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UFRN, Programa de P6s Graduagdo em Engenharia Quimica. Area de concentragio:
Engenharia Quimica. Linha de pesquisa: Engenharia ambiental, Natal-RN, Brasil.

Orientador: Eduardo Lins de Barros Neto

RESUMO: Os compostos monoaromaticos sdo substancias toxicas presentes em derivados de
petrdleo e usados em larga escala nas inddstrias quimica e petroquimica. Estes compostos séo
continuamente liberados no meio ambiente, contaminando o solo e as &guas, podendo
inviabilizar a exploracdo desses recursos hidricos, devido a sua alta potencialidade
carcinogénica e mutagénica, visto que mesmo em baixas concentracdes, os BTEX provocam
sérios problemas para a saude humana. Portanto, ¢ de fundamental importancia o
desenvolvimento e a busca de novas metodologias que possibilitem o tratamento de matrizes
contaminadas por esses poluentes. A biorremediacdo consiste na utilizacdo de grupos
microbianos capazes de degradar hidrocarbonetos, promovendo a mineralizacdo, ou seja, a
destruicdo permanente dos residuos e eliminando os riscos de futuras contaminacdes. Este
trabalho investigou a cinética de biodegradacdo de compostos monoaromaticos sollveis em
agua (benzeno, tolueno e etilbenzeno), a partir da avaliacdo do seu consumo pela bactéria
Pseudomonas aeruginosa, para as concentracdes variando de 40 a 200 mg/L. Para tanto, o
desempenho do modelo cinético de Monod para crescimento microbiano foram avaliados e as
equacOes de balanco de material em operacdo batelada foram discretizados e equacionados
numericamente pelo método de Runge-Kutta de quarta ordem. Os parametros cinéticos,
obtidos utilizando a funcdo dos minimos quadrados como critério estatistico se mostraram
coerentes com o observado na literatura, além de evidenciar que, a bactéria tem maior
afinidade para a degradacéo do etilbenzeno. Desta forma, foi possivel observar que o modelo
de Monod consegue predizer os dados experimentais para a biodegradacdo individual dos
substratos BTEX, mostrando que o modelo pode ser aplicado na otimizacao dos processos de
biodegradacdo de compostos tdxicos em diferentes tipos de biorreatores e condi¢bes
operacionais.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Pseudomonas aeruginosa. Compostos monoaromaricos.
Runge-Kutta.
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ABSTRACT

The monoaromatic compounds are toxic substances present in petroleum
derivades and used broadly in the chemical and petrochemical industries. Those
compounds are continuously released into the environment, contaminating the soil and
water sources, leading to the possible unfeasibility of those hydrous resources due to
their highly carcinogenic and mutagenic potentiality, since even in low concentrations,
the BTEX may cause serious health issues. Therefore, it is extremely important to
develop and search for new methodologies that assist and enable the treatment of
BTEX-contaminated matrix. The bioremediation consists on the utilization of microbial
groups capable of degrading hydrocarbons, promoting mineralization, or in other words,
the permanent destruction of residues, eliminating the risks of future contaminations.
This work investigated the biodegradation kinetics of water-soluble monoaromatic
compounds (benzene, toluene and ethylbenzene), based on the evaluation of its
consummation by the Pseudomonas aeruginosa bacteria, for concentrations varying
from 40 to 200 mg/L. To do so, the performances of Monod kinetic model for microbial
growth were evaluated and the material balance equations for a batch operation were
discretized and numerically solved by the fourth order Runge-Kutta method. The kinetic
parameters obtained using the method of least squares as statistical criteria were
coherent when compared to those obtained from the literature. They also showed that,
the microorganism has greater affinity for ethylbenzene. That way, it was possible to
observe that Monod model can predict the experimental data for the individual
biodegradation of the BTEX substrates and it can be applied to the optimization of the
biodegradation processes of toxic compounds for different types of bioreactors and for
different operational conditions.

Key-words: Bioremediation. Pseudomonas aeruginosas. Monoaromatic compounds.
Runge-Kutta.
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1 INTRODUCAO

Grandes quantidades de substdncias organicas e inorganicas Sao
continuamente liberadas no meio ambiente, principalmente como resultado das
indmeras atividades humanas (SABATE et al., 2004). As industrias petroquimicas sdo
uma das principais responsaveis pela geracdo de grandes quantidades de efluentes
liquidos, os quais sdo formados durante as etapas de producdo, transporte e refino. Esses
efluentes, muitas vezes, apresentam um elevado potencial de toxicidade. Portanto,
reduzir e controlar a poluicdo tém sido um desafio para a industria, especialmente
porque o impacto ambiental e os acidentes ecoldgicos sdo dois fatores ainda nédo
totalmente dominados (MELLO, 2007).

A 4agua produzida é a maior fonte de poluicdo relacionada as atividades
petroliferas, pois contém muitos contaminantes, incluindo hidrocarbonetos, metais
pesados e aditivos quimicos (ANDRADE et al., 2009, LAWRENCE et al., 1995;
STEPHENSON,1992). Dentre as espécies mais sollveis e tdxicas presentes na agua
produzida, destacam-se 0s compostos aromaticos, tais como o benzeno, o tolueno,
etilbenzeno, isdbmeros de xileno, fendis, etc.

Os compostos BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) possuem
como caracteristica principal a presenca do anel benzénico em sua estrutura, 0 que 0s
torna bastante estaveis, dificultando a sua remoc¢do do meio ambiente (JO et al., 2008;
YANG; JIANG; SHI, 2006). Estes componentes, mesmo em baixas concentracdes,
podem trazer sérios danos ao meio ambiente e a salde humana, causando desde danos
ao sistema nervoso central até ao desenvolvimento de cancer.

Embora a legislagdo imposta por 6rgdos ambientais nacionais e internacionais
venha se tornando cada vez mais restritiva, episddios de contaminacdo envolvendo
petrdleo e derivados continuam bastante frequentes, o que coloca em risco a qualidade
de solos, aguas superficiais e subterraneas e, consequentemente, a satde da populagéo.

Portanto, a busca de novas tecnologias para tratamento de matrizes
contaminadas por poluentes organicos deste tipo é bastante relevante. Porém,
normalmente, os tratamentos fisico-quimicos convencionais utilizados para a remogao
de BTEX do meio ambiente, além de demandarem elevados custos operacionais, ndo

destroem os contaminantes, apenas os transportam de fase. Nesse sentido, 0s processos

Jéssica Maria Damido de Arruda Cdmara - Dissertacdo de Mestrado — PPGEQ- UFRN
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bioldgicos sdo considerados como uma tecnologia eficiente na remocdo de BTEX de
aguas contaminadas e efluentes, especialmente por causa da sua simplicidade
operacional e baixo custo quando comparado a outros métodos (BERTIN et al., 2007;
MASSALHA et al.,2007; MAZZEO et al., 2010).

Assim, uma das técnicas mais estudadas atualmente é a biodegradacéo, ou
seja, a utilizacdo de grupos microbianos capazes de degradar hidrocarbonetos. Este
método torna-se efetivo uma vez que os componentes do petréleo sdo usados como
fonte de carbono através dos processos microbianos, resultando na quebra das
moléculas em compostos de baixa massa molecular (ZHANG et al., 2005).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver uma estratégia
para a biodecomposic¢do dos compostos monoaromaticos em agua, através da analise da
capacidade de biorremediacdo da Pseudomonas aeruginosa. De maneira mais
especifica, esse trabalho pretendeu desenvolver uma cepa bacteriana da espécie
estudada que fosse adaptada a degradacdo de hidrocarbonetos, além de avaliar a cinética
de crescimento e consumo de carbono do microrganismo, como também, determinar seu

potencial de biorremediacdo, utilizando a técnica de bioaumentacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Petroéleo e seus derivados

O Petréleo é uma substancia oleosa, inflamavel, menos densa que a agua, de
cheiro caracteristico e cor variando entre o negro e o castanho escuro. Ele é uma fonte
de energia ndo renovavel e de origem fdssil, cuja formacéo se deu a milhGes de anos a
partir da decomposicdo de pequenos organismos marinhos, plancton e vegetacdo tipica
de regides alagadicas (FONSECA, 1992).

Devido a permeabilidade e a porosidade das rochas sedimentares, suas bacias
sdo os principais locais de ocorréncia de petréleo, com a formacdo de grandes
reservatorios economicamente exploraveis (RAMOS, 2006). Todavia, ele nao
necessariamente permanece na rocha em que foi gerado, a rocha matriz, e geralmente
migra para outras localidades até encontrar um terreno apropriado, denominado rocha
reservatorio.

Em geral, todas as formas do petrdleo sdo compostas quase que completamente
por &tomos de carbono e de hidrogénio, com menores proporcGes de nitrogénio e
oxigénio (SOLOMONS, 1996). A partir da Tabela 1 é possivel observar os elevados
percentuais de carbono e hidrogénio, mostrando que os hidrocarbonetos sdo o0s

compostos predominantes.

Tabela 1: Analise elementar do petroleo.

Elemento % em massa
Hidrogénio 11-14
Carbono 83 - 87
Enxofre 0,06 -8
Nitrogénio 0,11-1,7
Oxigénio 0,1-2
Metais Até 3

Fonte: Thomas (2001).

Esses hidrocarbonetos podem ser divididos em quatro fracOes: alifaticos,

aromaticos, resinas e asfaltenos. As duas primeiras caracterizam-se por serem mais
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leves, enquanto as outras duas compreendem as fracbes mais pesadas. A fracdo dos
compostos alifaticos inclui os alcanos, alcenos e cicloalcanos. Ja a fracdo dos
compostos aroméaticos compreende os hidrocarbonetos monoaromaticos volateis, tais
como benzeno, tolueno, etilbenzeno e isdmeros de xilenos (BTEX) e os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAS), como os nafteno-aromaticos. As resinas e os asfaltenos
sdo constituidos de moléculas polares contendo nitrogénio, enxofre e oxigénio, no
entanto, as resinas sdo caracterizadas por serem solidos amorfos dissolvidos no 6leo,
enquanto os asfaltenos sédo grandes moléculas coloidais dispersas no 6leo (BALBA et
al., 1998). No petrdleo, podem-se encontrar também tracos de metais como vanédio,
niquel, sédio, célcio, cobre e urénio, mas a propor¢do destes metais, bem como das
demais fracdes do petroleo, podem estar associadas a formacdo geoldgica do local de
origem, ao tempo decorrido e a migracdo do mesmo (RAMOS, 2006).

No reservatorio, a mistura esta em equilibrio sob severas condicGes de
temperatura e pressdo, porém, quando submetidas as condi¢cdes de superficie, este
equilibrio é deslocado e promove a separacdo de fases. A fragdo que permanece no
estado liquido, sob as condicdes de superficie, € denominada 6leo, enquanto a fracdo na
fase gasosa é chamada de gas natural ou simplesmente gas. O tipo de hidrocarboneto
gerado, 6leo ou gas, é determinado por dois fatores: constituicdo da matéria orgénica
original e intensidade do processo térmico durante a formacdo do reservatorio (SILVA,
2010).

Desta forma, dependendo da origem do petr6leo, a composicdo quimica e as
propriedades fisicas do 6leo bruto podem variar de forma abrangente, e € devido a esses
fatores que existem dificuldades para o tratamento de areas contaminadas com essa

substancia.

2.2 Agua produzida

A é&gua produzida é um subproduto da producdo de hidrocarbonetos em
reservatorios subterraneos, sendo assim, esse termo é usado para toda agua carreada
junto com o 6leo. Sua origem esta relacionada aos seguintes fatores: a dgua presente,
inicialmente, na propria formacdo, também chamada de agua conata; aos aquiferos

provenientes das formacgOes adjacentes ou ligada diretamente as rochas portadoras de
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hidrocarbonetos; e, por fim, da 4gua e/ou vapor injetados nos po¢os como mecanismos
de recuperacéo (SILVA, 2010).

A composicdo ou qualidade, da agua produzida pode variar consideravelmente.
Dois fatores influenciam de forma significativa suas caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas, sdo eles a formacdo geoldgica e a localizagcdo geografica do reservatorio
(STEWART & ARNOLD, 2011), estando também intimamente ligada a composi¢éo do
petroleo (FAKHRU’LRAZI et al., 2009). Este tipo de agua residudria € corrosiva e
possui, geralmente, alta salinidade, contendo 6leo, compostos refratarios, organicos
sollveis e insoluveis, gases dissolvidos, metais pesados, tracos de produtos quimicos
adicionados na linha de separacdo/producédo e temperatura elevada. Dos componentes
mencionados, a remog¢do de 6leo é uma das principais varidveis no tratamento deste
efluente. Na agua produzida, o 6leo pode estar presente em quatro formas distintas:
livre, disperso, emulsionado e dissolvido (FERNANDES JR., 2006).

. Livre: constitui uma fase diferente da fase 4gua, ndo estando intimamente
associada a esta e com didmetro da gota superior a 150 pm. E uma mistura instavel
podendo ser separada por processos de separacdo gravitacional.

. Disperso: 6leo disperso sob a forma de gotas de grandes diametros,
acima de 100 pm. E formado por hidrocarbonetos praticamente insoltveis, tais como
aromaticos, polinucleares, policiclo-parafinas e parafinas pesadas. O 6leo livre pode ser
facilmente removido da agua,atraves de separadores gravitacionais.

o Emulsionado: dleo disperso presente sob a forma de gotas de pequenos
diametros, variando entre 100 e 20 um. E também formado por hidrocarbonetos
praticamente insollveis. Essa forma de 6leo é mais dificil de ser separada da agua. De
fato, os didmetros das gotas de emulsdo podem atingir valores bem pequenos, na faixa
de micrémetros ou submicrémetros (SPIELMAN & SU, 1977; HONG,; FANE;
BURFORD, 2002).

o Dissolvido: de remogdo extremamente dificil, requerendo o uso de
processos quimicos e/ou biolégicos. Composto pelos hidrocarbonetos menos insoliveis
na dgua, como BTEX e por fenois.

Ao longo da vida produtiva de um reservatéorio pode coexistir a producéo de
hidrocarbonetos e agua, como mostrado na Figura 1. A quantidade de &gua que sera
produzida é funcdo das condi¢es em que ela se apresenta no meio poroso, sendo que a

fragdo de agua produzida, associada ao 6leo, cresce no decorrer do tempo. Diante disso,
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a agua de producdo representa a corrente de efluentes liquidos de maior volume das
atividades de producéo de petroleo, podendo ultrapassar fragdes de 90% em volume em
alguns pocos maduros (AMINI et al., 2012).

Figura 1: Esquema de um reservatdrio de dleo.

Fonte: SILVA, 2010.

De acordo com OGP (2002), existem ainda variacdes qualitativas quanto a
composicdo de aguas oriundas de campos de producdo de gas e de 6leo. O teor de
hidrocarbonetos aromaticos de baixa massa molar, como o grupo BTEX (benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno) representado na Figura 2, se apresenta em maior

concentracdo em campos de gas.

Figura 2: Formula estrutural dos aromaticos do grupo BTEX.

ClHa Hzﬁ—CHa r:lHa
CH c C C
2 R N Pt
CH  ~cH l|:|H ~cH cH YcH CH 1\:‘CH
HC CH 2, 58
HC._  .CH g HC._  .CH HC. 4 - CH
CH CH CH C
Benzéne Toluéne Ethyl-benzéne |
CH,
para-Xyléne (1,4 dimehyl benzéne)
ortho-Xyléne (12 diméthyl berzéne)
métaXyléne (1,3 diméthyl benzéne)
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2.3 Impactos ambientais

A indGstria do petroleo € responsével por muitos impactos ambientais,
decorrentes de vazamentos, derrames e outros acidentes que podem acontecer durante as
atividades de exploracdo, refino, transporte e armazenamento do petréleo e de seus
derivados, prejudicando consideravelmente o meio ambiente (CALLADO; SILVA;
LOPES, 2006; OLIVEIRA et al., 2006).

O descarte da agua produzida pode causar danos ambientais para as agua de
superficie e subterraneas e para o solo devido a sua toxicidade e carga organica.
Ahmadun et al. (2009) mencionam o0s principais efeitos sobre o meio ambiente:
aumento da salinidade; presenca de 6leo acarretando aumento da Demanda Bioquimica
de Oxigénio (DBO) e da toxicidade aguda e crénica; e, dependendo da origem e da
formacéo geoldgica pode ocorrer a presenca de radionuclideo.

As &guas residudrias oriundas de industrias de refino também apresentam uma
diversidade de poluentes organicos e inorganicos de dificil degradagdo, incluindo
compostos fendlicos, sulfetos, amonia, cianetos, metais pesados, hidrocarbonetos
aromaticos e alifaticos (ALVA-ARGAEZ; KOKOSSIS; SMITH, 2007; AVCI;
KACMAZ; DURAK, 2003; MILHOME, 2006; SOUSA et al., 2006), os quais podem
ser toxicos para diversos organismos e potencialmente carcinogénicos (ALAJBEG et
al., 2000; BARRON et al., 1999; MARIANO, 2001).

Dentre estes poluentes, 0s compostos monoaromaticos BTEX se destacam na
lista de poluentes devido ao seu elevado potencial carcinogénico e mutagénico, além de
possuir elevada solubilidade em &gua, o que facilita a migracdo e contaminacdo rapida
de aguas subterraneas, solos e ar por esses compostos, que, mesmo em baixas
concentracdes (na ordem de micrograma por litro), podem trazer sérios danos ao meio
ambiente e & saide humana (AIVALIOTI et al., 2011; MAZZEO et al., 2010; PAIXAO
etal., 2007; JO et al., 2008; SANTAELLA et al., 2009).

Portanto, a disposicdo das aguas residuarias oriundas do processamento do
petréleo, bem como o derramamento de combustiveis nos corpos hidricos receptores ou
no solo, tem se tornado uma preocupagdo constante a nivel mundial (CARNEIRO,
2012; MARIANO, 2001).

Em territorio brasileiro, o descarte de agua produzida é regulamentado pela
resolucdo 393/07 e 430/11 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) que
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prevé que a agua produzida somente podera ser lancada, direta ou indiretamente, no mar
desde que obedeca as condicOes, padrdes e exigéncias estabelecidos na referida
resolugdo. Nesta resolugdo, o Unico parametro com limites definidos para descarte é o
Total de Oleos e Graxas (TOG) que deve obedecer a concentracdo média mensal de até
29 ppm, com valor maximo diario de 42 ppm (THOMAS, 2001).

2.4 Gerenciamento e tratamento da agua produzida

A alternativa a ser adotada para tratamento e destino da agua produzida
depende de varios fatores, tais como a localizacdo da base de producéo, legislacao,
viabilidade técnica, custos e disponibilidade de infraestrutura e de equipamentos.

Porém, a agua de producdo, seja ela vista como subproduto ou como residuo
deve ser tratada. O objetivo da fase inicial do tratamento é a recuperagdo do 6leo
presente na fase aquosa. No entanto, sabe-se que a recuperacdo total ndo é possivel.
Neste caso, tecnologias eficientes e de baixo custo devem ser utilizadas para
remover/eliminar a fracdo remanescente de Oleo a fim de possibilitar o reuso de
efluentes (SILVA, 2010).

A escolha do sistema mais adequado € definida pelo destino final que se
pretende dar as aguas residudrias. Algumas varidveis como vazdo e caracteristicas
quimicas, fisico-quimicas e bioldgicas do efluente interferem diretamente sobre o custo
do tratamento e este, por sua vez, tem papel fundamental na selecdo das rotas dos
processos. Quando se diz respeito ao tratamento de efluentes liquidos, os parametros
comumente monitorados sdo temperatura, teor de sélidos suspensos, volateis e
dissolvidos, cor, pH, turbidez, Total de Oleos e Graxas (TOG), Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBQ), Carbono Organico Total
(TOC), nutrientes, salinidade e teor de metais pesados.

Uma das grandes utiliza¢des para a agua produzida € sua reinjecao, pois ela é
vantajosa em dois aspectos, segundo Souza & Furtado (2006). Pois, atraves da reinjecéo
pode haver reducdo de custos importantes com o arrefecimento da captacdo de agua,
além da economia de agua de boa qualidade (aquiferos) que normalmente é utilizada
com essa finalidade. O reuso da agua de producao também reduz o descarte de residuos

a0 meio ambiente.
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Apesar do uso da &gua produzida para reinjecdo apresentar vantagens e ser
adotada nos Estados Unidos desde a década de 40 e pela Petrobras desde a década de
60, a opcdo mais utilizada continua sendo o descarte (SOUZA & FURTADO, 2006).

Diante disso, o tipo de processo a ser adotado para o tratamento da agua
produzida depende dos compostos que se deseja remover. Os compostos a serem
removidos, por sua vez, dependem do destino final a ser adotado que, conforme citado
anteriormente, pode ser descarte ou injecao.

Todavia, seja qual for o destino final, a remocéo do 6leo é o fator de principal
interesse desses métodos de tratamento. Mas, diante dessa situacdo, 0S compostos
dissolvidos merecem maior atencdo, pois sdo certamente 0s maiores causadores de
polui¢do nos meios aquéaticos onde as guas produzidas sdo descartadas, principalmente

os hidrocarbonetos monoaromaticos.

2.5 Hidrocarbonetos monoaromaticos

Os hidrocarbonetos monoaromaticos, tais como benzeno, tolueno, etilbenzeno
e xilenos (BTEX), sdo encontrados em derivados de petrdleo e largamente utilizados em
industrias quimicas como matérias-primas para sintese de outros produtos (PHELPS;
YOUNG, 2001; RIBEIRO, 2005). O benzeno, por exemplo, é utilizado na producdo de
borrachas, plasticos, néilon, pesticidas e tintas, enquanto o tolueno é geralmente usado
como agente de diluicdo de tintas e como solvente na producdo de resinas, colas e 6leos.
O etilbenzeno, por sua vez, é usado na producdo do estireno e polimeros sintéticos, e 0s
xilenos, como solventes em borrachas e no tingimento de couro, além de serem
utilizados na producdo do anidrido ftéalico, bactericidas, herbicidas, 6leos lubrificantes e
acido para-ftalico. (TRIGUEROS, 2008). Além disso, os compostos BTEX séo 0s
hidrocarbonetos mais abundantes da gasolina, podendo representar uma parcela de 18%
a 25% em massa (ANP, 2004). No petroleo cru, o teor médio desses compostos é de 40
mg/L, contudo suas concentracGes podem chegar a ordem de 1000 mg/L, dependendo
do poco produtor (FANG; LIN, 1988).

Os hidrocarbonetos monoaromaticos apresentam elevada solubilidade em agua,
guando comparados a outros hidrocarbonetos, e também maior mobilidade em sistemas
solo-agua devido ao seu menor coeficiente de particdo octanol-agua. Logo, é observada

baixa adsorcao no solo e transporte preferencial pela &gua, favorecendo a contaminacao
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de mananciais de abastecimento superficiais ou subterréneos. Normalmente, essa
mobilidade é aumentada pelo efeito de cossolvéncia causado pela adi¢do de etanol na
gasolina comercializada no Brasil (SILVA et al.,, 2002, TIBURTIUS et al., 2004,
RESENDE, 2007).

Estas substancias tém alto potencial poluidor, elevada toxidade e s&o
depressoras do sistema nervoso central (CORSEUIL & ALVAREZ, 1996). E devido a
sua elevada volatilidade, os BTEX geralmente se encontram em baixas concentragoes
(nivel de ppb) em &guas superficiais. No entanto, em aguas subterraneas essas
concentracdes podem ser mais elevadas, sendo, entdo, prioridade o monitoramento
desses compostos em lengdis subterraneos, os quais podem ser fonte de 4gua destinada
ao consumo humano (FALCO; MOYA, 2007; MAZZEO et al., 2010).

2.5.1 Benzeno

O benzeno, a temperatura ambiente, € um liquido volatil, estavel e incolor.
Tem cheiro caracteristico e ponto de ebulicio de 80,1°C. E altamente inflamavel e
pouco soltvel em agua, porém soltvel na maioria dos solventes organicos. Na Figura 3
abaixo é possivel observar sua formula estrutural.

No ambiente, em virtude de sua elevada volatilidade, o benzeno tende a se
acumular no ar, seja a partir da agua, do solo ou dos sedimentos. No entanto, é

removido da atmosfera retornado para a agua e solo durante periodos de chuva.

Figura 3: Formula estrutural do benzeno.

Dentre os BTEX, aquele que confere maior risco a saide humana é o benzeno.

Muitas pesquisas laboratoriais com animais e estudos epidemioldgicos em humanos
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mostraram a relagdo causal entre a exposicdo ao benzeno e a ocorréncia de doencas
como a leucemia linfoide, leucemia mielomonocitica, neoplasmas hematol6gicos e
desordens sanguineas, como a pré-leucemia e anemia apatica. Além dessas doencas,
experimentos com animais comprovaram o aumento do risco de tumores em maultiplas
espéecies, em multiplos 6rgdos (figado, estbmago, pulmdes, ovarios, e glandulas
mamarias), desordens mentais, psiconeuréticas e de personalidade. Observaram-se
também ligeiros transtornos digestivos, e, no caso das mulheres, houve transtornos da
menstruacdo. Uma exposicdo aguda por inalagdo ou ingestdo pode causar até mesmo a
morte de uma pessoa (MELLO et al., 2006; MENDES, 1993; PEDROZO et al., 2002;
TIBURTIUS et al., 2004; MELLO, 2007).

2.5.2 Tolueno

O tolueno é o nome usual do metil-benzeno. Este composto ocorre
naturalmente no 6leo cru, é um liquido transparente, inflamavel, estavel a temperatura
ambiente e sob condi¢fes normais de uso. Apresenta ponto de ebulicdo de 110,6°C e é

pouco solivel em &gua. Na Figura 4 abaixo é possivel observar sua formula estrutural.

Figura 4: Formula estrutural do tolueno.

CHs

O tolueno é comumente encontrado em locais onde se despejam residuos
liquidos. Este, mesmo em baixas concentracfes, gera fadiga, fraqueza e confusédo
mental, além de ser um depressor do sistema nervoso central (PEDROZO et al., 2002;
TIBURTIUS et al., 2004).
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2.5.3 Xileno

Os xilenos sao também conhecidos como dimetilbenzeno ou para-xileno e seus
derivados orto-xileno e meta-xileno. Este composto, praticamente insolivel em agua, é
um liquido transparente que produz um vapor irritante e inflamavel, com ponto de
ebulicdo de 138°C a 144°C, dependendo da sua conformacdo. Na Figura 5 abaixo é

possivel observar sua formula estrutural.

Figura 5: Formula estrutural do xileno.

CH, CH, CH,
CH,
CH,
CH,
o-x¥ilenao m-xileno p-xileno

Os xilenos podem causar transtornos da visdo, diminuicdo da coordenacéo,
irritacdo no nariz e garganta, e cefaleia, bem como fadiga, nervosismo, insonia,
irritabilidade, nduseas e emagrecimento (PEDROZO et al., 2002; TIBURTIUS et al.,
2004).

2.5.4 Etilbenzeno

O etilbenzeno € um liquido incolor, inflamavel e com odor semelhante ao da
gasolina, utilizado principalmente na producdo de estireno, e apresenta ponto de
ebulicdo de 136°C. Menos de 1% do composto é empregado como solvente para tintas
ou intermediario na fabricacdo de dietilbenzeno e acetofenona. Na Figura 6 abaixo é

possivel observar sua formula estrutural.
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Figura 6: Formula estrutural do etilbenzeno.

CH;

A principal via de exposicdo humana ao etilbenzeno é a inalacdo de vapor
e/ou névoa, embora possa ocorrer por contato dérmico e por ingestdo. A exposicao a
curto prazo pode irritar os olhos, nariz e via aérea superior, e causar vermelhidao e
bolhas na pele, fadiga, tontura e falta de coordenacdo. Na exposi¢do prolongada, € capaz
de ocasionar fadiga, cefaléia, irritacdo dos olhos e da via aérea superior e 0 contato
dérmico repetido pode causar ressecamento e dermatite. A Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC) classifica o etilbenzeno como possivel cancerigeno
humano com base em estudos que evidenciaram aumento na incidéncia de adenomas em
animais expostos por via inalatoria.

Logo, diante dos sérios riscos ao meio ambiente e a salde humana, a
legislacdo tem se tornado cada vez mais restritiva quanto a presenca dos BTEX em
aguas. O Ministério da Saude (Portaria n® 2.914/2011) estabelece limites maximos para
a concentracdo de benzeno, tolueno, etilbenzeno e isdbmeros do xileno em &guas
destinadas ao consumo humano. A legislacdo brasileira determina que ndo haja
concentracdo maior que 5 ug~L'l, 170 ug-L'l, 200 ug-L'1 e 300 ug-L'1 para benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xilenos, respectivamente (BRASIL, 2011). Segundo Fernandes
(1997), em qualquer vazamento, as concentra¢cBes de compostos toxicos alcangam
valores trés mil vezes superiores.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) preocupado com a
disposicdo de esgotos industriais, entre 0os quais 0s provenientes da indudstria do
petroleo, criou a Resolucdo n° 430 de 13 de maio de 2011, a qual impde o limite para o
lancamento em corpos hidricos de 1,2 mg-L™*; 1,2 mg-L™; 0,84 mg-L" e 1,6 mg-L™

para benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos, respectivamente (BRASIL, 2011). Assim,
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a ma disposicao das aguas residuarias, aliada a presenca de compostos monoaromaticos,

pode acarretar uma série de danos a fauna, flora e aos humanos.

2.6 Processos de remocéo e tratamento de compostos monoaromaticos

Atualmente, existe uma grande procura por tecnologias de tratamento que
sejam capazes de remover esses compostos de aguas e que atendam a uma série de
fatores, dentre os quais se podem apontar a busca por processos mais eficientes,
atendimento as exigéncias ambientais, processos menos onerosos, unidades mais
compactas que operem com maior flexibilidade e com boa eficiéncia, menor custo de
instalacdo e manutencdo (MELLO, 2007).

Devido a grande mobilidade dos BTEX em agua, esses compostos podem
alcancar os lencois freaticos, vindo a contaminar grande quantidade de dgua potavel em
um curto intervalo de tempo, 0 que representa um grande risco ambiental e de salde
publica (COATES; ANDERSON, 2000; DOU et al., 2008; FARHADIAN et al., 2009).
Diante disso, muitos tipos de tecnologias convencionais e avan¢adas vém sendo
utilizadas na tentativa de tratamento e remediacéo de areas contaminadas.

Existem métodos ndo bioldgicos (fisicos, quimicos e fisico-quimicos) e
bioldgicos aplicados na remocdo de BTEX presentes em aguas contaminadas. Esses
métodos podem ainda ser divididos em tecnologias in situ (remocdo realizada no
préprio ambiente contaminado) ou ex situ (remo¢do do material contaminado para
tratamento em local externo ao de sua origem) (FARHADIAN et al., 2008). A Tabela 2
apresenta algumas das principais tecnologias in situ e ex situ de remediacdo de

ambientes contaminados, e algumas delas serdo detalhadas adiante.
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Tabela 2: Tecnologia de remediacio de areas contaminadas.

Método In situ Ex situ
Fisico Barreira Air stripping
Contencéo hidraulica Filtracdo (membrana)
Air sparging Adsorcao
Quimico Injecdo de oxidantes Coagulacao
quimicos Floculagéo e precipitacdo
Processos oxidativos avancados
(POAS)
Biologico Biorremediagao Biorremediacao

FONTE: FARHADIAN et al., 2008

2.6.1 Processos nao bioldgicos

Os processos ndo bioldgicos utilizados na remocdo de hidrocarbonetos
incluem a adsorcao em carvdo ativado ou zedlita, air stripping, oxidacdo fotocatalitica,
extracdo de vapor do solo, filtracdo por membranas, clarificacdo quimica, barreiras
reativas, dentre outros (AYOTAMUNO et al., 2006; FARHADIAN et al., 2008;
SHAH; NOBLE; CLOUGH, 2004; VIDAL, 2011). Cada uma dessas tecnologias
apresenta suas vantagens e desvantagens e, em geral, 0s processos fisicos permitem uma
eficiente remocédo dos hidrocarbonetos volateis. Entretanto, o seu carater ndo-destrutivo
implica na necessidade de processos auxiliares, orientados a adsorver, degradar ou
dispor os hidrocarbonetos previamente extraidos (DOS SANTOS, 2012). Dentre as
tecnologias mais utilizadas para degradacéo de BTEX podem-se considerar 0S processos

oxidativos avancados, air stripping e zeolitas.

2.6.1.1 Air stripping

Air stripping € o processo que forca a passagem do ar através da &gua
contaminada bombeada do aquifero removendo desta forma os compostos (EPA,2001).
O sistema consiste em uma torre contendo varias placas perfuradas paralelas no sentido

vertical, como mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Modelo do sistema de Air Stripping.
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FONTE: EPA, 2001.

A agua contaminada é introduzida na parte superior da torre enquanto o ar é
bombeado sob pressdo na parte inferior. O ar ascendente faz com que 0s compostos
quimicos dissolvidos na dgua passem para o estado de vapor e 0 gas € entdo coletado e
posteriormente tratado (EPA, 2001). O Air stripping € usado geralmente associado com
0 sistema de Bombeamento (PT — Pump and Treat).

Shah, Noble e Clough (2004) estudaram a eficiéncia da técnica de air stripping
na remocao de compostos organicos volateis (COV), incluindo os BTEX, e concluiram
que, apesar de o sistema ser bastante utilizado em industrias petroquimicas e demonstrar
boa eficiéncia de remocdo, tal técnica ndo era muito indicada sob o ponto de vista
ambiental, ja que havia apenas uma transferéncia dos poluentes da fase liquida para a
gasosa, e ndo a sua degradacéo (TIBURTIUS; PERALTA-ZAMORA; LEAL, 2004).

2.6.1.2 Air sparging

Air sparging é uma tecnologia in situ, que introduz ar no aquifero
contaminado para produzir borbulhamento na dgua criando uma aeragdo que remove 0s
contaminantes por volatizagdo (DONAIRE, 2007). O sistema esta representado na
Figura 8.
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Figura 8: Modelo do sistema de Air Sparging.
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O Air Sparging deverd ser utilizado em conjungdo com um sistema de
Extracdo de Vapores (SVE). A eficiéncia do método é funcdo da permeabilidade gasosa
na zona nao saturada, taxa de fluxo d’agua, permeabilidade do aquifero, volatilidade do

contaminante e a sua solubilidade.

2.6.1.3 Contencao hidraulica

A contencdo hidraulica consiste na construcdo de barreiras impermeéaveis
verticais, cujo objetivo é conter o deslocamento das dguas subterraneas, seja a montante
Ou a jusante da area contaminada, evitando o espalhamento da contaminacao.

Nesse caso, a barreira vertical representa uma fase do processo de contencao,
uma vez que ha necessidade de bombear a pluma contaminada e efetivamente tratar a
agua subterranea. Dentre as vantagens dessa metodologia, destaca-se a possibilidade de
manter a contamina¢do em um unico terreno, o que permite melhor gerenciamento da
area, facilitando a adogé@o de medidas técnicas.
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2.6.1.4 Processos oxidativos avancados (POA)

Os Processos Oxidativos Avancados sdo definidos como processos de
oxidacdo em que radicais hidroxila sdo gerados para atuar como agentes oxidantes
quimicos e, devido a alta reatividade destes radicais, podem reagir com uma grande
variedade de compostos organicos.

Os POA apresentam-se como uma alternativa de tratamento de solo e aguas
subterraneas devido ao alto potencial de mineralizacdo dos poluentes organicos,
transformando-os em didxido de carbono, agua e anions inorganicos. As reacdes
envolvidas neste processo baseiam-se na geracdo de radicais hidroxila (-OH), que sé&o
espécies altamente oxidantes e tem como caracteristica a ndo seletividade, podendo
degradar inumeros compostos. Os radicais hidroxila podem ser gerados por reacdes
envolvendo oxidantes fortes, como o0z6nio (O3) e peroxido de hidrogénio (H20,),
semicondutores como o didxido de titanio (TiO,) e oxido de zinco (ZnO), e radiacdo
ultravioleta (UV) (HERRMANN, 2004).

Os radicais hidroxila podem ser gerados por varios POA, que podem ser
classificados em sistemas homogéneos ou heterogéneos, conforme a auséncia ou a

presenca de catalisadores na forma solida.

2.6.2 Processos biologicos

E importante ressaltar que a recuperacio de areas contaminadas por métodos
tradicionais é uma tarefa complexa e bastante demorada, e ndo se apresenta como um
método efetivo, pois a contencdo e recolhimento através de barreiras flutuantes, por
exemplo, ndo promovem a degradacdo do petroleo. Outro fator complicador é o custo,
gue pode se mostrar um valor consideravelmente alto para o setor de revendedores de
combustiveis. Os custos sdo funcdo do tipo de contaminante, das caracteristicas do local
e da amplitude da area.

Diante disso e devido a uma crescente preocupacdo e conscientizacdo da
sociedade em relacdo a qualidade ambiental, a populacdo vem se tornando mais critica e
participativa, exigindo atuacGes cada vez maiores das autoridades. Assim, VAarios
recursos estdo sendo disponibilizados para o desenvolvimento de novas tecnologias de

remediacdo e limpeza.
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Entre as varias tecnologias disponiveis para o tratamento de efluentes
contendo hidrocarbonetos monoaromaticos, os tratamentos bioldgicos vém recebendo
grande destaque, pois, além de apresentar menor consumo de energia, podem ser
potencialmente eficientes, haja visto que a mineralizacdo promove a destruicdo
permanente dos residuos e elimina os riscos de futuras contaminacgdes, aumentando o
nivel de aceitacdo por parte da opinido publica (SHIM, SHIN, YANG, 2002; NETO et
al., 2006; VIDALLI, 2001). Ademais, os processos biologicos podem ser combinados a
outros processos para 0 aumento da eficiéncia global do tratamento (MELLO, 2007;
NETO et al., 2006).

No Brasil, a técnica de biorremediacdo ainda é pouco utilizada, porém,
promissora se aplicada nas areas contaminadas. Este é um método que pode ser
aproveitado no mercado brasileiro, pois o pais apresenta solos e temperaturas

favoraveis.

2.6.2.1 Biorremediacao

A biorremediacgédo consiste na utilizagdo de grupos microbianos capazes de
degradar hidrocarbonetos. Esses microrganismos possuem a capacidade de
biotransformar moléculas poluentes em nutrientes para a realizacdo de suas funcdes
metabdlicas e fisiologicas. Os processos bioldgicos de degradacao (biodegradagédo) dos
compostos organicos sao realizados por meio da quebra desses compostos em produtos
menos tdxicos, tais como CO,, agua e metano (BITTKAU et al., 2004; FARHADIAN
et al., 2009; MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007; MELLO, 2007).

O objetivo da biorremediacdo é mineralizar os poluentes, liberando apenas
substancias inertes, como dioxido de carbono e a dgua. Este processo se baseia em trés
aspectos principais: a existéncia de microrganismos com capacidade catabdlica para
degradar o contaminante; a disponibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou
enzimatico e condi¢bes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do agente
biorremediador. (PEREIRA e LEMOS, 2013).

A estrutura quimica dos poluentes organicos tem uma profunda influéncia na
habilidade dos microrganismos metabolizarem estas moléculas, especialmente com
respeito as taxas e extensdo da biodegradacdo. Alguns compostos organicos sao
rapidamente biodegradados enquanto outros sdo recalcitrantes (ndo biodegradaveis).
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Hidrocarbonetos com baixo a médio peso molecular e alcoois sdo exemplos de
compostos facilmente biodegraddveis. Compostos xenobidticos (espécies quimicas
fabricadas pelo homem), especialmente hidrocarbonetos halogenados, tendem a ser
resistentes a biodegradacdo. Compostos ramificados e polinucleados séo, geralmente,
mais dificeis para degradar que moléculas monoaromaticas ou com cadeias simples, e,
conforme aumenta o grau de halogenacgdo da molécula, diminui-se a biodegradabilidade
(ATLAS, 1986).

Apesar de fundamentada em um Unico processo basico (biodegradacao), as
técnicas de biorremediacdo envolvem variacGes de tratamentos. Ele pode ser realizado
em dois tipos de biotecnologias: in-situ (no local) ou ex-situ (fora do local). As
tecnologias in-situ apresentam baixos custos e facilidade operacional, boa eficiéncia e a
reducdo da formacéo de subprodutos toxicos. Entretanto, sdo técnicas que ndo estdo sob
condi¢cdes controladas, fazendo com que as variaveis presentes no meio possam
interferir negativamente no processo de tratamento, além de também requerem um
longo tempo para obterem bons resultados de eficiéncia de remocdo (DOTT et al.,
1995).

O processo ex-situ, que pode ser conduzido por meio de reatores bioldgicos
sob condicdes controladas como pH, temperatura, aeracéo e agitacdo, tem se mostrado
bastante eficiente na remogéo dos principais poluentes orgéanicos presentes na gasolina
(GUIEYSSE et al. 2000; KRYST e KARAMANEYV, 2001; OHLEN et al., 2005;
ZILOUEI et al., 2006), inclusive os monoaromaticos (BTEX) (CATTONY et al., 2005;
DE NARDI et al., 2005; DOU et al., 2008; FARHADIAN et al., 2008; GUSMAO et
al., 2007; JO et al., 2008; MARTINEZ; CUERVO-LOPEZ; GOMEZ, 2007).

Estas técnicas podem envolver inumeros procedimentos, os quais foram
listados na Tabela 3. A maioria dessas estratégias se aplica aos tratamentos de
superficie, enquanto algumas sdo especificas para a biorremediacdo em solos e agua

subterranea como € o caso da bioventilag&o.
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Tabela 3: Tipos e estratégias de biorremediacéo

Biorremediagao Fundamentos e Defini¢bes

Consiste na degradacao intrinseca ou natural

Passiva ou natural . .
pelos organismos naturais do solo.

Consiste na adicdo de nutrientes, como N e P,

Bioestimulagéo : . . .
para estimular os microrganismos indigenas.

E uma forma de bioestimulacao por adicio de
gases estimulantes como O, e CH,, para
aumentar a atividade microbiana
decompositora.

Bioventilacdo

E a inoculacdo do local contaminado com
Bioaumentacéo microrganismos selecionados para degradagédo
do contaminante.

E a aplicacio e incorporacéo de
contaminantes ou rejeitos contaminados na

“Landfarming” . x .
superficie do solo ndo contaminado para
degradacéo.
E o uso de microrganismos termofilicos
Compostagem aerobios em pilhas construidas para degradar

0 contaminante.

Fonte: Moreira e Siqueira (2002)

Algumas técnicas de biorremediacdo podem ser utilizadas em todas as
tecnologias, visando a otimizacdo do processo de degradacdo dos poluentes pelos
microrganismos. Dentre estas se destacam: a adicdo de nutrientes (bioestimulacdo), que
aumenta a atividade microbiana nativa, e a adi¢cdo de linhagens microbianas exdgenas
degradadoras (bioaumentagdo) (RAIMUNDO e RIZZO, 2002).

2.6.2.1.1 Atenuacéo natural

O conjunto desses processos naturais de eliminagdo de contaminantes é
denominado biorremediacdo intrinseca ou passiva, também chamada de atenuacdo
natural (JACQUES et al., 2007). Assim como a volatilizacao, diluicdo, absor¢do por
vegetais e adsorcao (raizes, matéria organica e solo), a biodegradacdo € um mecanismo
natural de atenuacdo de contaminantes no ambiente, mas o0 Unico capaz de transforma-
los em compostos indculos a saide (CORSEUIL & MARINS,1998).

A remediacdo natural € uma abordagem para a descontaminagdo tanto de
solos como de &guas subterraneas que esta ganhando aceitacdo, principalmente quando

usada em locais contaminados por derramamento de derivados de petréleo, como € o
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caso dos postos de combustiveis. Por serem 0s contaminantes compostos de origem
natural, espera-se que sejam facilmente degradados pela microbiota nativa do solo e
transformados em substancias inertes, CO, e agua (JACQUES et al., 2007,
OSTERREICHER-CUNHA et al., 2007).

Esse processo consiste na remediacdo de um poluente sem acréscimo de
nutrientes ou adequacdo de qualquer condicdo ambiental, e pode ocorrer de maneira
continua devido a adaptacdo natural da microbiota nativa do solo impactado. Esses
microrganismos passam entdo a utilizar o composto organico poluente como fonte de
carbono, ocasionando assim uma reduc¢éo da sua concentracdo ao longo do tempo. Além
disso, o solo contaminado é sujeito ao processo de intemperizacdo natural onde ndo so
0s processos biolégicos estdo envolvidos, mas também processos fisicos e quimicos sdo
responsaveis pela reducdo da concentracdo de poluente no solo (lixiviagéo,
volatilizacdo, etc.). No entanto, o tempo envolvido no processo de atenuacdo natural
costuma ser bastante longo (meses ou anos) 0 que torna necessario, muitas vezes, a
remogdo do solo impactado e encaminhamento do mesmo para tratamento ex-situ
(BAPTISTA e R1ZZO, 2004).

A partir dos estudos de avaliacdo do processo de atenuacao natural, percebeu-
se que ndo é possivel que todo o contetido de hidrocarbonetos provenientes do petréleo
seja completamente mineralizado a CO; no solo usando a descontaminacdo bioldgica. A
biodegradacdo de 10 a 30% dos hidrocarbonetos no solo pode ser limitada pela
incapacidade dos microrganismos autoctones em metaboliza-los eficientemente, seja
pela falta de nutrientes, pela auséncia de degradadores especificos ou pela baixa
acessibilidade dos compostos aos microrganismos degradadores, uma vez que 0S
contaminantes tanto podem incorporar-se ao material organico natural do solo quanto
difundir-se dentro de poros muito pequenos do solo, ou até mesmo pela &gua,
principalmente devido a mistura com o etanol (JACQUES et al., 2007).

CondicOes ambientais desfavoraveis a sobrevivéncia e atividade dos
microrganismos degradadores no solo também sdo capazes de limitar a biodegradacéo.
A umidade, por exemplo, é considerado o fator mais importante no processo de
biodegradacdo, pois uma alta atividade microbiana s6 ocorre se houver uma adequada
disponibilidade de &gua, visto que o teor de agua no solo se relaciona inversamente com
a disponibilidade de oxigénio e, consequentemente, com a atividade dos

microrganismos aerdbicos. Temperaturas abaixo de 25°C e acima de 35°C também
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afetam a atividade microbiana, enquanto que o pH do solo é capaz de comprometer
diretamente a atividade dos microrganismos através dos efeitos dos ions H' na
permeabilidade celular e na atividade enzimatica. O efeito do pH também pode
influenciar a disponibilidade de macro e micronutrientes e, inclusive, na solubilidade de

metais pesados que possam ser toxicos a microbiota.

2.6.2.1.2 Bioestimulacéo

A bioestimulacéo é a adicdo de nutrientes a uma area poluida com o intuito de
estimular o crescimento dos microrganismos, de ocorréncia natural, degradadores dos
compostos quimicos presentes (MROZIK e SEGET, 2010). Esse processo é usado
guando h& a constatacdo de que existem microrganismos capazes de degradar
compostos hidrocarbonados, no local da contaminacdo, e que estes ndo conseguem
manter altas taxas de degradacdo devido a limitagdes fisicas.

Ela concentra-se unicamente na microfauna existente, estimulando sua
atividade pela manipulacdo das condi¢bes ambientais locais (EVANS e FURLONG,
2003). Algumas limitacdes naturais comuns a biodegradacdo de poluentes sdo os altos
niveis de concentracdo de poluentes, falta de oxigénio, pH desfavoravel, falta de
nutrientes minerais, baixa umidade e temperaturas desfavoraveis. Uma variedade de
métodos que modificam as condi¢des ambientais podem ser utilizados para melhorar as
taxas das atividades biodegradadoras da populacdo microbiol6gica autdctone. Uma vez
que as condic¢des naturais limitantes séo corrigidas, a distribuicdo natural existente de
microrganismos permite, em muitos casos, um enriquecimento espontaneo de
microrganismos apropriados (MARIANO, 2006).

Os microrganismos podem ou ndo, inicialmente, ter como alvo o0s
hidrocarbonetos como fonte de alimento. Contudo, os hidrocarbonetos s&o,
supostamente, degradados mais rapidamente do que no processo de degradacgéo natural,
devido a elevacdo da populacdo de microrganismos, causada pelo implemento dos
niveis de nutrientes (SARKAR et al., 2005).

2.6.2.1.3 Bioventilacéo
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A técnica de bioventing, bioventilacdo ou bioaeracdo como é conhecida,
caracteriza-se pela adicdo de oxigénio através do solo para estimular o crescimento dos
organismos naturais e/ou introduzidos pela bioaumentacao.

E uma tecnologia promissora que aumenta a biodegradacdo natural de
hidrocarbonetos de petréleo mediante fornecimento de oxigénio aos microrganismos
existentes no solo. Este processo utiliza baixas vazdes de ar, suficientes apenas para
manter a atividade microbiana. Na maioria dos casos, o oxigénio é fornecido pela
injecdo direta de ar na massa de solo contaminado. (MENEGHETT], 2007)

Quase todos os hidrocarbonetos de petroleo sdo biodegradaveis sob condicdes
aerobicas. O oxigénio € um co-substrato que pode iniciar o mecanismo de
biodegradacdo e, depois de iniciado o metabolismo, pode também funcionar como
aceptor de elétrons para a geracdo de energia. Em altas concentracbes de
hidrocarboneto, a biodegradacdo aerdbia pode ndo ser suficiente para degrada-los
completamente. Quando o0 oxigénio é esgotado e o nitrato estd presente, 0s
microrganismos anaerobios facultativos utilizardo o nitrato como aceptor final de
elétrons em substituicdo ao oxigénio (BORDEN et al., 1995).

A tecnologia de bioventilacdo é um importante meio de remocdo, através de
volatilizacdo, da massa do contaminante e sua destrui¢éo in situ. A aplicacdo de ar e/ou
oxigénio puro, a camada de subsuperficie, estimula o crescimento da populacdo
existente, resultando na reducdo, via potencial oxidativo da microbiota, dos
contaminantes do sitio (FERNADES e ALCANTARA, 2003).

2.6.2.1.4 Bioaumentacao

A bioaumentacdo diz respeito a inocula¢do do solo com culturas puras ou
consorcio microbiano contendo microrganismos selecionados para degradacdo de
contaminantes especificos. Estas adigdes podem ser como organismos endogenos
inalterados, uma cultura seletivamente aclimatada as condicGes particulares a serem
encontradas, ou geneticamente alteradas para adaptar-se as condigdes requeridas.
Alguns métodos de remediacdo de solos simultaneamente bioestimulam a populacéo
residente de bactérias e bioaumentam o processo pela adicdo de fungos no solo sob
tratamento (EVANS & FURLONG, 2003).
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O processo de bioaumento envolve a introducdo de micro-organismos que
tém sido cultivados para degradar vérias cadeias de hidrocarbonetos dentro de um
sistema contaminado. As culturas podem ser derivadas de um solo contaminado ou
obtidas de uma cultura estoque que tenha demonstrado, previamente, capacidade para
degradar esses hidrocarbonetos (SARKAR et al., 2005).

Alisi et al. (2009) trazem que a bioaumentacdo tem diversas vantagens sobre
outras técnicas, pois quando uma populacdo microbiana é injetada, o processo de
degradacdo pode comecar imediatamente. Enquanto que na bioestimulagdo, por
exemplo, envolve uma demora apds a injecdo dos nutrientes, pois conforme a populagéo
microbiana se propaga e caso 0s nutrientes ndo sao especificos, todos 0s
microrganismos irdo se multiplicar potencialmente, diluindo o efeito dos nutrientes.

Conforme afirmam Mrozik e Seget (2010), a bioaumentacdo parece ter um
grande potencial para remediacdo de compostos aromaticos. O passo mais importante
no sucesso da bioaumentacdo € a selecdo de cepas microbianas adequadas. A
eliminacdo mais eficaz de contaminantes pode ser alcancada usando indculos
microbianos isolados em ambientes em que tenha ocorrido contaminagdo ao longo de
varias décadas. O sucesso do bioaumento depende fortemente da capacidade dos

indculos para sobreviver no solo contaminado.

2.7 Derramamento de derivados do petroleo na dgua

Além do problema do descarte da agua produzida, as preocupacgdes
relacionadas ao potencial de contaminacdo de solos e aguas por
vazamento/derramamento de combustiveis vém crescendo, sendo diversas as origens:
acidentes envolvendo o transporte de combustiveis por navios, caminhdes ou dutos e
principalmente devido a vazamentos provenientes de tanques de armazenamento
subterraneos, os quais estdo sujeitos a fortes processos corrosivos (SPILBORGHS,
1997).

Os postos de gasolina também comp&em uma parte significativa do total dos
empreendimentos, implantados nos centros urbanos, que representam potencialmente
uma fonte de impacto ambiental caracterizada por vazamentos de derivados de petroleo
no solo. Os problemas gerados pela contaminacdo do solo e da agua subterranea por

hidrocarbonetos sdo varios. Sanches (1998) aponta trés problemas principais: existéncia
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de riscos a seguranca das pessoas e das propriedades, riscos a saude publica e dos
ecossistemas e restricdes ao desenvolvimento urbano e imobiliario. Segundo Gibotti
(1999), a ocorréncia de vazamentos de hidrocarbonetos configura perigo constante de
incéndio ou explosdo nos locais atingidos. Vapores de gasolina podem explodir sem
ignicdo prévia ao atingirem concentraces da ordem de 14.000 ppm no ar, quando a
mistura de combustivel mais comburente € suficiente para que haja combustdo
espontanea. Além disso, alguns dos compostos organicos, como o BTEX, presentes na
composicdo da gasolina e do Oleo diesel sdo cientificamente comprovados como
carcinogénicos (STOKSTAD, 2004).

No Brasil, postos de gasolina sdo responsaveis por mais da metade dos casos
de contaminacdo do solo e aquiferos, em grande parte devido a falta de um
acompanhamento eficaz e os longos tempos de vida dos tanques de armazenamento
subterraneo de aproximadamente 25 anos (BRITO et al., 2010).

Do ponto de vista do derramamento de petr6leo e derivados no solo, é
relativamente comum a ocorréncia de vazamentos em sistemas de armazenamento
subterraneos de combustivel (em postos de gasolina, por exemplo). Infelizmente, na
grande maioria dos casos, tanto contaminac@es superficiais provocadas junto a bombas
e locais de enchimento dos reservatorios, bem como os vazamentos em tanques de
armazenamento e tubulagdes subterraneas, terminam, com frequéncia por atingir
galerias de esgoto, redes de drenagem de aguas pluviais, po¢os de abastecimento de
agua, etc. (BRITO et al., 2010).

Outra problematica no que se refere a contaminagdo por compostos
monoaromaticos, vem do fato que, no Brasil, adiciona etanol na gasolina em uma
proporcdo de 20 a 26%, porém o comportamento fisico e quimico de seus compostos
presentes é alterado por essa modificacdo. Assim, a medida que se aumenta a
concentracdo do etanol adicionado a gasolina, pode acontecer um aumento de

solubilidade dos hidrocarbonetos arométicos em agua (FENOTTI et al., 2009).

2.8 Dindmica dos compostos do 6leo bruto

As caracteristicas fisico-quimicas dos combustiveis determinam seu
comportamento e de seus constituintes no ambiente, ou seja, a mobilidade dos

combustiveis é influenciada pelas propriedades fisico-quimicas dos hidrocarbonetos
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presentes, dentre as quais, as mais importantes sdo: solubilidade, pressdo de vapor,
densidade, viscosidade e o coeficiente de particdo octanol-dgua. Este coeficiente é
definido como a razdo da concentracdo de um composto organico dissolvido entre o
octanol e a agua, em equilibrio, o qual descreve a tendéncia de participacdo de um
composto entre a fase organica e a fase aquosa. Assim, quanto maior for esta razao,
maior sera a hidrofobicidade do composto. (TROVAOQ, 2006).

O escoamento dos hidrocarbonetos em meio saturado sempre € bifasico por
serem compostos organicos que apresentam baixa miscibilidade em &agua. A fase
composta pelos hidrocarbonetos recebe a denominacdo de NAPL (non-aqueous phase
liquid) ou fase liquida ndo aquosa. Esta, por sua vez, se divide em duas outras fases de
acordo com a densidade dos hidrocarbonetos, sdo elas: LNAPL - light non-aqueous
phase liquid, ou fase liquida ndo aquosa mais leve que a agua, que compreende 0s
hidrocarbonetos associados com a producdo, refino e distribuicdo de produtos do
petroleo, por exemplo, a gasolina, o 6leo diesel e o querosene; e DNAPL - dense non-
aqueous phase liquid ou fase liquida ndo aquosa mais densa que a agua, a qual
corresponde aos hidrocarbonetos utilizados nas atividades industriais, como
hidrocarbonetos clorados, PCBs (bifenilas policloradas), antraceno, pireno entre outros
(GUIGUER, 2000 apud MARIANO, 2006).

Nos casos de derramamentos em solo, primeiramente 0s combustiveis
(LNAPL) tendem a migrar verticalmente, infiltrando no solo chamado de zona ndo
saturada, até atingir o lencol freatico, denominado de zona saturada (FERREIRA,
2000). Conforme Guiguer (2000) apud Mariano (2006), esta infiltracdo é caracterizada
pela formacdo de quatro fases distintas que regulam o processo de migracdo dos
contaminantes: fase liquida residual, fase liquida livre, fase dissolvida e fase vapor. A
formacdo das fases é controlada basicamente pelos fendmenos de dissolucdo,
volatilizagdo e adsorgdo. A fase liquida residual pode existir no solo como residuos
liquidos relativamente imoveis, adsorvidos ou retidos entre os solidos do solo. O liquido
livre ndo residual que passa pelo solo é chamado de fase liquida livre, que ao atingir o
nivel d’4gua subterranea passa a flutuar sobre o mesmo. J& os hidrocarbonetos em fase
dissolvida podem formar peliculas sobre a superficie do solo, ou mesmo plumas de
contaminagdo quando atingem o nivel d’agua subterranea. Porém, os hidrocarbonetos
em fase de vapor podem ser volatilizados pelo vapor do solo, podendo também se

condensar e adsorver-se na superficie sélida ou dissolver-se na agua do solo.
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Segundo Ferreira (2000), a agua de infiltracdo dissolve os componentes
soluveis, como BTEX, pertencentes & LNAPL, e os transportam até a zona saturada, na
forma de uma pluma que se distribui por difusdo. Muitas das substancias tendem a
volatilizar, assim, o gas sofre particdo de modo que uma parte fica retida no solo e outra
migra para o ar, sendo transportados para outras partes do aquifero por difusdo
molecular. Os volateis movem-se primeiramente pela zona saturada e finalmente entram
na camada superficial do solo, onde, dependendo das condigdes fisico-quimicas
retornam para a fase liquida por condensacao.

Diferentemente dos compostos LNAPL, os DNAPL tendem a ocupar a parte
mais profunda dos aquiferos quando o derrame é suficientemente grande. No entanto,
muitas substancias decaem rapidamente ou sdo imobilizadas no solo de maneira que o
nimero de compostos com persisténcia e mobilidade suficientes para deslocar-se até o
lencol freatico e contaminar as aguas subterréneas é relativamente pequeno (CETESB,
2008). Alem de toxicos os DNAPLs sdo muito dificeis de remediar com técnicas de
remediacgdo mais usuais.

Como os hidrocarbonetos usualmente se agregam aos componentes do solo,
isto passa a ser um fator limitante a biodegradacdo dos poluentes. O processo de
biorremediagdo depende da capacidade de assimilacdo dos compostos pelos
microrganismos, e se estes passam a ter disponibilidade limitada, ocorrera dificuldade
na sua degradacdo. Desta forma, ha a necessidade da utilizacdo de substancias que
aumentem a disponibilidade desses poluentes a populacdo microbiana, os surfactantes
que tem a capacidade de reduzir a tensdo superficial dgua/6leo aumentando sua
solubilidade.

2.9 Tensao superficial

A tensdo superficial diz respeito as forgas coesivas entres as moléculas de um
liquido, pois estes tendem a adotar uma forma que minimize sua area de superficie, na
tentativa de manter as moléculas com um maior nimero possivel de vizinhos
semelhantes. As moléculas na superficie ndo tém outras moléculas iguais na sua
vizinhanga e, consequentemente, sofrem uma coesdo mais forte com aquelas

diretamente associadas.
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As forcas coesivas entre as moléculas no interior do liquido s&o
compartilhadas com os atomos vizinhos. Aquelas da superficie ndo tém atomos vizinhos
acima delas, e exibem uma forga atrativa mais forte sobre suas vizinhas mais proximas
na superficie. Este aumento das forcas atrativas intermoleculares na superficie é
chamado de tensdo superficial, como pode ser observado no esquema ilustrativo na

Figura 9.

Figura 9: Esquema ilustrativo das forgas intermoleculares.

Tensio
Superficial

O O O
©
O O O

FONTE: FOGACA, 2015.

2.10 Surfactantes

Os surfactantes sdo compostos formados por moléculas que possuem uma
parte hidrofébica (regido apolar) e uma hidrofilica (regido polar), como pode ser visto
na Figura 10, que tendem a separacdo preferencialmente na interface entre fases fluidas
com diferentes graus de polaridade e ligacdes de hidrogénio, tais como interfases
Oleo/agua ou ar/agua. Atuam nas tensGes superficial e interfacial e formam
microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em &gua e vice versa. A
eficacia dos surfactantes é determinada através da capacidade de reduzir a tensdo
superficial, que é a medida de energia livre por unidade de area, necessaria para trazer
uma molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN, 1978 apud
MULLIGAN, 2005).
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Figura 10: llustra¢cdo de um mondmero de tensoativo.

Grupo Grupo
Hidrofilico Hidrofobico

FONTE: SILVA, 2010.

Desta forma, os surfactantes sdo uma ampla classe de moléculas anfipaticas
(com dominio polar e apolar) que apresentam uma grande variedade de aplicacdes, tanto
industriais como na limpeza de locais contaminados com hidrocarbonetos. Contudo,
surfactantes sintéticos mostram alta toxicidade, baixa biodegradabilidade e eficiéncia

somente em faixas pequenas de pH e temperatura.

2.11 Biossurfactante

Devido as limitacbes dos surfactantes sintéticos, o interesse pelos
biossurfactantes (surfactantes de origem microbiana), produzidos por certas bactérias,
leveduras e fungos, tem aumentado devido a baixa toxicidade, natureza biodegradavel e
eficiéncia em valores de temperatura, pH e salinidade extremos e seu papel na
recuperacdo de ecossistemas pela aceleracdo da biodegradacdo dos hidrocarbonetos
provenientes de vazamentos. Além disso, alguns biossurfactantes apresentam
capacidades anti-fangicas, anti-virais e de sor¢do de metais e sdo usados na industria do
petroleo para aumentar a recuperacao do petroleo (OLIVEIRA et al., 2005; PRUTHI e
CAMEOTRA, 1997).

Os biossurfactantes apresentam as mesmas caracteristicas dos surfactantes
quimicos, isto €, reduzem as tens@es interfacial e superficial, tanto em solugdes aquosas
quanto em misturas de hidrocarbonetos. Possuem uma estrutura comum, cuja porgao
hidrofilica pode ser composta de aminoacidos ou peptideos, mono, di ou

polissacarideos, enquanto a porcdo hidrofébica € constituida de uma cadeia
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hidrocarb6nica de um ou mais acidos graxos, saturados ou insaturados (DESAI e
BANAT, 1997).

Sao muitas as vantagens apresentadas pelo biossurfactante quando comparado
aos de origem sintética, tais como (KOSARIC, 2001):

« Alta biodegradabilidade;

+ Baixa toxidade;

«  Biocompatibilidade e biodigestividade, que permitem suas aplicagdes em
cosméticos, produtos farmacéuticos e como aditivos em alimentos;

» Possibilidade de producdo a partir de fontes de baixo custo e residuos
industriais;

» Especificidade de aplicaces, ja que sdo moléculas organicas complexas,
com grupos funcionais especificos;

» Uso em biorremediacdo de locais impactados por 6leo e biodegradacao e
detoxificacdo de efluentes industriais;

» Eficécia em condicGes extremas de temperatura, pH e salinidade.

Os biossurfactantes, ao serem excretados durante o crescimento microbiano,
auxiliam o transporte e a translocacdo de substratos insolUveis através da membrana
celular. Estes biotensoativos podem ser encontrados como moléculas intracelulares,
serem secretados pelas células microbianas, ou ficarem aderidos a superficie dessas
células com a funcéo de facilitar a entrada de compostos pela membrana celular ou para
aumentar a biodisponibilidade das substancias hidrofébicas (MARIANO et al., 2006;
CAMEOTRA & SINGH, 2009).

2.12 Principais biossurfactantes e microrganismos produtores

Enquanto os surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com a
natureza de seu grupo polar, os biossurfactantes séo classificados com base em sua
natureza bioquimica. As principais classes incluem: glicolipideos, fosfolipideos,
lipopeptideos ou lipoproteinas (DESAI e DESALI, 1993).

Essas classes e seus microrganismos produtores correspondente estdo

distribuidos entre uma extensa variedade de géneros, como mostrado na Tabela 4.
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Tipo de Biossurfactante

Microrganismo

Glicolipideos
e Ramnolopideos
e Soforolipideos
e Trealolipideos

Pseudomonas aeruginosa

Torulopsis bombicola, T. apicola

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium SP

Lipopeptideos e Lipoproteinas
e peptideo-lipideo
e viscosina
e serrawetina
e surfactina
e subtilisina
e gramicidina
e polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Acidos graxos, Lipideos neutros e
Fosfolipideos

e 4cidos graxos

e lipideos neutros

o fosfolipideos

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Surfactantes poliméricos

e emulsan
e biodispersan
e liposan

e carboidrato-lipideo-proteina
e manana-lipideo-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfactantes particulados
e vesiculas
e células

Acinetobacter calcoaceticus
Vaérias bactérias

FONTE: DESAI e BANAT (1997)

Dentre esses, os ramnolipideos produzidos por Pseudomonas spp. sao

extensamente estudados.

2.13 Pseudomonas aeruginosa

Dentre todos os grupos de organismos, as bactérias desempenham o papel

mais importante na biorremediacdo de solos e aguas subterr@neas. O género mais

comum de bactérias que se encontram no solo sdo: Pseudomonas, Arthrobacter,

Achromobacter, Micrococcus, Acinetobacter< Brevibacterium, Corynebacterium,

Vibrio e Flavobacterium. Dentre estes, o género Pseudomonas, que engloba uma
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diversidade de espécies que partilham uma elevada versatilidade metabdlica, ocorre
com extrema frequéncia em solos e processos de tratamento bioldgicos.

A Pseudomonas aeruginosa, bactéria gram-negativa, pode ser isolada de
diferentes habitats incluindo a agua, o solo e plantas, € um patégeno oportunista
humano que causa infec¢des nosocomial sérias e também ¢é resistente a antibidticos. Sob
condi¢cBes ambientais especificas esta bactéria produz um biossurfactante contendo o
glicolipideo ramnose. O tipo e a proporcdo do ramnolipideo produzido dependem da
cepa, da fonte de carbono utilizada e das condicdes de cultivo. (FONTES et al., 2008)

A cultura de Pseudomonas produz primeiramente duas formas de
ramnolipideos: ramnosil-B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato (mono-ramnolipideo) e
L-ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-f-hidroxidecanoato (di-ramnolipideo)
(Sanchez et al., 2007).

2.14 Ramnolipideos

Os ramnolipideos constituem uma das classes mais interessantes dos
biossurfactantes por causa de suas caracteristicas vantajosas. Com respeito a sua
producdo, mostram rendimentos elevados em comparacdo a outros biossurfactantes,
bem como diversos materiais renovaveis, tais como 06leos ou residuos da industria de
alimento, podem ser usados como fontes do carbono (Sanchez et al., 2007).

Diferentes tipos de cepas de Pseudomonas aeruginosa produzem diversos
homdlogos estruturais de ramnolipideos. O tipo produzido depende da cepa bacteriana,
da fonte do carbono usada, e da estratégia do processo (Lang &Waullbrandt, 1999).

Os principais glicolipideos produzidos por P. aeruginosa sao oS
ramnolipideos dos tipos 1 e 2, L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato e L-
ramnosil-L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato, respectivamente. A
formagao de ramnolipideos 3 e 4, contendo uma molécula de acido B-hidroxidecandico
e uma ou duas unidades de ramnose, respectivamente, metil-ésteres derivados dos
ramnolipideos 1 e 2 e ramnolipideos com outras cadeias de acidos graxos também ja
foram previamente reportadas (Kronemberger et al., 2007). Na Figura 11, pode ser

observado as estruturas dos 4 tipos de ramnolipideos.
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Figura 11: Estrutura dos ramnolipideos 1-4
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FONTE: TUMMELER, EFFENBERGER E SYLDATK (2003)

Os ramnolipideos consistem de uma ou duas moléculas de ramnose ligadas a
uma ou duas cadeias de acido graxo, com 8-12 atomos de carbono, que podem ser

saturados ou insaturados (SIM et al., 1997).

2.15 Modelos cinéticos de crescimento microbiano

O conhecimento da cinética de crescimento microbiano em compostos toxicos e
das relacbes entre maltiplos substratos presentes no meio sdo fundamentais para a
otimizagdo e alcance de processos mais eficientes.

Assim, a modelagem da cinética de biodegradacdo destes compostos possibilita
0 estudo da influéncia dos parametros do processo no crescimento da biomassa e
consumo dos substratos, alem da formacdo de produtos, sendo importante para a
compreensdo da fisiologia microbiana, bem como mecanismos de controle interno.

A modelagem cinética utilizando modelos para um Unico substrato, como 0s
classicos modelos de Monod e Andrews (SEGEL, 1975; YOON et al., 1977), parte da

hipdtese de que os dados experimentais sdo baseados somente na fisiologia microbiana,
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e apesar de serem inadequados para descrever os mecanismos complexos de regulacéo
interna, sdo fundamentais para o entendimento da cinética no nivel da populagdo

microbiana.

2.15.1 Modelo de Monod

Monod admite que todos 0os componentes do meio de cultura, menos um, estéo
presentes em altas concentracfes balanceadas, tal que mudancas nestas condi¢cdes nao
afetam significativamente a taxa de crescimento celular. Assim, um simples
componente torna-se limitante (substrato), e somente as variagdes na concentragao deste
componente causariam alteracbes no comportamento do meio de cultura (BAILEY &
OLLIS, 1986).

A equacdo de Monod relaciona a taxa de crescimento em funcdo da
concentragdo do substrato. A constante de Monod Ks, denominada constante de
saturacdo, representa o valor da concentracdo de substrato S no qual a taxa de
crescimento especifico € igual a metade do seu valor maximo, e indica especialmente a
afinidade do microrganismo ao substrato (SCHIMIDELL et al, 2001).

Para um cultivo em batelada, que é caracterizado pela vazao volumétrica nula, o
balango de massa para a biomassa, para o0 substrato e o produto pode ser expresso pelas

Equacdes 1, 2 e 3, respectivamente:

dX(6)  Hpx * S(t)

dt  Ks+S(@) X M
ds(t) = 1 My * S(t)

dt Yz Ks+S@) X(®) @)
dP(t) py . * S(E)

dt P TR 1S *X@® ®
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2.15.2 Modelo de Andrews

O modelo de Andrews segue as mesmas suposi¢cbes do modelo de Monod e
também, conforme SHALABY (2003), é baseado na taxa de crescimento especifico
(ALLSOP et al., 1993). Porém este possui a capacidade de expressar a inibicdo pelo
substrato.

Assim, para um cultivo em batelada, o balan¢o de massa para a biomassa, para o

substrato e o produto pode ser expresso pelas Equacoes 4, 5 e 6, respectivamente:

dX(6)  Hpgx * S(t)

* X(t) (4)
dt ks +S(t) + S%z
1

ds(t) 1 Mo * S(E)
= *

2. O 6
at Ve Ks+5(0)+ %
aP (o) e * S(O)
dt = p/x * e s(t)2 * X(t) (6)
Ks + S(t) + X
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3 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo apresentadas as técnicas e os materiais utilizados para a

realizacdo de cada etapa do estudo. Inicialmente serd apresentado o processo utilizado
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para o desenvolvimento e preservacao das bactérias. Em seguida, a explicacdo de como

foi realizado o ensaio para determinacgdo do crescimento e producdo de biossurfactante,

além da taxa de biorremediacdo de 4&guas contaminadas com compostos
monoaromaricos (BTEX). Todas as técnicas descritas foram realizadas no Ndcleo de

Petroleo e Gas Natural (NUPEG) e no Laboratdrio de Engenharia Ambiental e Controle

de Qualidade (LEACQ — DEQ/UFRN).

A Figura 12 abaixo mostra o fluxograma simplificado das etapas realizadas

no estudo.

Figura 12: Fluxograma experimental.
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3.1 Desenvolvimento das bactérias em solo

Sabendo que o solo é um dos habitats naturais de Pseudomonas aeruginosas,
utilizou-se 1,5 kg de areia com diametro entre 0,8 e 1,2 mm, a qual foi acondicionada
em bandejas plasticas, como mostrado na Figura 13, e enriquecida com uma solucéo
petréleo/diesel de 2,5 g/L, de modo que ficassem com uma concentracéo de 2% v/m. O
solo também foi umedecido com uma solucdo nutritiva com a seguinte composicao:
KH,PO,4 0,5 g/L; MgS0O,4.7H,0 0,5 g/L; CaCl, 0,01 g/L; NaNO3 7,0 ¢g/L; KCI 0,1 g/L;
K,HPO4 1,0 g/L e FeSO,4.7H,0 0,01 g/L também foi utilizada uma concentracédo de 2%

vim.

Figura 13: Solo contaminado para o desenvolvimento das bactérias.

Durante 25 dias foi promovido, em intervalos regulares de cinco dias, a
aeracao e a exposi¢do ao sol das bandejas que continham o solo. Nesse periodo, também
eram recolhidas amostras que foram submetidas a andlises bacteriol6gicas para
identificacdo e quantificacdo da espécie Pseudomonas aeruginosa.
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3.2 Analise do solo para identificagdo e quantificacédo das bactérias

Utilizando erlenmeyers de 125 mL, amostras de 1 g de areia foram diluidas
em 100 mL de &gua destilada. Esse sistema foi submetido a agitacdo de 200 rpm por 24
horas para que houvesse 0 maximo de contato do solo com a agua, possibilitando,
assim, a transferéncia dos microrganismos para a agua. O mecanismo utilizado pode ser

observado na Figura 14 abaixo.

Figura 14: Mecanismo para transferéncia das bactérias da areia para agua.

Apo0s as 24 horas realizaram-se diluicdes em série das amostras, de modo a
permitir a inoculagdo no meio qualitativo Acetamide Agar e no quantitativo Cetrimide
Agar, ambos meios seletivos para as Pseudomonas aeruginosas. Os indculos
permaneceram por dois dias em uma estufa regulada em 35 °C, conforme especifica¢oes
do meio.

Posteriormente foi realizada a contagem das col6nias que se desenvolveram

durante o periodo de inoculagdo.
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3.3 Preservacéao das bactérias

As colbnias que se desenvolveram, apds serem quantificadas, foram repicadas
e transferidas para o meio skin milk (JALILI, 2010), concentracdo de 15% em massa,
como mostrado na Figura 15, onde foram preservadas a uma temperatura de -10 °C de

modo a permitir sua posterior utilizacdo.

Figura 15: Pseudomonas aeruginosas preservadas em skin milk.

3.4 Desenvolvimento das bactérias preservadas

As bactérias que mostraram melhor adaptacdo ao solo contaminado com 6leo
bruto foram utilizadas para a analise do seu crescimento e da producdo do
biossurfactante.

Desta forma, as bactérias presentes no skin milk foram transferidas para
placas petri contendo o meio nutriente Count Plante Agar e colocadas na estufa regulada
com uma temperatura de 30 °C durante 48 horas, conforme especificacbes do meio,
para o seu completo desenvolvimento.
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3.5 Ensaio de biodegradagdo de compostos monoaromaticos

As colbnias desenvolvidas foram repicadas e transferidas para um pré-inéculo
com uma solucgéo nutriente de peptona 2% em massa, onde permaneceram no shaker em
agitacdo de 200 rpm e 30 °C durante 10 horas (MIGUEZ, 2012). Apo0s essa etapa, as
bactérias j& estavam preparadas para os ensaios. A Figura 16 abaixo mostra a mudanca
de cor da solucdo inicial, indicando a produgéo de biomassa.

Figura 16: Solugéo de peptona apés 10 horas de incubacao.

Utilizou-se como meio liquido para a avaliagdo da producdo de
biossurfactante, do crescimento celular e consumo do substrato, o0 meio mineral descrito

por Robert et al., 1989, cuja composicao pode ser encontrada na Tabela 5 abaixo.

Jéssica Maria Damido de Arruda Cdmara - Dissertacdo de Mestrado — PPGEQ- UFRN



56

Tabela 5: Composicdo do meio mineral.

Composto Concentracéo (g/L)
NaNO3 7,0
KCI 0,1
KH,PO, 0,5
K;HPO, 1,0
CaCl, 0,01
MgS0O,4.7H,0O 0,5
FeSO,.7H,0O 0,01

Apos ajuste de pH para 7,0 com NaOH ou HCL 1N, quando necessério, 0
meio de cultivo foi esterilizado em autoclave a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

Nos ensaios, empregou-se 0 composto monoaromatico a ser testado com
concentracdes variando de 40 a 200 ppm, dependendo do composto. Esta faixa foi
escolhida de acordo com a solubilidade de cada composto e dos valores das
concentracdes dessas substancias em vazamentos, de acordo com Fernandes (1997).
Todos os experimentos foram incubados em mesa agitadora, a 20°C e 200 rpm. Os
testes foram realizados em erlenmeyers de 125 mL, contendo um volume final de 50
mL de meio de cultivo. Os recipientes foram inoculados com 2% da suspenséo celular
das Pseudomonas, obtida do cultivo da solucéo de peptona, e mantidos durante 3 horas

no shaker, como mostrado na Figura 17.

Figura 17: Testes de biodegradacao.
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As amostras foram retiradas a cada 15 minutos, para analise de crescimento

celular, producdo de ramnose e consumo de carbono.

3.6 Determinacdes analiticas

3.6.1 Determinacédo da concentracao celular

A concentracdo celular foi determinada através da massa seca pelo método
descrito por Vitolo (1995). Para tanto, amostras do meio fermentado foram filtradas
através de uma membrana previamente tarada, seguida da introducdo do sistema
(membrana + células) em estufa a 105°C. Ap6s 2 horas de secagem, a membrana era
acondicionada em um dessecador com silica gel até resfriar e, sé entdo, a membrana
com a massa celular seca era pesada. A determinacdo da massa seca foi feita pela
diferenca dos pesos final e inicial das membranas.

As membranas utilizadas para a execuc¢do dessa analise foram as membranas

de ultrafiltracdo de diametro de poro de 0,45 pm e marca MILLIPORE®.

3.6.2 Determinacao da concentracao de biossurfactante

A producdo do ramnolipideo foi quantificada colorimetricamente em termos
de concentracdo de ramnose produzida no meio de cultivo, através da analise de 6-
deoxihexose (CHANDRASEKARAM e BEMILLER, 1980).
Preparo dos reagentes:
Solucédo A:
* 90 mL de H,SO4
» 15 mL de &gua destilada

Esta solucdo pode ser preparada anteriormente e estocada em frasco &mbar.

Solucéo B:
* 0,2 mL de &cido tioglicolico
« 5,8 mL de &gua destilada

Esta solugéo deve ser preparada apenas no momento de uso.
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O procedimento consiste em, no tubo de ensaio, adicionar 1mL da amostra
contendo ramnose juntamente com 4,5 mL da solucdo A e incubar por 10 minutos a
100°C. Apos a solucdo ter resfriado a temperatura ambiente, adicionar 0,1 mL da
solucdo B, homogeneizar os tubos e guardar em local com auséncia de luz por trés
horas. Passado esse tempo, deve-se realizar a leitura de absorbancia a A= 400 nm e
A=430 nm no espectrofotometro UV visivel.

Antes de realizar a leitura das amostras, foi preparada uma curva padrdo de
ramnose, a partir de uma solucéo inicial de ramnose comercial 100 mg/L. Esta solucdo
foi diluida em concentragdes de 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 90 mg/L. Aplicou-se o
procedimento citado acima para cada uma das diluigdes e foi realizada a leitura da
absorbancia (A= 400 nm e A=430 nm) das mesmas. A leitura em A=430 nm indica a
interferéncia de outros acucares.

Com os resultados, subtraiu-se o valor obtido na leitura a A=430 nm do obtido
na leitura a A= 400 nm, para se obter o valor da absorbancia final. A Figura 18 abaixo

apresenta a curva padrdo de ramnose, a partir da qual se obteve a seguinte expressao:

Absorbancia final — 0,0355
0,0185

[ ]deramnose = ( ) * fator de dilui¢do

Figura 18: Curva de calibra¢do da Ramnose.

Curva de Calibragao - Ramnose
g ° ‘
< 1,6
E 14 _
£ y = 0,0185x+ 0,035
g 12 . R? = 0,9965
E 1
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@ €06 .
et ’ —— Linear (Ramnose)
g 04
o
g 02
s 0
5 0 20 40 60 80
(W]

Concentragdo (ppm)

Para a determinacdo da concentracdo de ramnose das amostras retiradas, foi

utilizado o sobrenadante livre de células para realizar 0 mesmo procedimento citado
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anteriormente. A equacdo foi utilizada para a conversdo dos dados de absorbancia a

concentracéo equivalente.

3.6.3 Determinacao da concentracdo de monoaromaticos

A determinacdo do consumo do substrato foi determinada por cromatografia
liquida. Para tanto foi utilizada uma coluna C18 HPLC column Varian de 15
centimetros de comprimento e 4,6 milimetros de diametro interno, com uma solucéo de
70% de acetronitrila e 30% de 4gua em volume, a uma vazdo de 1 mL/min, e injetando

50 microlitros da amostra.

3.7 Procedimento para a identificacdo dos parametros cinéticos

Para a estimativa inicial dos parametros foi utilizada uma técnica conceitual
simples, que pode ser obtida através de duas regressdes lineares. A primeira, como
observado na figura 7 abaixo, correlaciona o inverso da velocidade especifica de
crescimento (1/p) com o inverso da concentragdo de substrato (1/S), conhecido como o
grafico de Lineweaver-Burk, onde o coeficiente angular é igual a (Ks/um) € 0
coeficiente linear a (1/pm). A segunda regressdo linear correlaciona os dados do
crescimento celular em relacdo ao consumo do substrato para diferentes intervalos de
tempo. O coeficiente angular dessa correlagdio é igual ao pardmetro Yxs
(SCHIMIDELL et al, 2001).

1 1 Ks
— = 4

'ux 'uma'x 'uma'x

*S(¢) (7)

A partir dos valores iniciais, os valores do modelo de acordo com Monod e
Andrews foram determinados utilizando o método de Runge-Kutta quarta ordem. A
avaliacdo da eficiéncia dos modelos € feita por meio do valor minimo da fungéo
objetivo global, dada pelos minimos quadrados. Para as variaveis substrato (S),
biomassa (X), o célculo da funcdo objetivo é dado pelas Equagdes 8, 9 e 10,

respectivamente :
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo s@o discutidos os resultados obtidos por cada uma das técnicas
aplicadas na pesquisa. Inicialmente serdo apresentados os resultados para o0
desenvolvimento das bactérias do tipo Pseudomonas aeruginosa no solo, em seguida o0s
resultados para os ensaios em meio liquido para os testes de biorremediacdo de
compostos monoaromaticos, juntamente com os resultados obtidos dos parametros

cinéticos a partir dos modelos de Monod e Andrews.

4.1 Resultado do desenvolvimento das bactérias em solo

Durante 25 dias foi analisada, tanto quantitativamente como qualitativamente, a
presenca de bactérias do tipo Pseudomonas aeruginosa em solo manualmente

contaminado. O resultado pode ser observado na Figura 19 abaixo.

Figura 19: Quantificacdo das bactérias em solo.

Curva de crescimento bacteriano no
solo
25000
,é 20000
& 15000
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=
0
0 5 10 15 20 25
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Pode-se observar que ocorreu um crescimento da quantidade de colbnias ativas
até o vigésimo dia. Portanto, apenas durante o periodo de desenvolvimento das bactérias

é que as coldnias foram repicadas e preservadas em meio skin milk.
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4.2 Teste de biorremediacdo para compostos monoaromaticos

A seguir sdo mostrados os resultados obtidos nos testes de biorremediacéo,
utilizando como fonte de carbono compostos monoaromaticos sollveis em agua, ou
seja, benzeno, tolueno e etilbenzeno. Estes ensaios tiveram como objetivo avaliar o
crescimento microbiano, a producédo de biossurfactante e o consumo de carbono.

Para cada composto, o teste foi realizado em cinco concentragdes distintas,
visando descobrir a cinética de crescimento e 0 comportamento da bactéria para baixas
e altas concentracdes da fonte de carbono. Em todos os ensaios, a inoculacdao foi
realizada no meio de cultura favordvel ao desenvolvimento das Pseudomonas

aeruginosas, sob temperatura controlada e agitacdo adequada.

4.2.1 Tolueno

Os resultados dos experimentos obtidos nos testes de biorremediacdo para o
tolueno podem ser observados nas Figuras 20 e 21, abaixo, onde estdo representados
tanto os valores experimentais do consumo do substrato (S) quanto de crescimento da

biomassa (X) ao longo do tempo (h), respectivamente.

Figura 20: Consumo de substrato em relagéo ao tempo.
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Figura 21: Crescimento da biomassa em relagéo ao tempo.
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E possivel verificar que as curvas de consumo de substrato apresentam
conformacdo semelhante e apds 2 horas quase todas apresentaram um valor proximo a
zero. Sendo que para maior concentragdo, de 170 mg/L, no tempo de 1,5 horas, 0
consumo de substrato j& era superior a 80 %. Drakou et. al, 2015, conseguiram uma
remocao proxima de 100% de tolueno apenas em 24 h e para uma condi¢do de alta
salinidade, 20 g/L de NaCl. EL-Naas et al. (2014), em seu artigo sobre biodegradacéo
dos BTEX, fizeram uma compilacéo de resultados de remocao de tolueno em diferentes
meios de cultivo e para diferentes microrganismos. Os autores apresentaram remocoes
acima de 80 % mas sempre para tempo de reacdo a partir de 24 horas.

Nas curvas de crescimento de biomassa, foi possivel verificar que nenhuma
apresentou uma fase lag de crescimento, o que evidencia que ndo foi necessario um
periodo de adaptacdo ao substrato e uma boa realizacdo do pré-indculo. Isso pode ser
comprovado ao plotar a curva de InX versus o tempo, 0 que indicou o inicio da fase
exponencial de crescimento nos instantes iniciais de cultivo. Também foi possivel
observar que, com a reducdo da disponibilidade de carbono, ocorreu uma reducéo na
taxa de crescimento da Pseudomonas aeruginosa, esse fato tambem pode ser observado
no estudo realizado por Drakou et al (2015) e Malhoutier et al (2014).

As tabelas contendo os dados experimentais e 0 valor do desvio padrdo em cada
medida pode ser observado no Anexo I. O baixo valor do desvio padrdo mostra que o

processo de mensuracéo utilizado obteve uma boa preciséo.
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Com base nesses resultados foram obtidos os parametros cinéticos do modelo de
Monod, obtidos com a modelagem pelo método de Runge-Kutta quarta ordem, que
encontram-se expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Parametros cinéticos para o modelo de Monod.

Parametros 50-170 mg/L
Mmax (h-l) 1,72
Ks (mg/L) 16,53

Y s (Mg/mg) 0,84

Os gréficos que representam em conjunto os dados experimentais e os dados
calculados podem ser observados abaixo. O baixo valor das funces objetivo mostra

uma boa acuracia dos valores calculados.

Figura 22: Simulagdo do modelo de Monod e dos dados experimentais para o consumo de tolueno.
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Figura 23: Simula¢do do modelo de Monod e dos dados experimentais para o crescimento da biomassa.
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O valor de pmax mostrou-se condizente com outros estudos realizados para
diferentes tipos de Pseudomonas: 0.17 h™ para Pseudomonas putita (Mathur, 2010),
0.42 h* para Pseudomonas putita 54G (Mirpuri, 1997), 1.56 h™ para Pseudomonas
putita Ol (OH et al, 1994) e 0.78 h™* para Pseudomonas putita F1 (Bordel, 2007).

A constante de saturacdo (Ks), que é definida como a concentracdo do substrato
no qual px é igual a metade de pmax, também assumiu valores semelhantes aos
apresentados na literatura: 62.56 mg/L para Pseudomonas putita (Mathur, 2010), 3.98
mg/L para Pseudomonas putita 54G (MIRPURI et al, 1997), 15.07 mg/L para
Pseudomonas putita Ol (OH et al, 1994) e 5.00 mg/L para Pseudomonas putita F1
(BORDEL et al, 2007). Ja o estudo realizado com Rhodococcus erythropolis, por
Malhautier et al. (2014), o valor obtido da constante de saturacdo foi de 0.39 mg/L,
indicando um menor efeito inibitorio sobre esse microrganismo.

Observou-se também que a Pseudomonas aeruginosa apresentou uma boa taxa
de mineralizacdo, j& que os valores de Y,s OU Seja a taxa de substrato que é
transformada em biomassa, foram maiores do que 0s apresentados na literatura para
Pseudomonas putita F1: 0.60 (ROBLEDO-ORTIZ et al., 2011), 0.58 (ABUHAMED et
al., 2004).

Para avaliar a capacidade do modelo de se ajustar aos dados experimentais,
inicialmente foi feita a analise grafica e a consisténcia fisica dos parametros obtidos.
Como estes apresentaram bons resultados, foi realizado o método da Analise de

Variancia (ANOVA). Neste foi calculado a soma dos desvios das previsoes feitas pelo
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modelo, em relacdo a média global, e a soma das diferencas entre os valores observados

e os valores previstos. Os resultados encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: ANOVA para os dados do tolueno.

Fonte de Soma n° de Média F
variacao Quadratica G.L. Quadratica
50 mg/L (R* = 0.896)
Regressao 7896.84 2 3948.42 81.72°
Residuos 918.01 19 48.32
Total 8814.85
80 mg/L (R*=0.971)
Regressao 18714.37 2 9357.19 315.79°
Residuos 562.99 19 29.63
Total 19277.36
100 mg/L (R® = 0.980)
Regressao 31636.17 2 15818.08 474.31°
Residuos 633.64 19 33.35
Total 32269.81
120 mg/L (R = 0.976)
Regressao 46201.46 2 23100.73 385.83°
Residuos 1137.57 19 59.87
Total 47339.03
170 mg/L (R* = 0.971)
Regressao 97417.41 2 48708.71 323.49°
Residuos 2860.90 19 150.57
Total 100278.31

*F2:10:005=3,52

Para o0 modelo ser bem ajustado, a soma quadratica residual deve ser pequena, de
modo que os valores observados e previstos sejam proximos. E, desta forma, a soma
quadratica total deve ser aproximadamente igual a soma quadratica da regressao.

Outra forma de avaliar o modelo é pelo teste F. Baseado nele, o modelo

encontrado é preditivo, uma vez que o valor de F, calculado pela razdo entre a média
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quadratica da regressdo e a média quadratica dos residuos, foi maior do que o valor de F
critico e o menor coeficiente de regressdo encontrado (0,896) foi préximo da unidade.
No que se refere a propor¢do da producdo do ramnolipideo pelo crescimento
celular (Yp), observa-se que os mais altos valores, ou seja, quando apresenta uma
maior producdo de biossurfactante, séo obtidos quando a concentracdo de tolueno € alta.

Esses valores foram obtidos através da Equacao 10.

Vo, =T 10
Pl T = Xo) (10

Os valores obtidos encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de Yp/x para o tolueno.

Concentracdo (mg/L) Yeix (Mg/mg)
50 0.09
80 0,11
100 0.11
120 0.14
170 0.18

O mesmo desempenho foi observado nos trabalhos de Santos et al. (2002), que
obtiveram como melhor valor 0,487 g/g, e de Sousa et al. (2011), que obtiveram como
melhor resultado 3,125 g/g, porém ambos trabalharam com glicerina como substrato.

Também foi possivel calcular a conversdo de substrato consumido em

biossurfactante, sendo expresso pela Equacéo 11.

Pr

So—5) (0

YP/S =

Os valores obtidos encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Valores de Y5 para o tolueno.

Concentracdo (mg/L) Yeix (Mg/mg)
50 0.09
80 0,10
100 0.10
120 0.13
170 0.17

Embora esses valores dependam da espécie do microrganismo, com relacdo a
um determinado substrato, ndo dependem somente da natureza deste; os demais
componentes do meio também exercem influéncia sobre tais conversdes, bem como o

tempo de mistura e a transferéncia de oxigénio do sistema de agitacéo.

4.2.2 Etilbenzeno

Os resultados dos experimentos obtidos nos testes de biorremediacdo para o
etilbenzeno podem ser observados nas figuras 24 e 25, abaixo, onde estdo representados
tanto os valores experimentais do consumo do substrato (S) quanto de crescimento da

biomassa (X) ao longo do tempo (h), respectivamente.

Figura 24: Consumo de substrato em relagéo ao tempo.
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Figura 25: Crescimento da biomassa em relagéo ao tempo.
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Pode-se verificar que, assim como o que foi observado para o tolueno, as curvas
de consumo de substrato apresentam conformacdo semelhante e apds 2 horas quase
todas apresentaram um valor proximo a zero. Sendo que para maior concentracdo, de
150 mg/L, o consumo de mais de 80% do substrato s6 foi atingido apo6s 1,75 hora.
Garcia-Pena et. al, 2008, conseguiram uma remocao proxima de 90% de etilbenzeno,
para uma concentracdo inicial de 40 mg/L, em apenas 10 dias através do fungo
Paecilomyces variotii. Parameswarappa et al (2008) atingiram uma remogéo de quase
100% de etilbenzeno em 120 horas através das Pseudomonas fluorescens-CS2. EL-Naas
et al. (2014), em seu artigo sobre biodegradacdo dos BTEX, fizeram uma compilacéo de
resultados de remogéo de etilbenzeno em diferentes meios de cultivo e para diferentes
microrganismos. Ele apresentou remog¢des acima de 100% mas sempre para tempo de
reacao a partir de 48 horas.

Nas curvas de crescimento de biomassa, foi possivel verificar que, como as
obtidas utilizando o tolueno, nenhuma apresentou uma fase lag de crescimento, o que
evidencia que ndo foi necessario um periodo de adaptacdo ao substrato e uma boa
realizacdo do pré-indculo. Isso pode ser comprovado ao plotar a curva de InX versus o
tempo, o que indicou o inicio da fase exponencial de crescimento nos instantes iniciais
de cultivo. Também foi possivel observar que, com a reducdo da disponibilidade de
carbono, ocorreu uma reducdo na taxa de crescimento da Pseudomonas aeruginosa,
esse fato também pode ser observado no estudo realizado por Drakou et. al, 2015, e
Malhoutier et. al, 2014,
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As tabelas contendo os dados experimentais e o valor do desvio padrdo em cada
medida pode ser observado no Anexo I. O baixo valor do desvio padrdo mostra que o
processo de mensuracédo utilizado obteve uma boa preciséo.

Com base nesses resultados foram obtidos os parametros cinéticos do modelo de
Monod, obtidos com a modelagem pelo método de Runge-Kutta quarta ordem, que

encontram-se expressos na Tabela 10.

Tabela 10: Parametros cinéticos para o modelo de Monod.

Parametros 40-150 mg/L
Hmax (h) 1,48
Ks (mg/L) 7,53
Y5 (Mg/mg) 0,85

Os gréficos que representam em conjunto os dados experimentais e os dados
calculados podem ser observados abaixo. O Baixo valor das fung¢Ges objetivo mostra

uma boa acuracia dos valores calculados.

Figura 26: Simulagdo do modelo de Monod e dos dados experimentais para o consumo do etilbenzeno.
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Figura 27: Simula¢do do modelo de Monod e dos dados experimentais para o crescimento da biomassa.
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O valor de pmax mostrou-se condizente com outros estudos realizados para
biodegradacdo do etilbenzeno. Apesar de ndo serem encontrados na literatura valores
que expressem 0s parametros para 0 modelo de Monod, no estudo realizado com o
microrganismo Rhodococcus rhodococcus (Trigueros, 2010) foi obtido um valor
semelhante.

A constante de saturacdo (Ks) apresentou uma ordem de grandeza maior do que
o valor observado em outro estudo: 1,75 mg/L para Rhodococcus rhodococcus
(Trigueros, 2010), o que indica um menor efeito inibitorio sobre esse microrganismo.

Observou-se também que a Pseudomonas aeruginosa apresentou uma boa taxa
de mineralizacdo, ja que os valores de Yys Ou seja a taxa de substrato que é
transformada em biomassa, apresentando valores semelhantes ao do tolueno.

Para avaliar a capacidade do modelo de se ajustar aos dados experimentais,
inicialmente foi feita a analise gréfica e a consisténcia fisica dos parametros obtidos.
Como estes apresentaram bons resultados, foi realizado o método da Anélise de
Variancia (ANOVA). Neste foi calculado a soma dos desvios das previsdes feitas pelo
modelo, em relacdo a média global, e a soma das diferencas entre os valores observados

e os valores previstos. Os resultados encontram-se na Tabela 11.

Jéssica Maria Damido de Arruda Cdmara - Dissertacdo de Mestrado — PPGEQ- UFRN



73

Tabela 11: ANOVA para os dados do etilbenzeno.

Fonte de Soma n° de Média F
variacao Quadratica G.L. Quadratica
40 mg/L (R = 0.962)
Regressao 5713.55 2 2856.78 240.13
Residuos 226.04 19 11.90
Total 5939.59
60 mg/L (R* = 0.973)
Regressao 10921.03 2 5460.52 342.03
Residuos 303.33 19 15.96
Total 11224.36
80 mg/L (R = 0.980)
Regressdo 18861.39 2 9430.70 464.16°
Residuos 386.04 19 20.32
Total 19247.43
120 mg/L (R* = 0.972)
Regressao 48618.47 2 24309.23 327.35°
Residuos 1410.96 19 74.26
Total 50029.43
150 mg/L (R* = 0.954)
Regressao 72423.38 2 36211.69 195.28°
Residuos 3523.33 19 185.44
Total 75946.71

*F2:19:0.05=3,52

Para o modelo ser bem ajustado, a soma quadratica residual deve ser pequena, de
modo que os valores observados e previstos sejam proximos. E, desta forma, a soma
quadratica total deve ser aproximadamente igual a soma quadratica da regressao.

Outra forma de avaliar o modelo é pelo teste F. Baseado nele, o modelo
encontrado é preditivo, uma vez que o valor de F, calculado pela razéo entre a média
quadratica da regressdo e a média quadratica dos residuos, foi maior do que o valor de F
critico e o menor coeficiente de regressdo encontrado (0,954) foi proximo da unidade.

No que se refere a propor¢do da producdo do ramnolipideo pelo crescimento

celular (Yp/x), observa-se que os mais altos valores, ou seja, quando apresenta uma
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maior producéo de biossurfactante, séo obtidos quando a concentracdo de tolueno € alta.

Os valores obtidos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12: Valores de Yp/x para o etilbenzeno.

Concentracéo (mg/L) Yeix (Mg/mg)
40 0.08
60 0,10
80 0.10
120 0.12
150 0.14

O mesmo desempenho foi observado nos trabalhos de Santos et al. (2002), que
obtiveram como melhor valor 0,487 g/g, e de Sousa et al. (2011), que obtiveram como
melhor resultado 3,125 g/g, porém ambos trabalharam com glicerina como substrato.

Também foi possivel calcular a conversdo de substrato consumido em

biossurfactante. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Valores de Yy para o etilbenzeno.

Concentracéo (mg/L) Ypix (Mg/mg)
40 0.08
60 0,10
80 0.10
120 0.11
150 0.12

4.2.3 Benzeno

Os resultados dos experimentos obtidos nos testes de biorremediacdo para o
benzeno podem ser observados nas Figuras 28 e 29, abaixo, onde estdo representados
tanto os valores experimentais do consumo do substrato (S) quanto de crescimento da

biomassa (X) ao longo do tempo (h), respectivamente.
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Figura 28: Consumo de substrato em relagdo ao tempo.
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Figura 29: Crescimento da biomassa em relagdo ao tempo.
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E possivel verificar que as curvas de consumo de substrato apresentam
conformacdo semelhante e ap6s 2 horas todas apresentaram um valor préximo a zero.
Para a maior concentracdo, de 200 mg/L, no tempo de 1,75 horas, o consumo de
substrato ja era superior a 80 %. Singh et al (2010) conseguiram uma remocéo de 100%
de benzeno apenas em 48 h e para uma condicdo inicial de 10% v/v. EL-Naas et al.
(2014), em seu artigo sobre biodegradacdo dos BTEX, fizeram uma compilagdo de
resultados de remocgdo de benzeno em diferentes meios de cultivo e para diferentes
microrganismos. Eles apresentaram remocdes acima de 80 %, porém o menor tempo

apresentado para uma remogéo completa foi de 6h de cultivo.
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Nas curvas de crescimento de biomassa, foi possivel verificar que nenhuma
apresentou uma fase lag de crescimento, o que evidencia que ndo foi necessario um
periodo de adaptacdo ao substrato e uma boa realizacdo do pré-indculo. Isso pode ser
comprovado ao plotar a curva de InX versus o tempo, o que indicou o inicio da fase
exponencial de crescimento nos instantes iniciais de cultivo. Também foi possivel
observar que, com a reducdo da disponibilidade de carbono, ocorreu uma reducéo na
taxa de crescimento da Pseudomonas aeruginosa, esse fato também pode ser observado
nos substratos anteriormente estudados.

As tabelas contendo os dados experimentais e o valor do desvio padrdo em cada
medida pode ser observado no Anexo I. O baixo valor do desvio padrdo mostra que o
processo de mensuracédo utilizado obteve uma boa preciséo.

Com base nesses resultados foram obtidos os parametros cinéticos do modelo de
Monod, obtidos com a modelagem pelo método de Runge-Kutta quarta ordem, que

encontram-se expressos na Tabela 14.

Tabela 14: Parametros cinéticos para o modelo de Monod.

Parametros 50-200 mg/L
Hmax (h™) 1,72
Ks (mg/L) 16,53

Y s (Mg/mg) 0,84

Os graficos que representam em conjunto os dados experimentais e os dados
calculados podem ser observados abaixo. O baixo valor das fung¢des objetivo mostra

uma boa acuracia dos valores calculados.

Figura 30: Simulagdo do modelo de Monod e dos dados experimentais para o consumo do benzeno.
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Figura 31: Simulacdo do modelo de Monod e dos dados experimentais para o crescimento da biomassa.

250.00
200.00
£ 150.00 + 200 mg/L
o
E m 160 mg/L
=1
2 100.00 120 mg/L
* 80 mg/fL
50.00
¥ 50 mg/L
0.00
0 1 2
Tempo (h)

O valor de pmax mostrou-se condizente com outros estudos realizados para
diferentes tipos de Pseudomonas: 0.1613 h™ para Pseudomonas putita (MATHUR,
2010), 0.5 h™* para Pseudomonas putita F1 (ROBLEDO-ORTLZ, 2011) e 0.75 h™* para
Pseudomonas putita F1 (ABUHAMED et al., 2004).

A constante de saturacdo (Ks) também assumiu valores semelhantes aos
apresentados na literatura: 71.18 mg/L para Pseudomonas putita (MATHUR, 2010),
10.11 mg/L para Pseudomonas putita F1 (ROBLEDO-ORTLZ, 2011) 1.65mg/L para
Pseudomonas putita F1 (ABUHAMED et al., 2004) e 1.11 mg/L para Rhodococcus
rhodococcus (TRIGUEROS et al, 2010), indicando um menor efeito inibitério sobre
esse microrganismo.

Observou-se também que a Pseudomonas aeruginosa apresentou uma boa taxa
de mineralizacdo, ja que os valores de Yys Ou seja a taxa de substrato que é
transformada em biomassa, foram maiores do que os apresentados na literatura para
Pseudomonas putita F1: 0.60 (ROBLEDO-ORTIZ et al., 2011), 0.75 (ABUHAMED et
al., 2004).

Para avaliar a capacidade do modelo de se ajustar aos dados experimentais,
inicialmente foi feita a analise grafica e a consisténcia fisica dos parametros obtidos.
Como estes apresentaram bons resultados, foi realizado o método da Anélise de

Variancia (ANOVA). Neste foi calculado a soma dos desvios das previsdes feitas pelo
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modelo, em relacdo a média global, e a soma das diferencas entre os valores observados

e os valores previstos. Os resultados encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15: ANOVA para os dados do benzeno.

Fonte de Soma n° de Média F
variacao Quadratica G.L. Quadratica
50 mg/L (R = 0.949)
Regressdo 7063.41 2 3531.71 178.32°
Residuos 376.30 19 19.81
Total 7439.71
80 mg/L (R* = 0.977)
Regressao 20101.67 2 10050.83 400.63
Residuos 476.67 19 25.09
Total 20578.34
120 mg/L (R® = 0.986)
Regressao 46999.60 2 23499.80 663.11°
Residuos 673.34 19 35.44
Total 47672.94
160 mg/L (R* = 0.980)
Regressao 85946.55 2 42973.28 467.41°
Residuos 1746.83 19 91.94
Total 87693.38
200 mg/L (R* = 0.976)
Regressao 143168.93 2 71584.48 381.14°
Residuos 3568.51 19 187.82
Total 146737.44

*F2:10:005=3,52

Para o0 modelo ser bem ajustado, a soma quadratica residual deve ser pequena, de
modo que os valores observados e previstos sejam proximos. E, desta forma, a soma
quadratica total deve ser aproximadamente igual a soma quadratica da regressao.

Outra forma de avaliar o modelo é pelo teste F. Baseado nele, o modelo

encontrado é preditivo, uma vez que o valor de F, calculado pela razdo entre a média
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quadratica da regressdo e a média quadratica dos residuos, foi maior do que o valor de F
critico e o menor coeficiente de regressdo encontrado (0,949) foi préximo da unidade.
No que se refere a propor¢do da producdo do ramnolipideo pelo crescimento
celular (Yp/x), observa-se que os mais altos valores, ou seja, quando apresenta uma
maior producdo de biossurfactante, séo obtidos quando a concentracdo de tolueno € alta.

Os valores obtidos encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16: Valores de Ypx para o benzeno.

Concentracéo (mg/L) Yeix (Mg/mg)
50 0.12
80 0,14
100 0.16
120 0.18
170 0.18

O mesmo desempenho foi observado nos trabalhos de Santos et al. (2002), que
obtiveram como melhor valor 0,487 g/g, e de Sousa et al. (2011), que obtiveram como
melhor resultado 3,125 g/g, porém ambos trabalharam com glicerina como substrato.

Também foi possivel calcular a conversdo de substrato consumido em

biossurfactante. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17: Valores de Yp5 para o benzeno.

Concentracdo (mg/L) Yeix (Mg/mg)
50 0.12
80 0,14
120 0.15
160 0.16
200 0.17

4.3 Avaliacdo da cinética para 0s compostos monoaromaticos

Com o proposito de avaliar qual composto apresentou uma melhor afinidade

com a Pseudomonas aeruginosa, foi realizado um estudo comparativo para uma mesma
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concentracdo das trés substancias, 80 mg/L. Abaixo, nas Figuras 32 e 33, € possivel
observar os graficos contendo os dados experimentais de consumo de substrato e de

crescimento de biomassa para cada substancia.

Figura 32: Dados experimentais do consumo de substrato para 80 mg/L.
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Figura 33: Dados experimentais do crescimento da biomassa para 80 mg/L.

100
90 ]
80 s ¢
70 .

60 L

50 + Benzeno

40

30

20 s

10
0

+0

= = Etilbenzeno

Biomassa (mg/L)

Tolueno

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
Tempo (h)

Como o formato da cinética seguiu 0 mesmo modelo para os trés substratos, uma
melhor avaliagdo sera feita através dos pardmetros cinéticos de Monod e Andrews,

observados na Tabela 18.
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Tabela 18: Parametros cinéticos.

Composto
Parametro Benzeno  Etilbenzeno  Tolueno
Hmax (h™) 1,86 1,48 1,72
Ks (mg/L) 22,67 7,53 16,53
Yx/s (mg/mg) 0,848 0,851 0,849
Yp/x (mg/mg) 0,140 0,100 0,110

Para 0 modelo de Monod, a taxa de crescimento especifico se mostra semelhante
para os trés compostos, porém é observada que esta velocidade aumenta para uma
menor quantidade de carbono na formula estrutural. Mathur (2010), em seu estudo com
Pseudomonas putida, também observou um consumo mais rapido do benzeno em
relacdo ao tolueno, porém seu trabalho ndo contemplou o etilbenzeno.

O menor valor de Ks foi obtido para o etilbenzeno, isso indica que o
microrganismo apresentou uma maior afinidade com esse composto, e desta forma
resultou em um maior valor para o coeficiente de rendimento Yyxss. I1sso pode ser
explicado pelo fato de grupos no anel aromatico afetarem sua reatividade. A presenca de
grupos alquil ativa o anel, tornando-0 mais reativo. Quanto maior a cadeia do grupo
alquil, maior a densidade elétrica doada, o que explica a maior afinidade do etilbenzeno
em relacdo aos demais compostos estudados. Littlejohns (2008) também notou um
menor valor da constante de saturacdo para o etilbenzeno, porém seu estudo foi
realizado com um consorcio bacteriano. Trigueiros et al. (2008) também observou um
maior valor do Ks para o benzeno utilizando uma cultura de bactérias.

Algumas investigacfes tém considerado o benzeno um composto recalcitrante
em condicBes anaerobicas. Este comportamento geralmente é explicado devido a
estabilizacéo das ligagdes carbono-carbono e a estrutura simetrica do anel que tornam o
benzeno altamente resistente a quebra, além de outros fatores (TRIGUEROS, 2008).

Ja no que se refere & produgdo de biossurfactante, 0 benzeno apresentou uma

maior taxa de geracao, representado pelo maior valor do parémetro Ypx.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho pode contribuir para uma melhor aproximagdo da modelagem
matematica de processos de biorremediacdo individual de compostos monoaromaticos.
Isto permite um avanco no estudo da biodegradacdo de compostos toxicos, visto que
estes causam grandes prejuizos tanto para o0 meio ambiente como para a saude humana.

Verificou-se que para todos os substratos as curvas de crescimento de biomassa
apresentaram um perfil semelhante e que nenhuma apresentou uma fase lag de
crescimento. Isto evidencia que nao foi necessario um periodo de adaptacdo ao substrato
e uma boa realizacdo do pré-inoculo. Tambéem foi possivel observar que, com a reducéo
da disponibilidade de carbono, ocorreu uma reducdo na taxa de crescimento da
Pseudomonas aeruginosa.

No que se refere as curvas de consumo de substrato, estas também
apresentaram conformacdo semelhante e para nenhum substrato foi necessario um
tempo maior do que 2,5 horas para degradar o anel aromatico.

A partir da avaliacdo do desempenho de dois modelos cinéticos de crescimento
microbiano, Monod e Andrews, foi observado que apenas 0 modelo de Monod prediz
satisfatoriamente os dados experimentais. 1sso se deve ao fato de Monod se aplicar para
casos em que ndo ha presenca de inibidores de crescimento no meio de cultura e
conseguir representar bem a cinética de crescimento celular quando ndo existe fase lag
no inicio do processo.

Além disso, foi observado que, para qualquer dos compostos estudados, o
coeficiente de rendimento no consumo do substrato (Yxss) apresentou valores elevados,
demonstrando uma alta taxa de mineralizagdo dos compostos toxicos. Enquanto isso, 0
incremento da concentragdo inicial de substrato provocou um aumento no valor do
coeficiente de rendimento para a geragdo de produto (Yp/x), 0 que indica uma maior
producdo do biossurfactante. Apesar disso, um estudo mais aprofundado sobre a
geracdo do ramnolipideo deve ser realizado.

Ao comparar 0 desempenho da Pseudomonas aeruginosa com 0s substratos
estudados, observa-se que o microrganismo apresentou uma taxa de crescimento
semelhante para os trés compostos. No entanto, foi exibida uma maior afinidade pelo

etilbenzeno, o que proporcionou uma maior taxa de mineralizagéo.
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ANEXQOS

Tabela 19: Dados experimentais para concentracao inicial de 50 mg/L de tolueno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 51.58 0.96 15.00 141 0.00 0.00
0.25 42.59 2.04 23.00 1.41 0.74 0.03
0.50 31.58 1.32 39.50 0.71 1.13 0.11
0.75 21.20 0.92 47.00 1.41 3.01 0.07
1.00 5.65 1.36 65.50 0.71 4.37 0.16
1.25 2.64 0.08 67.00 1.41 4.72 0.10
1.50 0.00 0.00 67.50 0.71 4.73 0.08

Tabela 20: Dados experimentais para concentracao inicial de 80 mg/L de tolueno.

Tempo Concentracdo  Desvio Concentracgéo Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 78.53 1.27 14.00 141 0.00 0.00
0.25 72.97 0.61 19.50 0.71 0.59 0.10
0.50 62.86 1.36 30.50 0.71 1.67 0.11
0.75 51.55 2.05 39.00 141 2.70 0.42
1.00 38.05 0.16 52.50 0.71 4.02 0.30
1.25 32.20 1.50 66.00 141 571 0.52
1.50 13.25 0.54 75.50 0.71 6.38 0.37
1.75 6.54 0.31 83.50 0.71 7.32 0.28
2.00 3.56 0.20 86.50 0.71 7.55 0.34
2.25 2.64 0.03 88.50 0.71 7.80 0.42
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Tabela 21: Dados experimentais para concentracao inicial de 100 mg/L de tolueno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo  produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 100.50 0.89 14.50 0.71 0.00 0.00
0.25 92.07 0.91 27.50 0.71 0.60 0.21
0.50 86.51 2.71 31.50 0.71 2.10 0.42
0.75 66.88 2.24 38.50 0.71 2.90 0.28
1.00 57.50 4.66 59.50 0.71 521 0.07
1.25 35.56 2.03 79.50 0.71 6.32 0.21
1.50 21.25 0.20 95.00 141 8.92 0.40
1.75 11.27 0.35 99.50 0.71 9.27 0.31
2.00 3.68 0.04 103.00 141 9.85 0.17
2.25 2.73 0.26 107.00 141 10.40 0.11

Tabela 22: Dados experimentais para concentracdo inicial de 120 mg/L de tolueno.

Tempo Concentracdo  Desvio Concentracgéo Desvio Concentracgéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 120.55 1.82 14.50 141 0.00 0.00
0.25 111.95 0.59 29.50 0.71 1.02 0.04
0.50 100.64 5.36 34.00 141 3.01 0.08
0.75 76.20 0.38 50.00 141 5.20 0.16
1.00 64.78 2.36 75.50 0.71 6.24 0.28
1.25 40.71 1.64 96.50 0.71 11.40 0.57
1.50 23.92 0.84 99.50 0.71 12.01 0.30
1.75 12.62 0.51 117.00 141 14.03 0.47
2.00 6.30 0.20 125.00 141 14.50 0.57
2.25 2.56 0.03 125.00 141 15.10 0.42
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Tabela 23: Dados experimentais para concentracao inicial de 170 mg/L de tolueno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo  produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 170.17 4.18 15.00 141 0.00 0.00
0.25 163.08 3.00 31.50 0.71 2.02 0.18
0.50 140.44 4.27 38.50 0.71 4.78 0.21
0.75 110.03 6.81 75.50 0.71 8.57 0.08
1.00 94.99 5.24 87.50 0.71 14.30 0.18
1.25 60.55 4.74 110.00 141 19.02 0.08
1.50 32.76 4.42 152.00 141 21.20 0.23
1.75 16.01 3.43 161.00 141 26.67 0.21
2.00 5.96 1.10 174.00 141 29.01 0.17
2.25 4.45 0.85 175.00 141 29.27 0.21
2.50 0.73 0.33 176.00 141 29.53 0.17

Tabela 24: Dados experimentais para concentragao inicial de 40 mg/L de etilbenzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracgéo Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrédo
(mg/L)
0.00 44.04 2.87 14.50 0.71 0.00 0.00
0.25 38.93 2.38 17.00 141 0.32 0.04
0.50 29.85 0.41 30.50 0.71 1.02 0.06
0.75 20.12 0.75 37.00 141 2.1 0.28
1.00 12.02 0.45 52.50 0.71 2.89 0.08
1.25 4.29 0.27 55.00 141 3.25 0.08
1.50 1.20 0.33 61.00 141 3.51 0.04
1.75 0.00 0.00 61.50 0.71 3.67 0.07
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Tabela 25: Dados experimentais para concentracao inicial de 60 mg/L de etilbenzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrao
(mg/L)
0.00 60.24 0.81 15.00 141 0.00 0.00
0.25 53.42 0.57 20.50 0.71 0.59 0.14
0.50 44.49 1.25 37.00 141 1.55 0.11
0.75 32.92 131 40.00 141 243 0.08
1.00 20.49 0.02 59.50 0.71 3.92 0.10
1.25 10.44 0.17 64.50 0.71 4.68 0.08
1.50 3.62 0.26 72.00 141 541 0.08
1.75 1.65 0.35 76.00 141 5.64 0.10
2.00 0.00 0.00 76.50 0.71 5.79 0.07

Tabela 26: Dados experimentais para concentragao inicial de 80 mg/L de etilbenzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracgéo Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo  produto (mg/L) padréo
(mg/L)
0.00 77.48 5.14 15.00 141 0.00 0.00
0.25 7431 1.90 21.50 0.71 0.60 0.14
0.50 64.27 6.28 35.50 0.71 1.50 0.14
0.75 50.95 5.99 45.50 0.71 3.70 0.28
1.00 29.60 1.10 61.50 0.71 5.20 0.14
1.25 14.89 0.88 80.00 141 6.20 0.25
1.50 4.08 0.19 89.00 141 6.90 0.42
1.75 3.15 0.06 91.00 141 7.10 0.13
2.00 2.73 0.04 92.00 141 7.50 0.28
2.25 2.68 0.04 92.50 0.71 7.70 0.28
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Tabela 27: Dados experimentais para concentracdo inicial de 120 mg/L de etilbenzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrao
(mg/L)
0.00 122.70 8.58 15.50 0.71 0.00 0.00
0.25 111.95 1.19 17.50 0.71 1.26 0.07
0.50 105.40 6.60 47.50 0.71 212 0.20
0.75 87.64 1.62 53.00 141 4.67 0.20
1.00 56.49 4.69 68.50 0.71 6.39 0.24
1.25 35.64 0.26 98.50 0.71 9.74 0.21
1.50 18.66 5.46 106.00 141 11.13 0.16
1.75 10.40 0.54 122.00 141 12.74 0.18
2.00 3.88 1.01 126.00 141 13.57 0.04
2.25 1.34 1.89 127.00 141 13.64 0.04

Tabela 28: Dados experimentais para concentracédo inicial de 150 mg/L de etilbenzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracgéo Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrédo
(mg/L)
0.00 147.89 2.52 15.50 0.71 0.00 0.00
0.25 139.24 1.99 18.50 0.71 0.96 0.13
0.50 130.70 3.94 27.50 0.71 2.34 0.28
0.75 120.32 0.31 57.50 0.71 4.87 0.14
1.00 102.21 0.65 61.50 0.71 7.21 0.21
1.25 69.61 1.11 84.50 0.71 9.42 0.04
1.50 46.40 0.87 100.00 141 14.26 0.28
1.75 30.32 2.90 127.00 141 14.81 0.21
2.00 16.25 0.87 130.00 141 15.88 0.21
2.25 9.69 0.04 135.00 141 16.90 0.14
2.50 3.20 0.01 139.00 141 17.62 0.14
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Tabela 29: Dados experimentais para concentracao inicial de 50 mg/L de benzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrao
(mg/L)
0.00 50.22 1.26 15.00 141 0.00 0.00
0.25 42.31 0.15 18.00 141 0.75 0.14
0.50 35.89 0.78 33.50 0.71 1.89 0.34
0.75 27.92 0.58 39.00 141 2.74 0.28
1.00 10.35 0.02 56.00 141 4.36 0.34
1.25 7.82 0.33 59.00 141 5.35 0.13
1.50 6.65 0.17 65.00 141 5.67 0.41
1.75 0.00 0.00 67.00 141 6.20 0.57

Tabela 30: Dados experimentais para concentragao inicial de 80 mg/L de benzeno.

Tempo Concentracao Desvio Concentracéo Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrédo
(mg/L)
0.00 81.84 1.63 15.00 141 0.00 0.00
0.25 78.95 0.26 18.50 0.71 0.89 0.31
0.50 64.58 1.54 35.50 0.71 2.62 0.48
0.75 50.00 0.60 42.00 141 3.63 0.72
1.00 36.09 1.28 59.50 0.71 6.97 0.44
1.25 23.08 0.67 70.50 0.71 7.80 0.44
1.50 17.59 0.45 81.50 0.71 9.30 0.54
1.75 8.54 0.58 90.00 141 10.51 0.23
2.00 5.97 0.01 93.00 141 10.89 0.31
2.25 1.34 1.89 94.50 0.71 11.19 0.27
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Tabela 31: Dados experimentais para concentracdo inicial de 120 mg/L de benzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrao
(mg/L)
0.00 121.44 3.13 15.50 0.71 0.00 0.00
0.25 111.13 1.01 18.50 0.71 2.11 0.18
0.50 99.20 0.40 41.50 0.71 4.97 0.43
0.75 85.26 1.52 62.00 141 7.85 0.14
1.00 64.38 3.73 81.50 0.71 10.36 0.35
1.25 41.79 0.61 95.50 0.71 13.52 0.69
1.50 10.69 0.48 123.00 141 16.27 0.37
1.75 7.22 0.12 127.00 141 17.42 0.30
2.00 0.00 0.00 131.00 141 18.10 0.24
2.25 0.00 0.00 133.00 141 18.34 0.40

Tabela 32: Dados experimentais para concentracdo inicial de 160 mg/L de benzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracgéo Desvio Concentracao Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrédo
(mg/L)
0.00 161.88 1.64 15.50 0.71 0.00 0.00
0.25 158.20 454 18.50 0.71 1.79 0.24
0.50 143.85 3.20 36.50 0.71 4.62 0.13
0.75 121.36 3.21 78.50 0.71 8.41 0.13
1.00 79.62 0.96 92.50 0.71 1351 0.23
1.25 52.89 297 120.00 141 20.59 0.28
1.50 25.52 1.38 135.00 141 24.11 0.42
1.75 7.49 0.27 161.00 141 24.96 0.28
2.00 5.99 0.03 163.00 141 25.80 0.30
2.25 0.00 0.00 166.00 141 26.50 0.37
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Tabela 33: Dados experimentais para concentracdo inicial de 200 mg/L de benzeno.

Tempo Concentracéao Desvio Concentracao Desvio Concentracéo Desvio

(h) substrato padrdo biomassa (mg/L) padrdo produto (mg/L) padrao
(mg/L)
0.00 204.31 1.83 15.00 141 0.00 0.00
0.25 193.13 3.59 24.50 0.71 1.75 0.18
0.50 180.18 0.40 32.50 0.71 4.79 0.04
0.75 168.72 2.03 53.50 0.71 7.25 0.28
1.00 131.12 1.77 92.00 141 11.87 0.44
1.25 82.75 0.87 135.00 141 18.63 0.31
1.50 47.95 1.89 142.00 141 25.95 0.44
1.75 26.26 0.77 182.00 141 29.32 0.42
2.00 9.34 0.23 189.00 141 32.60 0.66
2.25 7.79 0.22 195.00 141 33.10 0.35
2.50 6.76 0.08 198.00 141 33.75 0.34
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