de plantas, animais e
microrganismos em ecossistema de manguezal (CABRAL et al, 2016; DUCAN et al.,
2017; MADI et al., 2016; UCHOA, 2014).

O petréleo lancado de forma inadequada no sedimento de manguezal pode ficar
adsorvido nesta matriz sélida e servir de alimento para bactérias que possuem a
capacidade de utiliza-lo como fonte de carbono, para o crescimento celular ou para
geracdo de novos compostos (GONZALEZ; MARQUES, 2016; JUNIOR; CRUZ,
2016).

A simulacao das condi¢des fisico-quimicas de ecossistemas em biorreatores tem
sido uma estratégia eficaz para avaliar a velocidade de biodegradacao de poluentes
organicos (BADINO JUNIOR; CRUZ, 2016). Estes sistemas também conhecidos
como reatores bioquimicos e reatores bioldégicos sdo utilizados com o objetivo
identificar rotas metabdlicas de degradacédo, assim como visando entender a cinética
de bioprocessos (AMIN et al., 2017; ASIF et al., 2017; DUCAN et al., 2017).

Quando o objetivo do estudo consiste em avaliar a cinética de geracao de
produto é fundamental utilizar sistemas fechados, para evitar a perda de compostos

para a atmosfera por volatilizacdo (HERRERA et al., 2017). Logo, 0 uso de reatores

2 Quebra de moléculas organicas por acdo de enzimas oriundas dos microrganismos durante o
catabolismo do substrato (FISCHER; MANEFIELD; BOMBACH, 2016)
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que operam em batelada, ou seja, em pressdo ou volume constantes, € comum
guando se deseja gerar pequenas quantidade de produto e ter maior controle do
processo (JUNIOR; CRUZ, 2016). Porém ha biorreatores que operam de forma semi-
continua e continua, geralmente utilizados quando o intuito é apenas mensurar as
velocidades de consumo de substrato e de crescimento celular (HERRERA et al.,
2017). Além disto, estes reatores bioquimicos podem ser homogéneos (uma fase) ou
heterogéneos (mais de uma fase), apresentar uma geometria tubular (em forma de
tubulacbes) ou de tanque agitado (forma de tanque com agitador no centro do
biorreator) (HERRERA et al., 2017).

Os reatores biol6gicos podem ter ou nao células vivas, denominados
respectivamente como ndo enziméticos e enziméticos (RIZZO et al., 2007). Além
disto, conforme as condicdes de agitacdo do sistema, o tipo e as caracteristicas do
microrganismo estes reatores podem estar em fase aquosa e em fase ndo aquosa
(sem &gua livre) (SALLES, 2013). Sendo que os biorreatores em fase aquosa podem
ser classificados de acordo com as condi¢cdes do meio de cultura em células ou
enzimas livres (agitados mecanicamente —STR, de fluxo pistolado e os agitados
pneumaticamente), células ou enzimas imdveis em suporte (reatores de leito fluido e
de leito fixo) e células ou enzimas retidas em membranas (reatores com membrana
plana ou fibras ocas) (DUCAN et al., 2017; RIZZO et al., 2006).

Os reatores bioquimicos em fase ndo aquosa podem ser classificados em quatro
grupos e requerem maior controle das condi¢cdes de operacdo (SALLES, 2013). Sao
exemplos destes tipos de sistemas os de aeracao superficial e sem agitacéo (reatores
bandejas), com aeracao na superficie e com agitacdo (tambor rotativo), com aeracao
forcada e sem agitacdo (biorreator empacotado) e com a aeracao forcada e com
agitacao (RIZZO et al., 2007).

Neste estudo avaliou-se a eficiéncia de um biorreator tipo bandeja, nao
enzimatico, com fundo perfurado e heterogéneo para avaliar a cinética de
biodegradacdo do petrdleo da bacia de Campos presente em sedimento de

manguezal.
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5.2 MATERIAIS E METODOS

Os materiais métodos foram divididos em area de estudo e amostragem,
caracterizacdo do biorreator, analise estatistica, modelo cinético e controle de

qualidade do experimento.

5.2.1 Area de estudo e amostragem

Em agosto de 2016, periodo chuvoso, foi realizada a amostragem da agua de
estuario e do sedimento que compuseram o biorreator. O sedimento de manguezal foi
coletado no ponto 2 (Estacédo de Pedra Branca) e a agua no ponto 1 (Pier), situados
na porcao norte da baia de Todos os Santos —BTS (12° 44’ 26,0” (S) e 38° 31’ 53,9”
(W)), nas imedia¢cBes da Refinaria Landulfo Alves de Mataripe — RLAM (figura 9). A
coleta do sedimento foi realizada durante a mareé baixa, utilizando testimunhadores de
metal inoxidavel e posteriormente armazenado em recipientes de aluminio. E a 4gua
distribuida em reservatérios com capacidade de 20L. O ponto trés néo foi utilizado
nest pesquisa, pois as analises fisico-quimicas foram efetuadas no Laboratério de
Estudos do Petroleo —LEPETRO/UFBA.

5.2.2 Caracterizacdo do biorreator

O biorreator utilizado para avaliacdo da cinética de biodegradacdo do petréleo
foi caracterizado como heterogéneo, por apresentar agua, sedimento e o petroleo
(BADINO JUNIOR; CRUZ, 2016). Este biorreator foi anteriormente desenvolvido por
Moreira et al. (2012) e adaptado pela equipe de pesquisadores formada por Bonfim,
M.P.S., Franco, E.D. S. S, Silva, J. V. L e Santos, N.C.

O delineamento experimental foi composto de dois tratamentos (com
contaminacgao por petréleo e sem contaminacao). E, para verificar se o 60leo interferia
no crescimento de colbnias comparou-se 0s parametros do tratamento contaminado
com o tratamento sem petroleo.

O biorreator utilizado apresentou a soma dos trechos de subida igual a 138,8 cm
e a soma dos trechos de descida igual a 19,5 cm. Além disto, a quantidade e os

acessorios foram os mesmos para cada unidade de simulagdo que comp6s cada
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tratamento, visando tornar similares as perdas de carga entre os sistemas, conforme
as tabelas 1 e 2. Cada biorreator foi denominado de unidade de simulag&o.

Figura 9- Localizac&o dos pontos de amostragem
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Fonte: Adaptado de Moreira (2010).
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Quadro 11- Dimensdes e quantidades de acessorios utilizados por unidade de simulacao de
descida

Acessorios/unidade de simulagao Trechos/ Unidade de Tubulagdo/unidade de
simulagao simulacéo
1 Adaptador para béia (luva de T1=14,2cm SUBIDA
reducéo)
3 Joelhos de 90° T2=68,8 cm
1 Adaptador para bomba T3=16,8 cm
1 Entrada (m) T4=39 cm
1 Saida (m) Soma dos trechos= 138,8
cm

Fonte: autor (2017).

Quadro 12 - Dimensdes e quantidades de acessorios utilizados por unidade de simulacéo de
subida

Acessorios/unidade de simulacéo Trechos/ Unidade de simulacdo | Tubulag¢do/unida
de de simulacéo
1 Adaptador de frange (luva de T1=14,2cm DESCIDA
reducéo)
2 joelhos de 90° T2=68,8cm
1 adaptador de torneira (luva de T3=16,8 cm
reducéo)
Entrada (m) Soma dos trechos= 19,5 cm
Saida (m)

Fonte: autor (2017).

Ao todo foram montadas 6 unidades de simulacdo (3 controles e 3
contaminadas). Cada unidade tinha 2 tubulagdes, e para cada tubulagédo o fluxo de
agua escoava de forma distinta, além disto era composto de dois reservatérios, um
timer, uma bomba (consumo= 11 w, Q=650 L/h = 0,18 L/s € H manométrica da bomba = 120
cm= 1,20 m) e uma bdia de nivel. O nivel da maré baixa era controlado por uma frange
localizada no préprio reservatorio superior (34,2cm x 25,2cm x 35 cm) e o da maré
alta pela béia de nivel (figura 10).

O biorreator apresentou geometria tubular e formato tipo bandeja, com furos na
parte inferior para permitir um maior contato da agua que circulava no sistema por
tubulacdo com o sedimento disposto nos reservatorios menores inseridos no

reservatorio superior. A velocidade recaique =1,59 m/s, a perda de carga distribuida
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recalque= 0,031m/m, 0 n° de Reynolds recaique = 30286 (escoamento turbulento), a perda
de carga localizada recaique = 0,73 m/m e a perda de carga total recaique = 0,76m/m.

Figura 10- Biorreator adaptado de Moreira et al. (2012)
=

Fonte: autor (2017).

Dois bioprocessos foram simulados no biorreator. Na etapa 1 (TO, T20, T42, T62,
T99) apenas a biorremediacdo e na etapa 2 (T118, T133, T153 e T187) a
biorremediagcdo mais a fitorremediagdo com a espécie Rizhophora mangle. O
processo de homogeneizacao do sedimento foi diferente. Quando n&o tinha a planta
todo o sedimento referente a respectiva unidade de simulacdo era homogeneizado.
Entretanto quando se adicionou o mangue vermelho apenas o sedimento referente ao
mini reservatorio foi misturado.

Os valores do indice preferencial de carbono no tratamento controle indicaram
que a fonte de hidrocarboneto ndo era perolifera, comprovando assim que o
sedimento utilizado para a montagem do sistema de referéncia ndo estava
contaminado com petréleo. Mas, para o sedimento contaminado artificialmente em
laboratério estes valores foram proximos a um, indicando uma contribuicao petrolifera.
O indice preferencial de carbono € um parametro utilizado para estimar se 0s
hidrocarbonetos sao oriundos do petrdleo ou possuem origem natural. Sendo para tal,

definido que valores distantes de um e proximos de quatro e sete podem indicar
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origem biogénica, ja quando proximos a um podem representar uma possivel
contribuicdo petrogénica (ABOUL-KASSIM; SIMONEIT, 1996).

As amostras de sedimento foram homogeneizadas, dividas e distribuidas nos
reservatorios menores (22,8 cm x 10,1 cm x 10,1 cm). Sendo que 84 kg deste
montante de sedimento foi contaminado com 0,5 L de petroleo da bacia de Campos e
uma parcela removida para caracterizacdo do sedimento e analises quimicas. O
procedimento pré-analitico das amostras utilizadas para as anélises de HTP e HPA
consistiu na liofilizacdo por 72 horas e na posterior desagregacao e peneiracdo em

malha de 2mm.

5.2.3 Andlises fisico-quimicas

A textura da matriz sélida foi obtida por meio da andlise granulométrica realizada
em um analisador de particulas (Modelo Cilas 1064), por meio do método de difracéo
a laser. Posteriormente adicionou-se os valores obtidos em um diagrama ternario
desenvolvido pela U.S.D.A. (1951) para caracterizacdo da textura do sedimento da

muda e do sedimento de manguezal (figura 11)

Figura 11- Diagrama ternério utilizado para caracterizagdo de texturas do sedimento.
100 , 0

—=— Porcentagem de Areia

Fonte: U.S.D.A. (1951) apud Lemos e Santos (1996).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1982-45132014000300483
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O método 3051A (extragdo em microndas) foi utilizado para a determinacao de
HTP e HPA no sedimento. Posteriormente, os extratos foram injetados em um
cromatografo movido a gas (marca VARIAN, modelo CP3800), com coluna capilar DB
5 e detector de ionizacdo de chama (CG/FID) para a determinacdo dos
hidrocarbonetos totais do petroleo. Os HPAs foram detectados por cromatografia
gasosa (marca VARIAN) acoplado a um espectrometro de massas (GC/MS).

Nas amostras de dgua o método de extracdo aplicado foi o da U.S. EPA 3510C
(extracao liquido-liquido). Posteriormente, houve a concentracdo deste extrato com o
auxilio de um rotovaporador, modelo R-215 e, por fim, transferidos para vials e
encaminhados para leitura nos cromatdgrafos gasosos. A leitura de HTP foi realizada
no cromatégrafo a gas, modelo CP3800, com coluna capilar DB 5 e detector de
ionizacdo de chama (CG/FID) e a determinacdo de HPA no cromatégrafo a gas
(VARIAN), acoplado a um espectrometro de massas (GC/MS).

As unidades formadoras de colénias foram contadas através da aplicacdo da
técnica de micro gotas de Romeiro (2001) e o meio de cultura utilizado foi o Agar

Nutriente.

5.2.4 Anélise estatistica

A andlise de variancia ndo paramétrica foi utilizada para verificar a diferenca entre
os tratamentos. Uma vez observada diferenca significativa fez-se o teste de Tukey,
para identificar em qual intervalo de tempo esta diferenca foi significativa e o levene
teste para observar a homogeneidade das variancias.

5.2.5 Modelo cinético

Os modelos cinéticos desde 1942 séo aplicados para a compreensao do processo
de metabolizacdo de compostos pelos microrganismos e um dos precursores deste
tipo de estudo foi Monod. Este estudioso acreditava que o crescimento de
microrganismos podia estar associado ao processo de degradacéo de compostos, 0s
quais seriam utilizados como fonte de carbono pelos microrganismos. Este modelo foi
testado e adaptado por diversos pesquisadores para sistemas em batelada, continuo

e semi-continuo, sendo dois destes pensadores, Simkins e Alexander (1984).
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Conforme postulado por Monod (1942) o p era a taxa de crescimento especifico de

microrganismos, ums a taxa maxima de crescimento da microbiota, 0 Ks a

concentracdo de meia saturacdo e o S a concentracdo do contaminante no tempo t
(equacao 30).

1= (. 5)/(Ks+S) (30)

O modelo utilizado neste artigo foi o Simkins e Alexander (1984) (Equagéao 31).

No qual o simbolo pmax representa a taxa maxima de crescimento de microrganismos,

0 S a concentracdo de HTP no tempo t e 0 Soa concentragéo de HTP no tempo zero,

0 Ks a concentracdo na qual a taxa de crescimento especifico é a metade da taxa

méaxima, o Xo 0 produto do inverso do fator de rendimento (q) vezes a densidade de

microrganismos no tempo zero (Bo).

Velocidade de consumo do substrato = pmax. S (So-Xo-S) / (Ks +S) (31D

5.2.6 Controle de qualidade do experimento

Para avaliar o percentual de recuperagcédo dos analitos nas amostras adicionou-se
o surrogate (Terfenil D4). As amostras tiveram uma recuperacdo aceitavel de 60 a
120% (RIBANI et al., 2004). Além disto foi realizado 1 branco para cada lote de 10
amostras, assim como feitas réplicas de bancada. Os reagentes n-hexano (96% de
pureza), acetona (99,8% pureza) e o Diclorometano (99,8% de pureza) foram da
marca MERCK e o Tween 80 da marca USP SYNTH.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdao foram subdivididos nas seguintes secoes:
caracterizacdo da matriz sdlida, caracterizacdo da matriz liquida, caracterizacdo do
petrdleo e analise estatistica e avaliagdo da biodegradacéo.

5.3.1 Caracterizagcdo da matriz solida

A textura do sedimento é um dos fatores que interfere na cinética de degradagéo
microbiana em matrizes solidas (FERNANDEZ-FERNANDEZ, 2014). As amostras de
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sedimento de manguezal apresentaram textura franco siltosa, com a predominancia
de 75% da fracao silte, enquanto que nas amostras do sedimento da muda a textura

foi franco arenosa, com percentual de areia de 52,01% (figura 12).

Figura 12- Textura do sedimento obtida conforme o diagrama da USDA (1951)

Sedimento onde veio a muda 100 Sedimento de maneuezal

(fornecido pela ONG) 3g ®BTS)

Fonte: autora (2017).

Beolchini et al. (2010) avaliaram o efeito da adicdo de areia e de nutrientes na
degradacdo de hidrocarbonetos e constataram que a areia potencializou o acréscimo
no transporte de contaminantes, haja visto que a areia geralmente por ser mais
permedvel em comparacdo as particulas de granulometria fina propicia uma maior
percolacdo de compostos. Todavia ao homogeneizar sedimentos de texturas distintas,
como por exemplo, um sedimento arenoso com um argiloso, pode melhorar a
percolacdo e o acumulo de compostos organicos e da propria matéria organica, além
de torna-los mais acessiveis aos microrganismos e as plantas (ANDRADE;
AUGUSTO; JARDIM, 2010; ONO; KUBITZA,2003). Assim, o aumento do numero de
colonias no primeiro tempo da etapa 2 pode ser justificado pela mistura do sedimento
franco arenoso com o franco siltoso. Logo o processo de homogeneizacdo do
sedimento pode ter interferido na acessibilidade dos compostos aos microrganismos

e consequentemente no crescimento das colbnias.
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5.3.2. Caracterizagédo da matriz liquida

A agua de estuario do rio Sao Paulo utilizada no biorreator foi enquadrada como
agua salina de classe 1 (BRASIL, 2005). As concentracdes de oxigénio dissolvido,
nitrito e de fésforo estavam em desconformidade com a resolucdo CONAMA 357,
conforme as tabelas 3 e 4. O pH ficou na faixa de 6,5 a 8,5, considerada ideal para o
crescimento de microrganismos e a temperatura manteve-se entre 25 a 30°C, indicada
por Tate (1995) como uma faixa adequada para a metabolizacdo de hidrocarbonetos
do petroleo.

Tabela 3- Comparagéo das caracteristicas fisico-quimicas da dgua utilizada no biorreator para

simulacdo da variacdo de maré com as exigidas para a classe de corpo hidrico pela resolucéo
CONAMA 357 (parte 1)

pH oD TEMP. (°C) SAL. FOSFORO
(mg L) (mg L)
Estuario do rio 7,22 4,45 27,68 34,3 0,1
Séo Paulo
CONAMA 357 6,5-8,5 | N&o pode ser 44-45°C > 30 0,062

<6 (crescimento de

coliformes termo

tolerantes)

Fonte: autora (2017).

Tabela 4- Comparacao das caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada no biorreator
para simulacdo da variacdo de maré com as exigidas para a classe de corpo hidrico pela
resolucdo CONAMA 357 (parte 2)

Nitrito Nitrato Nitrogénio amoniacal
(mgL?) (mgL?) (mgL?)
Estuério do rio S&o Paulo 0,13 0,13 0,13
CONAMA 357 0,07 0,40 0,40

Fonte: autora (2017).

5.3.3 Caracterizacédo do petroleo

Conforme foi observado no perfil, os alcanos lineares e os isoprendides pristano
e fitano estavam presentes e houve auséncia da unidade complexa néo resolvida
(UCM) (figura 13), estes indicios séo utilizados para caracterizacao do petréleo como

ndo degradado. O grau API € uma escala hidrométrica empregada na classificacéo
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de petroleos, e de acordo com este parametro o petréleo da bacia de campos foi
considerado pesado (grau APl =21,7) (REIS, 2015).

Figura 13- Perfil do petr6leo da bacia de Campos
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Fonte: autora (2017).

5. 3.4 Andlise estatistica e avaliacdo da biodegradacéo

O teste ndo paramétrico Shapiro-wink foi utilizado para verificar se os dados
observados seguiam ou ndo uma distribuicdo normal. Uma vez verificado que os
dados ndo seguiam uma distribuicdo normal, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis para
avaliar se houve diferenca significativa entre as unidades de simulagdo em relacdo a
variacdo da quantidade de coldnias no tempo. O mesmo procedimento foi realizado
para a velocidade de consumo de HTP no tempo, pois também ndo apresentou
distribuicdo normal.

Retirou-se dois dados considerados outliers, visando-se eliminar interferentes que
levassem a interpretacfes equivocadas dos resultados.

As variancias mostraram-se homogéneas, com nivel de confianca de 5%. Houve
diferenca significativa, conforme o teste F e nivel de probabilidade de 5%, em relacao
ao fator tempo entre as unidades 1, 2 e 3 do tratamento contaminado. Porém

identificou-se similaridade em relagdo ao fator unidade, como pode-se observar na
figura 14.
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Figura 14- Bloxplot do nimero de UFC em rela¢do ao tempo nas unidades com petréleo
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Fonte: autora (2017).

Ao efetuar-se uma anova com interacdo entre as unidades 1, 2 e 3 em relacao aos
fatores tempo e unidade, identificou-se que nao houve interacdo. Uma vez que apenas
o tempo foi significativo, com nivel de confian¢a de 5%.

A velocidade de consumo do substrato diferenciou-se significativamente entre as
unidades, com nivel de confianca de 5%, mas ndo em relacéo ao tempo, de modo que
nao houve interacdo da velocidade com o tempo e a unidade. Porém em determinados
intervalos de tempo houve similaridade nas velocidades, conforme foi possivel
observar ao analisar a cinética dos biorreatores 2 e 3 do tratamento contaminado até
o tempo 118. A partir do tempo 133 houve uma diferenciacdo na tendéncia da
velocidade nestes sistemas. Enquanto que na unidade 2 nos tempos 118 ao 187
houve reducéo da velocidade, na unidade 3 a velocidade se manteve estavel.

A presenca ou 0 aumento da UCM é um indicio que tem sido utilizado para explicar
a biodegradacdo (FRYSINGER et al., 2003). Durante este processo a molécula

organica ao ser quebrada pode se ligar a outras moléculas, gerando compostos
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intermediarios que ndo podem ser determinados no equipamento e que compreendem
a UCM (FARRINGHTON; QUINN,1973).

Alguns compostos gerados durante metabolizacdo do substrato podem inibir o
crescimento de determinadas espécies de microrganismos, podendo reduzir a
velocidade de consumo (OBEROI; PHILIP, 2017). Como aconteceu provavelmente
com a unidade dois nos intervalos de 62 a 99 dias e de 153 a 187 dias, foi observado
também aumento da UCM, ou seja, dos compostos intermediarios.

Nos intervalos de 0 a 20 dias e de 99 a 118 houve reducdo da UCM nas trés
unidades, porém a velocidade foi distinta nestes intervalos. No periodo de 0 a 20 dias
a velocidade aumentou nas trés unidades, todavia ao analisar o segundo intervalo (99
a 118 dias) observou-se reducéo da velocidade apenas na unidade 2. Gough, Rhead
e Rowland (1992) constataram que bactérias Pseudomonas florescens, as quais
podem ser encontradas em sedimento de manguezal, eram capazes de degradar a
UCM, haja visto que esta mistura pode ser formada também por compostos de
estrutura mais simples, como hidrocarbonetos alifaticos e ciclicos.

Através do teste de Tukey verificou-se que houve uma diferenca significativa do
namero de colbnias no tempo, com nivel de confianca de 5%, para os intervalos de 0-
42 dias, 20-42 dias, 42-62 dias, 42-99 dias, 42-118 dias, 42-153 dias e 42-187 dias no
tratamento contaminado. Nestes mesmos intervalos observou-se uma variagdo na
concentracdo dos compostos nos biorreatores do tratamento contaminado. E valido
ressaltar que no tempo 118 houve um aumento significativo no nimero de colénias,
provavelmente por conta da presenca da planta. Alguns estudiosos acreditam que a
planta libera através da raiz compostos que favorecem a atividade metabdlica de
bactérias (MITTER et al., 2013).

Nos sistemas sem o petréleo observou-se que o numero de unidades formadoras
de colbnias alterou-se de forma significativa no tempo, com nivel de confianca de 5%
entre as unidades 1, 2 e 3 do tratamento controle. Os intervalos onde esta diferencga
foi significativa foram os de 0-153 dias, 62-153 dias e o de 118-153 dias.

Ao verificar se houve diferenca significativa das UFCs entre as unidades 1, 2 e 3
do tratamento contaminado em relacdo ao volume de agua no biorreator, constatou-
se que nao foi significativa, para o nivel de confianca de 5%. De modo que a
concentracédo de UFC nao variou significativamente em relagdo a variagao do volume

de agua do biorreator. J& a concentracdo de HTP no sedimento e na agua variou de



60

forma significativa com a variacdo do volume do biorreator, para o nivel de confianca
de 5%.

Ao comparar o perfil do petréleo (figura 13) com a concentracéo dele no sedimento
no tempo zero (montagem do sistema) (figura 15). Foi possivel observar que o0s

compostos mais leves foram rapidamente volatilizados.

Figura 15- Concentracdo dos hidrocarbonetos do petréleo no tempo zero
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Fonte: autora (2017).

A razdo HTP/UCM aumentou nos tempos 153, 187, 62 e no tempo 20 no controle
2 e apenas nos tempos 20 e 42 nos controles 1 e 3 (figura 16). Sendo que no tempo
20 do controle 2 houve reducdo da UCM e de HTP, porém a reducéo de HTP foi menor
do que a UCM. Ja no tempo 62 no mesmo sistema a concentracdo de HTP aumentou
mais do que a de UCM. Nos tempos 153 e 187 houve reducdo de HTP e aumento da
UCM. Todavia, como a concentragdo de HTP estava muito alta a razdo HTP/UCM
aumentou.

No tratamento contaminado a razdo HTP/UCM aumentou nos trés sistemas no
tempo 20, porém a partir do tempo 42 até o tempo 99 houve reducdo desta razdo nas
trés unidades (figura 17). Em contrapartida no tempo 118 houve aumento desta razéo
para a unidade um e reducado para as unidades 2 e 3. No tempo 133 foi observada
uma pequena reducdo na unidade 1 e uma constancia desta razao para os demais
sistemas com petrdleo, e a partir do tempo 133 uma constancia em todos o0s

contaminados.
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Figura 16- Razdo HTP/UCM referente ao tratamento sem petréleo (controle)
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Fonte: autora (2017).

Figura 17- Razdo HTP/UCM (tratamento contaminado)
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Fonte: autora (2017).
Ao comparar os perfis de HTP do sedimento contaminado por petrdleo,

observou-se que a UCM aumentou na unidade 1 nos intervalos de 42-62 dias, de 62-
99 dias, de 133-153 dias e de 153-187 dias. J& em relacdo a unidade 2 o aumento
ocorreu apenas nos periodos de 62 a 99 dias e de 153 a 187 dias.

Na unidade 3 foi identificado aumento de compostos intermediarios nos intervalos
de 20 a 42 dias e de 118 a 153 dias e aumento das unidades formadoras de colbnias.
Nos demais tempos houve reducdo da UCM nas trés unidades do tratamento
contaminado, porém o numero de colénias aumentou nos periodos 62 a 99 dias nos
trés sistemas e reduziu nos tempos 42 e 62. Além disto a partir do tempo 99 as razdes
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entre o Pr/nC17 e o Fr/nC18 foram maiores do que 2, o que indica que houve geracéo
de residuo degradado (figuras 18 e 19) (COLOMBO et al., 1989).

Figura 18- Razédo Pr/nC17 nos tempos zero a 187 dias
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Fonte: autora (2017).

Figura 19- Razao Pr/nC18 nos tempos zero a 187 dias
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Fonte: autora (2017)
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No tempo 187 para as unidades 2 e 3 as razdes entre o Pr/nC17 e o Fr/nC18 foram
menores do que 2, de modo que provavelmente as bactérias podem ter consumido os
intermediarios sem gerar residuo degradado. Contudo a quantidade de colénias no
periodo de 153 a 187 dias reduziu no biorreator 2 e aumentou na unidade 3, logo é
possivel que alguns intermediarios gerados no tempo 153 no biorreator 2 possam ter
inibido o crescimento de determinadas espécies de microrganismos no tempo 187, de
modo que apenas as colbnias tolerantes a estes compostos possam ter atuado
metabolizando estes intermediarios (figura 20). Ja no caso do biorreator 3
provavelmente havia maior namero de colbnias tolerantes aos intermediarios
resultantes da metabolizacdo do petréleo, o que pode justificar o aumento do nimero

de colbnias para este sistema durante este periodo.

Figura 20- Numero de unidades formadoras de coldénias nos tempos zero a 187 dias

(tratamento contaminado)
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Fonte: autora (2017).
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Nos sistemas denominados controles houve aumento no numero de colénias nos
intervalos de 0 a 42 dias (unidades 1 e 3), de 42 a 62 dias (unidade 2), de 62 a 99 dias
(unidades 1 e 3) e de 118 a 153 dias (unidades 1, 2 e 3). Além disto houve reducédo
das UFCs nos periodos de 0 a 20 dias (unidade 2), de 20 a 42 dias (unidades 1, 2 e
3), de 42 a 62 dias (unidades 1 e 3), de 62 a 99 dias (unidade 2), de 99 a 118 dias
(unidade 1) e de 153 a 187 dias (unidades 1, 2 e 3).
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Ao avaliar a concentracdo de HPAs no intervalo de 20 a 42 dias na unidade 1 do
contaminado observou-se que houve aumento de todos os leves e alguns pesados
como o benzoapireno, dibenzo (ah) antraceno, benzo (ghi) perileno, criseno,
benzoantraceno e pireno. E valido ressaltar que n&o houve aumento de UCM e nem
geracao de residuo degradado neste periodo, porém ocorreu aumento na quantidade
de unidades formadoras de colonias e reducdo na concentragdo do benzo (b)
fluoranteno, benzo (k) fluoranteno e do fluoranteno.

No intervalo de 42 a 62 dias 0s compostos que tiveram aumento de concentracao
foram o naftaleno, pireno, benzo (k) fluoranteno, benzo (a) pireno, dibenzo (ah)
antraceno. Em contrapartida houve reducdo neste periodo do acenaftaleno,
acenaftileno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, benzoantraceno,
criseno, benzo (b) fluoranteno, benzo (ghi) perileno. Além disto, neste periodo houve
aumento da UCM e reducéo no numero de coldnias. No periodo de 62 a 99 dias houve
aumento do acenaftaleno e do benzo (k) fluoranteno e os demais compostos
policiclicos aromaticos tiveram reduc¢éo da concentracdo, além do aumento no nimero
de UFCs e da UCM. No intervalo de 99 a 118 dias houve aumento do fluoranteno e
reducdo dos demais compostos, ndo houve aumento da UCM, mas o namero de
unidades formadoras de colGnias aumentou.

O aumento da concentracdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de
baixos pesos moleculares e de alguns pesados como o benzoapireno, dibenzo (ah)
antraceno, benzo (ghi) perileno, criseno, benzoantraceno e pireno foi acompanhado
da reducédo do benzo (b) fluoranteno, benzo (k) fluoranteno e do fluoranteno. Como
nao houve geracdo de residuo degradado e nem aumento da UCM, provavelmente a
guebra destes trés compostos resultou no aumento da concentracdo dos demais no
tratamento 1. J& no periodo de 42 a 62 dias a quebra do pireno, benzoantraceno,
criseno, benzo (b) fluoranteno, benzo (ghi) perileno pode ter resultado na geracéo de
compostos intermediarios e no aumento do naftaleno, benzo (k) fluoranteno, benzo
(a) pireno, dibenzo (ah) antraceno.

No intervalo de 62 a 99 dias houve aumento no niumero de coldnias e geracao de
residuo degradado, possivelmente por conta da biodegradacdo dos HPAs de baixos
pesos moleculares e da maioria dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos de altos
pesos moleculares. Exceto o acenaftaleno e o benzo (k) fluoranteno que aumentaram

neste periodo na unidade 1. Existem bactérias em sedimentos de manguezal que
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possuem a capacidade de utilizar o fenantreno como fonte inicial para a degradagéo
do pireno e do fluoranteno, como por exemplo as Shinigomonas sp. (ZHONG et al.,
2010). Além destas bactérias podem ser encontradas outros grupos de
microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos, como as Pseudomonas,
Marinobacter, Alcanivorax, Microbulbifer, dentre outros (BRITO et al., 2006).

Durante o processo de biodegradacgéo é possivel ocorrer a geracao de metabdlitos
que podem se ligar aos compostos policiclicos presentes no sedimento e gerar outros
compostos, 0s quais poderdo ou nao sofrer metabolizacdo novamente (LUAN et al.,
2006). Alguns fatores como a toxicidade e a estabilidade quimica dos intermediarios
influenciam na capacidade de degradacdo de bactérias e consequentemente no
cometabolismo (JAQUES et al., 2008). Logo o aumento do acenaftaleno e do benzo
(k) fluoranteno pode ter sido em funcdo do cometabolismo dos demais compostos.

Nos intervalos de TO-T20 e T42-T62 o aumento dos HPAs de baixos pesos
moleculares e de alguns compostos pesados foi observado em pelo menos um dos
intervalos e pode ser justificado pela degradagcédo dos demais compostos policiclicos
aromaticos por acdo microbiana na unidade 2. No periodo de 99 a 118 dias houve
reducédo dos demais compostos e aumento do criseno e o benzo (b) fluoranteno. E
importante ressaltar que a planta foi adicionada as unidades de simulagéo no tempo
99. Logo este aumento durante o intervalo de 99 a 118 dias pode ter sido oriundo dos
exsudatos liberados pela planta ou em funcdo da degradacéo dos demais compostos.
Alguns estudos tém mostrado que uma das fontes naturais de liberacdo de HPAs séo
0s exsudatos que as plantas excretam através da rizosfera (KAUSHIK; HARITASH,
2006). Daane et al. (2002) perceberam que as bactérias associadas a rizosfera de
sedimentos salinos, como as Pseudomonas (gram-negativas e gram-positivas) e as
Paembacillus (gram-positivas) utilizavam o fenantreno e o naftaleno para a
degradacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.

Em relacdo a unidade 3 a degradacao do benzo (k) fluoranteno e do acenaftaleno
pode ter resultado no aumento de quase todos os policiclicos leves e pesados no
periodo de 0 a 20 dias. Ja no intervalo de 20 a 42 dias a biodegradacéo do benzo (a)
pireno pode ter resultado no aumento dos demais compostos policiclicos aromaticos.
E no periodo de 99 a 118 dias o aumento de todos os leves, provavelmente ocorreu
por conta da quebra das moléculas mais pesadas. Uma das possiveis possibilidades

relatadas por pesquisadores para a degradacdo dos hidrocarbonetos de altos pesos
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moleculares é o cometabolismo. Por meio deste processo os HPAs de baixos pesos
moleculares sao a priori metabolizados e utilizados no processo de degradagéo dos
HPAs de altos pesos moleculares (BOUCHEZ; BLANCHET; VANDECASTEELE,
1995; JUHASZ; NAIDU, 2000).

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

O biorreator utilizado para avaliacédo da velocidade de consumo dos hidrocarbonetos
totais do petroleo foi eficiente na biodegradacdo. O procedimento experimental
contribuiu para a eficiéncia dos biotratamentos. A velocidade de consumo foi
significativamente distinta nas unidades de simulagdo do tratamento contaminado,
comprovando que apesar de terem sido realizados os mesmos procedimentos
experimentais, cada unidade de simulacdo se comportou como um sistema a parte
em relagdo a cinética.

O numero de unidades formadoras de coldnias néo foi significativamente distinto
entre os trés sistemas que compuseram o tratamento contaminado, porém variou de

forma significativa no tempo.
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6 MODELAGEM CINETICA APLICADA PARA BIODEGRADACAO DE SEDIMENTO
DE MANGUEZAL CONTAMINADO POR PETROLEO DA BACIA DE CAMPOS

RESUMO

A modelagem cinética € uma ferramenta promissora utilizada na avaliacao da
cinética de biodegradacdo de compostos organicos. Por meio dos modelos cinéticos
€ possivel avaliar a velocidade na qual ocorre a metabolizacdo de compostos, 0
crescimento de células microbianas e a geracao de produtos. Neste artigo, verificou-
se a aplicabilidade do modelo de Simkins e Alexander (1984) para avaliacdo da
biodegradacéo do petroleo da bacia de Campos presente no sedimento de manguezal
da Baia de Todos os Santos- BTS. Para realizacdo desta pesquisa aplicou-se as
funcdes Exp dec 1 e Exp dec 2 para verificar se os dados observados no experimento
se ajustavam ao modelo desenvolvido por Simkins e Alexander (1984). Ao aplicar o
ajuste com as funcdes Exp dec 1 e Exp dec 2, gerou-se dois modelos, um para cada
funcdo e, posteriormente, foi utilizado o método de regressédo linear simples para
validacdo dos modelos do ajuste. O modelo de Simkins e Alexander (1984) mostrou-
se valido para a biodegradacédo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo
da bacia de Campos e a funcdo Exp dec 1 apresentou melhor ajuste dos dados
experimentais ao modelo, com o R2 de 0,98.

Palavras-chave: Validagdo. Modelo cinético. Biodegradacéo. Petréleo. Manguezal.
Sedimento.

ABSTRACT

Kinetic modeling is a promising tool used to evaluate the biodegradation kinetics
of organic compounds. By means of kinetic models it is possible to evaluate the speed
at which compound metabolism occurs, the growth of microbial cells and the
generation of products. In this article, we verified the applicability of the Simkins and
Alexander (1984) model for the evaluation of the biodegradation of the Campos basin
oil present in the Bay of All Saints-BTS mangrove sediment. To perform this research,
the functions Exp dec 1 and Exp dec 2 were applied to verify if the data observed in
the experiment fit the model developed by Simkins and Alexander (1984). When
applying the adjustment with the functions Exp dec 1 and Exp dec 2, two models were
generated, one for each function and later, the simple linear regression method was
used to validate the adjustment models. The model of Simkins and Alexander (1984)
was valid for the biodegradation of the oil-contaminated mangrove sediment of the
Campos basin and the Exp dec 1 function presented better adjustment of the
experimental data to the model, with R? of 0.98.

Keywords: Validation. Kinetic model. Biodegradation. Petroleum. Mangrove.
Sediment.
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6.1 INTRODUCAO

O sedimento a depender da composicdo e estrutura dos argilominerais, do
conteudo de matéria organica e das condic¢des fisico-quimicas do ecossistema pode
apresentar uma distribuicdo distinta de contaminantes (BURTON, 2002; GESAMP,
1990; ZHAO et al., 2010). No caso do sedimento de manguezal, por exemplo, a baixa
hidrodindmica, a influéncia da variagdo das marées e as condi¢ces de transporte de
nutrientes podem contribuir para a adsorcdo de compostos organicos, como 0sS
hidrocarbonetos do petroleo (BENARD; PASCALINE; JEREMIE, 1996).

Os hidrocarbonetos podem ser disseminados nos ecossistemas pela atividade
petrolifera, oriundos da queima incompleta da matéria organica, advir do lancamento
na atmosfera pela atividade industrial ou pela atividade vulcanica (TISSOT; WELTE,
1984; THOMAS, 2004). Quando presentes no ambiente estes compostos podem
interagir com o ciclo das rochas, o ciclo hidrolégico e demais processos
biogeoquimicos, sendo disponibilizados para a micro e macro biota (BAYEN, 2012;
BULMER et al., 2017).

Os métodos bioldgicos como a fitorremediacdo e a biorremediacdo sao
utilizados no tratamento de matrizes contaminadas por hidrocarbonetos do petréleo e
possuem como vantagens o baixo custo de aplicagédo e menor impacto nocivo ao meio
ambiente (LIN; LAU; POH, 2016). A fitorremediacdo consiste no uso de plantas e
microrganismos em simbiose que apresentam a capacidade de metabolizar
determinados compostos organicos, como por exemplo, o petrdleo (ALIl; KHAN;
SAJAD, 2013). E a biorremediac¢éo € a tecnologia na qual os microrganismos através
da atividade enzimatica quebram as moléculas organicas dos contaminantes até que
a area afetada possa ser reabilitada (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2017). Tanto a
fitorremediacdo como a biorremediacdo podem ser aplicadas fora do local
contaminado (ex situ) (PITTARELLO et al., 2017)

A dificuldade de acesso ao ecossistema de manguezal, assim como a
legislacédo brasileira limitam a adocéao de tecnologias de remediacgao in situ neste tipo
de ecossistema (DUKE, 2016). Sendo geralmente adotados métodos ex situ de
tratamentos, como por exemplo o uso de biorreatores para simulacdo da
biorremediacao e fitorremediagdo de contaminantes (AMIN et al., 2017; EMBRAPA,
2014; NASCIMENTO, 2015). Os biorreatores sao definidos como sistemas nos quais
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a microbiota ou a atividade enzimatica oriunda desta microbiota efetua a
biodegradacdo de moléculas organicas até que o ambiente possa ser reabilitado
(JUNIOR; CRUZ, 2016). A depender do objetivo que se busca com a aplicacao destes
sistemas é possivel avaliar a velocidade na qual ocorre a metabolizacdo do
contaminante, o crescimento das células do microrganismo e a geracédo de produtos
através da modelagem cinética (HERRERA et al., 2017).

Avaliar a cinética de degradacdo microbiana € importante para controlar e
prever os compostos intermediarios que podem ser gerados durante a aplicacao de
biotecnologias (TRIGUEIROS, 2008; FIRMO, 2013). Assim como estimar o tempo
necessario para a reabilitacdo de uma area, sendo também relevante na reducéo de
custos com a aplicacdo de técnicas prolongadas de degradacdo (TRIGUEIROS,
2008).

Um dos pesquisadores percursores que buscou compreender a cinética de
biodegradacéo de contaminantes foi Monod (1942). Conforme postulado por Monod é
possivel entender a cinética de mineralizacdo de substrato utilizando como variaveis
apenas a concentracdo do substrato e a densidade de microrganismos.
Posteriormente, Simkins e Alexander (1984) propuseram um estudo onde buscou-se
determinar se as distintas curvas de consumo do substrato poderiam ser modeladas
utiizando como variaveis apenas a concentracdo do substrato, a densidade
populacional e os parametros da cinética classica de Monod. Simkins e Alexander
(1984) concluiram que a maior parcela da densidade nas formas das curvas de
consumo € o resultado das relacdes entre a concentracdo do substrato (composto,
substancia ou mistura avaliada) e a densidade populacional e que a analise de
regressao linear com modelos que abrangem estas variaveis € um método satisfatério
para a analise da cinética de mineralizagcdo microbiana.

De 1984 até 2018 outros modelos foram adaptados para explicar diferentes
processos metabdlicos. Os modelos de Deary et al. (2016), Srinivasan et al. (2014) e
Fernandez et al. (2016) foram aplicados para explicar a biodegradacdo de compostos
organicos em solos e os modelos de Geng et al. (2016) e Beolchini et al. (2010)
aplicados para explicar a biodegradacéo em sedimentos, todos estes modelos foram
versdes modificadas do modelo classico de Monod (1942). Os modelos de Geng et al.
(2016) e Beolchini et al. (2010) tiveram os parametros cinéticos estimados ajustados

de forma distinta. O modelo adaptado por Beolchini et al. (2010) foi ajustado por meio
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da analise de regresséo néo linear e 0 modelo de Geng et al. (2016) pela analise de
sensibilidade. O ajuste do modelo é importante para posterior validacdo, um modelo
é considerado valido quando os dados observados séo similares aos dados estimados
e uma das formas de avaliar a qualidade do ajuste é através do valor do R?.

O modelo de Beolchini et al. (2010) foi uma versdo modificada do modelo de
Simkins e Alexander (1984). A modificacéo foi realizada com o intuito de determinar a
influéncia do imput de nutrientes na cinética de crescimento microbiano e na
mineralizacao do substrato.

O objetivo deste artigo foi de verificar a aplicabilidade do modelo de Simkins e
Alexander (1984) para explicar a biodegradacdo do sedimento de manguezal
contaminado por petréleo da bacia de Campos.

6.2 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos que compuseram esta se¢cdo da dissertacdo foram
subdivididos em procedimentos de amostragem e analises quimicas necessarias para

obtencéo das variaveis do modelo e modelagem cinética.

6.2.1 Procedimentos de amostragem e analises quimicas necessarias para

obtencéo das variaveis do modelo

As amostras de sedimento de manguezal utilizadas para composicao do
biorreator foram coletadas na estacdo Pedra Branca e as amostras de agua no Pier,
cuja localizacao situou-se nas imediacGes de Cadeias e Sao Francisco do Conde.

O sedimento de manguezal foi coletado no sistema nos tempos 0, 20, 42, 62,
99, 118, 153 e 187 dias de experimento para andlises quimicas. Estas amostras foram
homogeneizadas e liofilizadas antes do procedimento analitico. O método utilizado
para a extracdo dos hidrocarbonetos totais do petroleo foi o 3051 A (extragdo
microndas). Os analitos extraidos foram detectados no cromatégrafo movido a gas
(marca VARIAN, modelo CP3800), com coluna DB5 e detector de ionizagdo de chama
(CG/FID).

A técnica de micro gotas de Romeiro (2001) foi aplicada para a contagem de

unidades formadoras de colonias.
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O experimento utilizado para simulacdo do ecossistema de manguezal e
obtencdo dos parametros do modelo cinético foi composto de dois tratamentos,
denominados referéncia (sem contaminacao por petroleo) e contaminado por petréleo.

O controle de qualidade do experimento foi observado por meio do percentual
de recuperacdo dos analitos nas amostras, obtido através da adicdo do padréo
surrogate (Terfenil D4). A recuperagdo das amostras ficou numa faixa considerada
aceitavel (60% a 120%) (RIBANI et al., 2004). Realizou-se 1 branco para cada lote de
10 amostras e réplicas de bancada. Os reagentes n-hexano (96% de pureza), acetona
(99,8% pureza) e o diclorometano (99,8% de pureza) foram da marca MERCK e o
Tween 80 da marca USP SYNTH.

6.2.2 Modelagem cinética

O modelo de Monod foi desenvolvido em 1942 com o objetivo de estudar
processos de biodegradacdo em sistemas fechados e que operavam a pressao ou
volume constantes. Com o0 passar dos anos o modelo de Monod passou por
adaptacdes visando-se avaliar também a velocidade de consumo do substrato e de
crescimento celular (BEOLCHINI et al., 2010; NASSERI et al., 2010). Assim como 0s
modelos foram modificados, os sistemas também sofreram alteracdes nas formas de
operacdo e geometria, com intuito de compreender outros processos metabdlicos.
Beolchini et al. (2010), por exemplo, adaptou 0 modelo de Simkins e Alexander (1984),
com o objetivo de avaliar a influéncia do imput nutricional na cinética de crescimento
celular. O biorreator utilizado por Beolchini et al. (2010) operou de forma continua, ou
seja, houve adicdo de reagente (nutrientes) e retirada de produtos durante a operacao
do biorreator. Entretanto, o biorreator utilizado por Simkins e Alexander (1984),
operou sem adicdo de reagentes, com remoc¢ao de produto so6 no final da reacédo e em
condi¢céo de volume constante, caracterizando uma operagéo em batelada.

As variaveis destes modelos poderiam ser obtidas em sistemas abertos e que
operavam de forma distinta ao modelo percursor, como por exemplo o modelo de
Beolchini et al. (2010). Este modelo foi uma adaptagdo ao modelo de Simkins e
Alexander (1984), o qual por sua vez foi desenvolvido a partir do modelo de Monod
(1942).
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A equacdo 32 corresponde ao modelo de Monod, na qual o simbolo u
representou a taxa de crescimento especifico de microrganismos, o S foi a
concentracdo do substrato (contaminante de interesse), o u, foi considerada a taxa
de maxima de crescimento microbiano. O u foi calculado através da equacéo 2, na
qual o D representou a quantidade de col6nias no tempo T e DO o niumero de colbnias
no tempo inicial (SAKTHIPRIVA; DOBLE; SANGWAI, 2017). O Ks foi a concentracao
de meia saturacéo, este parametro foi obtido quando a taxa de crescimento especifico
foi metade da taxa maxima conforme Koch (1982).

H=(x.S)/(Ks*S) (32)
U =(Ln D- Ln DO) / (T-TO) (33)

O modelo de Monod foi utilizado para obtencédo da constante de meia saturacao
e 0 modelo Simkins e Alexander (1984) para obtencéo da velocidade de consumo dos
hidrocarbonetos totais do petrdleo. Conforme a equacdo 34, a taxa maxima
correspondeu a maxima taxa de crescimento microbiano e foi obtida através da curva
de crescimento de microrganismos (BEOLCHINI et al., 2010). O S correspondeu a
concentracéo no tempo t, o SO foi a concentragdo no tempo zero, o X0 foi o produto
do inverso do rendimento (q) e a densidade de unidades formadoras de colonias no

tempo zero (Bo).

Velocidade de consumo do substrato = pmax. S (So-Xo-S) / (Ks +S) (34)

O ajuste do modelo de Simkins e Alexander (1984) foi realizado através das
funcdes exponenciais expdec 1 e expdec 2 no programa OriginPro 8, onde selecionou-
se a funcéo que obteve maior valor de R?. Este ajuste foi proposto anteriormente por
Napoledo et al. (2013) para o modelo de Zhang e Chuang (1999).

Através das funcdes Exp dec 1 e Exp dec 2 foram gerados dois modelos. As
equacodes 35 e 36 representam respectivamente os modelos das fungdes Exp dec 1 e
Exp dec 2.

X

Yy =yotA;.e i1 (35)

y =y,t+A,.e 1 +A,.e 2 (36)

A validagdo do modelo ocorreu através do método de regressao linear simples,

no qual realizou-se o cruzamento grafico entre o valor da velocidade estimada pelo
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valor da velocidade observada no experimento, este procedimento foi efetuado no
programa Excel versdo 2010. Foi considerado valido o modelo que apresentou valor

de R? mais préximo a 1.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As taxas maxima e especifica de crescimento de microrganismos foram
similares nas unidades de simulacdo no tratamento contaminado, porém as
velocidades obtidas foram distintas entre as unidades. No tratamento contaminado o
valor da taxa maxima nas unidades de simulacéo variou de 0,10 dia! a 0,14 dia'' e a
temperatura esteve na faixa de 25 °C a 30°C, um intervalo adequado para
biodegradacao de hidrocarbonetos do petrdleo (TATE, 1995).

Um dos fatores que podem indicar a degradacdo de hidrocarbonetos do
petréleo é o aumento do nimero de células de microrganismos. Sakthipriya, Doble, e
Sangwai (2017) identificaram uma elevacao no numero de células da bactéria Bacillus
subtilis, degradadora de hidrocarbonetos do petrleo, no experimento de
biorremediacdo e observaram aumento da taxa de degradacdo. Analisando a curva
de crescimento da unidade 1 foi possivel observar que os microrganismos atingiram
a fase estacionaria na etapa final do experimento, a partir dos 153 dias de experimento
(figura 21). Entretanto, observou-se variacbes de fases de morte e posterior
crescimento nos intervalos de 42 a 62 dias (fase de morte), 62 a 99 dias (fase
exponencial), 99 ao 118 (fase de morte) e 118 ao 153 (fase exponencial). Esta
variacdo de fases de crescimento dos microrganismos no biorreator ocorreu
provavelmente por conta dos intermediarios gerados durante o processo de
biodegradagdo. Foram observados aumento e diminuicdo de hidrocarbonetos
policiclicos arométicos nestes intervalos, bem como elevacao e diminuicdo da mistura
complexa nao-resolvida (UCM) e aumento da razdo Pr/nC17 e o Fr/nC18. Um dos
indicios de degradacdo de hidrocarbonetos do petréleo consiste na elevacdo em
relacdo a base do cromatograma, definida como UCM (QUINTAO, 2015). Porém
alguns microrganismos sao capazes também de degradar a UCM, como observado
por Nievas et al. (2008). Nela estdo contidos compostos que nao podem ser

detectados pelo equipamento e que sédo gerados pela quebra e recombinacao de
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moléculas de determinados compostos (QUINTAO, 2015). E importante ressaltar que
a partir do tempo 118 foi adicionada a planta ao sistema, de modo que a planta pode
ter estimulado o crescimento de microrganismos, através da liberacdo de compostos
pela rizosfera (MITTER et al., 2013).

Conforme a figura 2 ndo foi observada fase estacionaria de crescimento dos
microrganismos em relagdo a unidade 2. Porém assim como na unidade 1 houve
variagao de fase de morte a exponencial nos intervalos de 42 a 62 dias (fase de
morte), 62 a 99 dias (exponencial), 99 a 118 dias (morte), 118 a 153 dias (exponencial)
e 153 a 187 dias (morte). O mesmo foi observado para a unidade 3, a qual também
ndo apresentou fase estacionéaria, todavia houve variacdo de fase de morte a
exponencial nos intervalos de 42 a 99 dias (morte), 99 a 118 dias (exponencial), 118
a 153 (morte) e 153 a 187 (exponencial) (figura 22).

Figura 21 - Curva de crescimento da unidade 1 do tratamento contaminado
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Figura 22 - Curva de crescimento da unidade 2 do tratamento contaminado
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Figura 23 - Curva de crescimento da unidade 3 do tratamento contaminado
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Conforme as tabelas 6,7 e 8 os modelos referentes as unidades um, dois e trés
apresentaram taxa de crescimento similares, porém a concentracdo final de
microrganismos e de hidrocarbonetos totais do petroleo, o rendimento, a constante de
semisaturacdo e o Xo foram maiores para as unidades 1 e 3. Em contrapartida a
porcentagem de remocgédo foi maior para a unidade 2, a qual também apresentou
degradacéo de UCM.

Tabela 6 - Parametros referentes ao modelo

Unidades do M max. S (ppb) SO (ppb) S0-S B %
tratamento (dia™) (ppb) remocao
contaminado (HTP)
1 0,14 | 2470947,53 | 5064613,12 2593666 1750 50
2 0,11 1599447,8 | 9237017,45 7637570 687,5 82.68
3 0,1 | 2705434,9 | 6373550,02 3668115 | 1187,5 57,55
Fonte: autora (2018).
Tabela 7- Parametros utilizados no modelo
Unidades do BO q (ppb) X0 (ppb)
tratamento
contaminado
1 375 1886,302245 | 707363,3419
750 -122201,1144  -91650835,8
1000 19563,28064 | 19563280,64

Fonte: autora (2018).



Tabela 8 - Parametros estimados no modelo

Unidades do

tratamento

contaminado

M (dia™)

Ks (ppb)

1
2
3

2470947,533
1599447,8
2705434,9

Fonte: autora (2018).

Analisando os parametros do modelo de Simkins e Alexander (1984) e os

gerados pelas funcdes Exp dec 1 e Exp Dec2 foi comprovado que a unidade 1

apresentou melhor ajuste em relacdo as unidades de simulacdo 2 e 3, apesar da

condicdo experimental ter sido a mesma (tabelas 10 e 11). O valor do R? foi maior

para a funcdo Exp dec 1, a qual foi definida como mais adequada para o ajuste do

modelo. Isso foi comprovado também ao comparar as velocidades estimadas pelas

duas func¢des com as velocidades experimentais, as quais apresentaram valores mais

préximos as velocidades estimadas pela funcdo Exp dec 1.

Tabela 9 - Velocidade estimada e experimental da unidade 1 do tratamento contaminado

Velocidade Velocidade Velocidade estimada Velocidade
(T experimental (Usando afuncéo Exp estimada
(ppb.dia?) Dec 1) (Usando a fungéo
(ppb.dia?) Exp Dec 2)
(ppb.dia?)
Y (T=0) 0 0 0
Y (T=20) 106381,1958 89950,451 450070,36
Y (T=42) 147829,4347 145815,93 666909,26
Y (T=62) 164377,0023 176964,35 864035,52
Y (T=99) 202180,3996 207368,12 1228719,1
Y (T=118) 208199,918 215343,37 1415989,1
Y (T=153) 233046,4602 223350,53 1760960
Y (T=187) 231072,025 226840 2096074,7

Fonte: autora (2018).

Tabela 10 - Parametros referentes ao ajuste
contaminado para funcdo Exp dec 1

do modelo da unidade 1 do tratamento

R2 (FUNCAO EXP DEC 1) PARAMETROS | VALORES ERRO
0,9843 Al -222294,1643 | 12651,7154
YO 229747,8159 8890,558
t1 43,12133 6,35645

Fonte: autora (2018).
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Tabela 11- Pardmetros referentes ao ajuste do modelo da unidade 1 do tratamento
contaminado para funcdo Exp dec 2

R2 (FUNGAO EXP DEC 2) | PARAMETROS | VALORES PARAMETROS | VALORES
0,8593 Al -70653,7 A2 -182298

YO 252944,1 YO 252944,1

t1 7,16837 t2 80,00829

Fonte: autora (2018).

O modelo Simkins e Alexander (1984) foi considerado valido para avaliar a
biodegradacédo do sedimento de manguezal contaminado com petréleo da bacia de
Campos, uma vez que os valores das velocidades observadas e estimadas foram
similares. Como também pelo fato do valor R? ter sido préximo a 1, comprovando
assim que os dados observados se ajustaram ao modelo, conforme foi possivel
observar nas figuras 24 e 25. A regresséao linear simples foi utilizada anteriormente
para validacdo de modelos cinéticos por outros pesquisadores, como Detmann et al.
(2005), Jerénimo e Kitzinger (2010) e Souza (2015).

Figura 24 - Gréfico de validacdo do modelo para a fungéo Exp dec 2
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Fonte: autora (2018).

Figura 25 - Gréfico de validagdo do modelo para a fungéo Exp dec 1
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6.4 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de Simkins e Alexander (1984) foi considerado valido para explicacao
da biodegradacao do sedimento de manguezal contaminado por petrdleo da bacia de

Campos e a funcéo Exp Dec 1 foi a mais adequada para o ajuste deste modelo.
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programa de pols-graduacdo em geoquimica: petréleo e meio ambiente —
POSPETRO.



79

7 CONCLUSAO

Nesta pesquisa comprovou-se a importancia da modelagem cinética no
entendimento de bioprocessos aplicados a solos e sedimentos. Porém, também foi
identificado poucos trabalhos de modelagem cinética microbiana aplicados para solos
e sedimentos. Mais de 90% destas pesquisas foram desenvolvidas em sistemas que
operaram em batelada, provavelmente para garantir um melhor controle dos
intermediarios gerados.

O biorreator utilizado para avaliacdo da velocidade de consumo dos
hidrocarbonetos totais do petréleo foi eficiente na biodegradacdo, removendo até
57,5% da concentracdo de HTPs para a unidade 3, 50% da concentracdo de HTPs
para a unidade 1 e 82,68% da concentracdo de HTPs para a unidade 2 do tratamento
contaminado. O procedimento experimental contribuiu para a eficiéncia dos
biotratamentos. A velocidade de consumo foi significativamente distinta nas unidades
de simulacéo do tratamento contaminado, comprovando que apesar de terem sido
realizados os mesmos procedimentos experimentais, cada unidade de simulacéo se
comportou como um sistema a parte em relacéo a cinética.

O numero de unidades formadoras de coldnias nao foi significativamente distinto
entre os trés sistemas que compuseram o tratamento contaminado, porém variou de
forma significativa no tempo. Além disto, por meio desta pesquisa comprovou-se a
aplicabilidade do modelo de Simkins e Alexander (1984) para explicacdo da
biodegradacdo do sedimento de manguezal contaminado por petréleo da bacia de
Campos.

O ajuste exponencial foi fundamental para comprovar que os dados observados
no experimento se ajustaram ao modelo de Simkins e Alexander (1984), o qual foi
valido estatisticamente para obtenc¢éo da velocidade de consumo dos hidrocarbonetos
totais do petréleo. A funcdo Exp Dec 1 foi a mais adequada para o ajuste deste

modelo.
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