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RESUMO

O pioneirismo da exploracdo de petroleo vivido pela Baia de Todos os Santos (BTS)
deixou um grande passivo ambiental, sentido pelos ecossistemas locais sob a forma
de contaminacdo por hidrocarbonetos de petréleo. Atualmente diversas técnicas
lidam com essa problemética, dentre as quais, a biorremediacdo que é uma técnica
aplicada para amenizar diversos impactos ambientais, dentre eles os gerados por
derivados do petroleo, através da introducdo de microorganismos no ambiente, ou
criando condi¢des Otimas para os mesmos se desenvolverem. O presente estudo
objetivou avaliar a degradacéo de biomarcadores saturados e aromaticos através da
técnica do bioestimulo em sedimento de manguezal impactado por atividades
petroliferas, testando a potencialidade de dois fertilizantes (NPK e OSMOCOTE)
como agentes aceleradores da biodegradacdo dos componentes de petréleo, sob
condi¢cbes experimentais. A metodologia utilizada e testada no experimento baseou-
se no monitoramento do processo de biorremediacdo em aquérios com agua do rio
Sdo Paulo e sedimento contaminado por Oleo, realizado durante 90 dias de
simulacdo, ocorrido entre os meses de setembro e dezembro de 2008. Para o
controle da simulacdo os parametros fisico-quimicos foram monitorados ao longo
dos 90 dias da simulacdo, os teores de nitrogénio e fésforo foram monitorados
mediante coletas de sedimento extraidos das provetas dos aquarios de simulagéo e
analisados no Laboratério de Estudos do Petréleo (LEPETRO). O éleo presente no
sedimento foi extraido em soxhlet e posteriormente analisado por cromatografia
liquida e gasosa. O resultado dos parametros fisico-quimicos mostrou condi¢des
favoraveis para o processo de biorremediagdo durante todas as fases de
investigacdo e o0s nutrientes mantiveram dentro de limites adequados ao
desenvolvimento dos microorganismos. Os biomarcadores saturados apresentaram
indicios mais proeminentes de degradacdo ao longo da simulagéo, principalmente
para os terpanos (m/z=191) e os esteranos (m/z=217). Os fragmentogramas (m/z=
170), (m/z=192), (m/z=228) e (m/z=231) analisados para o sedimento coletado no
final da simulacdo apresentaram maiores abundancia relativa dos picos, isso pode
fornecer algumas conclusdes, tais como, a possibilidade de degradacdo de
compostos mais complexos que possam gerar fracbes de intermediaria
complexidade. Pelos resultados apresentados ao longo do experimento o nutriente
NPK foi mais eficiente principalmente para as fracbes dos saturados. Sendo o
nutriente  OSMOCOTE recomendado para processos de biorremediacdo de
compostos de alta complexidade (HPA de alto peso molecular e composto NSO),
pois 0 tempo de resposta desse nutriente € mais lento, porém, € capaz de fornecer
nutrientes por muitos meses. Como recomendagédo para futuros experimentos na
regido norte da BTS seria importante que fossem contemplados também as fracdes
dos compostos NSO, pois a complexidade dessas substancias tem que ser avaliada
em qualquer processo de biorremediacao.

Palavras-chave: Biorremediacao, Bioestimulacdo, Biomarcadores, HPA, BTS.



ABSTRACT

The pioneer in oil exploration in Todos os Santos Bay (BTS) left a huge
environmental liability, still sense by local ecosystems as (in the form of)
contamination by petroleum hydrocarbons. Currently several techniques deal
with this problem among which the bioremediation is a technology used to
mitigate several environmental impacts, including those generated by
petroleum, through the introduction of microorganisms in the environment or
creating optimum conditions for them to develop. This study aimed to evaluate
the degradation of saturated and aromatic biomarkers (PAH) by the technique
of biostimulation in mangrove sediments impacted by oil activities, testing the
potential of two fertilizers (NPK and OSMOCOTE) as agents to accelerate the
biodegradation of oil, under experimental conditions. The methodology used
and tested in the experiment was based on monitoring the process of
bioremediation in aquariums with S&o Paulo river water and sediment
contaminated by oil carried out during 90 days of simulation which occurred
between September and December 2008. To control the simulation physical-
chemical parameters were monitored over the 90 days of simulation and the
nitrogen and phosphorus content were monitored by collection of sediment from
the aquarium simulation and then analyzed in the Laboratory (LEPETRO). The
oil present in the sediment was extracted with soxhlet and subsequently
analyzed by liquid chromatography and gas. The result of the physicochemical
parameters showed favorable conditions for the bioremediation process during
all phases of research and nutrients remained within suitable limits for the
development of microorganisms. The biomarkers saturated showed most
prominent signs of degradation during the simulation, mainly for terpanes (m/z =
191) and steranes (m/z = 217). The fragmentograms (m/z = 170), (m/z = 192),
(m/z = 228) and (m/z = 231) analyzed of the sediment collected at the end of
the simulation showed higher peaks of relative abundance, that can provide
some conclusions, such as the possibility of degradation of complex
compounds can generate some fractions of intermediate complexity. For the
results presented during the experiment the nutrient NPK was more efficient
especially for the saturated fractions. The OSMOCOTE was the nutrient
recommended for bioremediation processes of highly complex compounds
(PAHSs of high molecular weight and NSO compounds) because the response
time of this nutrient is slower however is able to provide nutrients for many
months. As a recommendation for future experiments in the northern region of
the SBT would be important were covered the fractions of NSO compounds,
because the complexity of these substances have to be evaluated in any
process of bioremediation.

Key-Words: Bioremediation, Biostimulation, Biomarkers, PAH, TSB
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APRESENTACAO DO TRABALHO

Para uma melhor compreenséao, a presente dissertagéo foi dividida em

06 topicos, sendo:

Topico 1 - apresenta-se uma introducdo geral do tema em estudo,
caracterizacdo da area e objetivos;

Topico 2 - neste capitulo sdo apresentados revisdo do tema referente ao
processo de biodegradacédo, histérico da regido de estudo, aplicacdo das
técnicas de biorremediacdo num carater internacional e nacional e, o0s
principais centros de pesquisas e estudos com a tematica de biorremediacéo;
Topico 3 — neste capitulo sdo descritas as metodologias adotadas incluindo os
materiais utilizados, o0s equipamentos e as condicdes experimentais
empregados na realizacéo deste trabalho;

Topico 4 - sdo apresentados os resultados e a discussdo dos parametros
fisico-quimicos, nutrientes e biomarcadores saturados (mz=191 e m/z=217),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (m/z=170, m/z=192, m/z=228, m/z=228
e m/z=231);

Topico 5 - as consideracgdes finais;

Topico 6 — as recomendacdes para trabalhos futuros.

Por fim, apresentam-se as referéncias bibliograficas citadas ao longo da
presente Dissertacdo e dados anexos como complementacdo dos assuntos

abordados no corpo do texto.
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1 INTRODUCAO

O advento do uso de derivados do petrdleo na Era Industrial, a partir da
altima metade do século XIX, tem ocasionado potenciais derramamentos
destes produtos no ambiente, com subseqtiente efeito para os ecossistemas e
para a biota (TSENG, 1999). De acordo com a base de dados da “The
International Tanker Owners Pollution Federation Limited” (ITOPF), estima-se
que, de 1970 a 2002, cerca de 5.700.000 toneladas de 6leo foram langadas ao
mar. A Tabela 1 mostra alguns acidentes que, além de causar impactos
ecologicos, tornaram-se marcos mundial devido as suas propor¢cdes e danos

causados ao meio ambiente.

Tabela 1 - Principais derrames de 6leo ocorridos nas Ultimas décadas.(Fonte: modificado de
ITOPF, 2002).

Oleo Derramado

‘Ano ‘ Localizacéo

Navio/outro

Torrey Canyon | 1967 Reino Unido 85.000 ton
Wafra 1971 Africa Sul 40.000 ton
Metula 1974 Chile 50.000 ton

Jakob Msersk 1975 Portugal 88.000 ton

Urquiola 1976 Espanha 100.000 ton

Hawaiian Patriot | 1977 Honululu 95.000 ton

Amoco Cadiz 1978 Franca 223.000 ton
Atlantic Express | 1979 indias 287.000 ton
Castillo de
Bellver 1983 Africa Sul 252.000 ton
Odssey 1988 Canada 132.000 ton
Exxon Valdez 1989 Alaska (USA) 37.000 ton
Haven 1991 Italia 144.000 ton
Braer 1993 Reino Unido 85.000 ton
Sea Express 1996 Reino Unido 72.000 ton
B. Guanabara
Dutos 2000 (BR) 300.000 galdes
Prestige 2002 Espanha 63.000 ton
British Petroleum | 2010 | Golfo do México | s/dados oficiais

A conseqiéncia de alguns destes acidentes tem sido particularmente
grave em termos da perda financeira e danos locais para o ambiente. Desta

forma, atualmente, eles tém recebido substancial atencdo devido a um
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aumento na consciéncia publica e legislacdo mais rigorosa em todo mundo
(VANEM et al., 2008).

Os desastres ocorridos durante as Ultimas décadas tém mostrado como
0 petréleo € danoso ao ambiente. Contudo, esses desastres também serviram
para o desenvolvimento de técnicas para lidar com derrames de 6leo no
ambiente marinho e na zona costeira. Muitos desses métodos normalmente
utiizados para a limpeza de é&reas que sofreram impacto por 6leo (i.e
dispersantes quimicos, queima do Oleo, remocdo mecanica do sedimento),
tornam-se problematicos quando aplicados em areas sensiveis, tais como, 0s
manguezais (FINGAS, 1998).

Considerando que no Brasil, durante esta ultima década, houve um
crescimento da atividade de petrdleo e gas pode-se concluir que este fato
gerou um aumento na exploracdo, producdo e processamento do Oleo,
podendo ter efeito amplificador sobre os riscos de acidentes durante as etapas
de exploracao, transporte, refino e usos multiplos dos produtos e subprodutos.
Neste aspecto atencdo especial deve ser dada as novas descobertas de
grandes reservas de petroleo offshore debaixo da camada de sal, denominada
de “pré-sal”, a qual num futuro proximo podera aumentar consideravelmente a

producéo interna brasileira de petréleo.

A situacdo do meio ambiente no globo nos desafia a preservar os
recursos naturais e, ao mesmo tempo, possibilitar um desenvolvimento social
justo, permitindo que as sociedades atinjam uma melhor qualidade de vida em
todos os aspectos. A necessidade de consolidar novos modelos de
desenvolvimento sustentavel exige a construcdo de alternativas de utilizacao
dos recursos naturais, orientada por uma racionalidade ambiental (OLIVEIRA,
2001). Por meio dessa racionalidade, € cabivel sugestdes pelo
desenvolvimento de metodologias alternativas, menos lesivas ao ambiente,
como as técnicas de biorremediacéo e fitorremediacdo (DOWTY et al., 2001).
Estas formas de remediacdo sdo poucos expensivas podendo ser aplicada a
grandes areas, para atenuacdo de um grande namero de poluentes, como por

exemplo, os hidrocarbonetos de petréleo (EVENS,2005).
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A Figura 1 evidencia os principais tipos de poluentes onde pode ser
aplicada a técnica de biorremediacdo. Percebe-se que o petréleo representa
parcela significativa dentre os poluentes, com possibilidades de aumentar essa
participacdo num cenario futuro, onde as novas fronteiras exploratorias da

industria do petroleo e gas certamente irdo permitir o aumento da producéo.

Principais Tipos de Poluentes e o Uso
de Biorremediacao

8%
M pesticidas
W solventes orgdnicos
creosoto

M petrdleo

outros
28%

Figura 1 - Os mais importantes tipos de residuos onde se aplica a técnica de biorremediacao.
Fonte: USA, EPA/540/N-93/001 apud SOUZA, 2003.

Sob a oOtica de desenvolvimento de técnicas limpas ou menos
impactantes como as de biorremediacdo € que uma série de pesquisas vem
sendo desenvolvidas, no ambito do Projeto Cooperativo Processos de
Biorremediacdo de é&reas de Manguezal sob Influéncia de Atividades
Petroliferas, PROAMB, vinculada a Rede de Recuperacdo de Areas
Contaminadas por Atividades Petroliferas (RECUPETRO), por pesquisadores
do Instituto de Geociéncias da UFBA em parceria com diversas instituices de
pesquisas. Este projeto tem como um dos objetivos principais desenvolver
testes de biorremediacdo em niveis laboratorial e de bancada com vistas a
promover processos de recuperacdo de areas de manguezais afetadas por

derramamentos de petrdleos e/ou seus derivados.

No escopo da presente pesquisa, com 0 proposito de se realizar
experimentos de simulagcdo dos derrames de O6leos em sedimentos de

manguezal, implantou-se um laboratério nas proximidades do estuario do rio
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Sao Paulo, intitulado “Laboratério de Simulacdo de Processos de
Biorremediacdo”. A area estabelecida para construcdo do laboratério foi
escolhida em funcéo: i) de sua proximidade com a regido onde seréo
realizados os testes; ii) de apresentar um piso j& construido em cimento, sendo
antiga base de poco de perfuracdo da Petrobras (Figura 2). A referida area

obteve devida aprovacéao prévia junto a Petrobras (CENPES e UO-BA).

(d)

Figura 2 - a) Antiga base de poco onde foi construido o Laboratério de Simulacéo, (b) vista
frontal, (c) vista lateral evidenciando o Laboratério, construido e cercado e (d) vista interna
evidenciando as bancadas.

No seu interior existem bancadas, onde ficam apoiados aquarios
(unidades de simulagdo) cada um contendo 8 tubos de ensaio (provetas), 2
barras de madeiras para o sustento das provetas (Figura 3a, b) e bombas de

aquario usadas para movimentacao e oxigenacédo da agua.
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Figura 3 - Aquario com tubos de ensaio sustentados em barras de madeira (a) vista em planta,
(b) vista em perfil.

1.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO

A éarea escolhida como foco das atencdes durante a realizacdo deste
projeto (area piloto) € representativa do ecossistema manguezal, localizada na
regido da Baia de Todos os Santos - BTS, onde estdo instaladas desde a
década de 1950, diversas atividades ligadas a industria petrolifera (campo de
producéo, refinaria, porto), mais especificamente nas proximidades da Estagéo
de Producédo da UO-BA (Petrobras) denominada “Estacdo Pedra Branca”. O
manguezal do estuario do rio Sdo Paulo, objeto deste estudo, situa-se na area
de influéncia dos Municipios de Candeias e Sao Francisco do Conde. Na sua
bacia de drenagem se desenvolvem diversos tipos de atividades vinculadas
principalmente as atividades de exploragdo, refino e armazenamento de

petréleo (Figura 4).

O acesso a area se da através da BR 324, onde no entroncamento com
a BA-592 se toma a direcdo para Candeias em seguida a direcdo para
Refinaria Landulfo Alves (RLAM). Nas proximidades da RLAM se dirige até
imediacbes da Estacdo Pedra Branca e a exata localizacdo da area é
apresentada nas coordenadas geograficas: 12° 44’ 26,0” S e 038° 31’ 53,9” W.
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Legenda LEGENDA
B Continente] ~, Estradas 1 - Pier
L1 Mar %  Cidados 2 - Estagao Pedra Branca
~ Drenagens D Area de Estudo (Peh‘obras.UN-BA)

3 - Laboratério de Simulagdo de

" L3 Processo de Biorremediagao
a2 1S 4 - Area de Coleta
a)
D-ﬂmu;--.m

Crence 5 anusimanse

Figura 4 - Mapa de situagdo e localizacdo da &rea de estudo. a) Mapa de situacdo da BTS; b) Fotografia aérea da area e em destaque c) Local de coleta.
Fonte: Modificado da folha da Baia de Todos os Santos: SD-24-X-A-1V (BAHIA, 2004).
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Nas proximidades da Bacia do rio Sdo Paulo séo encontrados diversos pocos
de petréleo, com registro historico de incidentes do tipo “blow-out’ (explosdo de
pocos) que levou a diminuicdo de grandes areas de manguezais bem como a
contaminagcdo dos remanescentes com O6leo cru (petréleo) (CRA, 2001; SANTOS,
2002 apud LIMA, 2010).

Alguns trabalhos desenvolvidos na regido norte da Baia de Todos os Santos —
BTS (QUEIROZ, 1992; BAHIA, 2002; VEIGA, 2003) caracterizaram a flora da area
em questdo com presencga tipica das espécies Laguncularia racemosa R. Gaeth
(mangue branco), associada a Avicennia schaueriana (mangue siriba) e
Rihizophora mangle L. (mangue vermelho). Na regido do rio Sdo Paulo predomina o
tipo de vegetacdo formada por arbustos, gramineas e principalmente na regido
estuarina a vegetacdao tipica de manguezal. Pode ainda ser encontrado o Piinus sp,

implantado pela Petrobras no processo de reflorestamento (BAHIA, 2002).

Araujo e Silva (2008) em estudo de caracterizagdo fisico-oceanografica do
Estuario do Rio Sdo Paulo demonstraram que o referido estuario se comporta
globalmente como um sistema homogéneo na vertical, com a ocorréncia de periodos

de fraca estratificacao térmica. Foram registrados valores de intensidade de corrente

no intervalo 10£|\7| <796 cm.s™, com uma média de 12,4 cm.s™. No que se refere

aos processos de troca entre o estuario do rio Sao Paulo-BA e a BTS, as medidas
de velocidade indicam que existe um fluxo preferencial dos volumes d’agua na
porcdo sudeste da area de estudo, através do canal situado entre o povoado Roca
Grande e a ilha de Maré. Através deste canal escoa a grande maioria das aguas
provenientes do estuario (ou da BTS) durante o estagio de vazante (ou de enchente)
(Figura 5).
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Figura 5 - Intensidade e dire¢do das correntes na superficie (cm.s'l) durante os estagios de maré
baixa-mar, enchente, preamar e vazante. Estuario do rio Sdo Paulo-BA (Fonte: ARAUJO e SILVA,

2008).

A existéncia dos terminais maritimos na ilha de Madre Deus, em especial o

Terminal Maritmo Almirante Camara - TEMADRE, representa um risco constante de

acidentes ambientais na regido. Além do TEMADRE esta em operagcdo uma fabrica

de asfalto da Petrobras, localizada nas proximidades da regido portuaria e as

margens de uma zona de manguezal. Nos arredores das instalacfes sdo evidentes

0os sinais de degradacdo ambiental, podendo ser visivelmente observadas pela

erosdo das encostas, depdsitos de aterros sobre o0 manguezal e descaracterizagédo
da paisagem (VEIGA, 2003).
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Conforme mostra o Mapa de Sensibilidade Ambiental para a regidao norte da
BTS (Figura 6), verifica-se que o estuario do rio Sao Paulo foi classificado como area
muito sensivel, conforme o indice 10D (terras umidas com vegetacdo arbustiva —
manguezal) (CARVALHO, 2006). Anjos (2002) em seu estudo de Sensibilidade
Ambiental da BTS classificou a regidao de influéncia do estuario do rio Sdo Paulo
com risco de derrames de 6leo, colocando neste estudo a regido norte da BTS como
a area mais sensivel. Vale ressaltar, que as Cartas de Sensibilidades Ambientais —
SAO baseiam-se em diversos fatores, tais como: 1) grau de exposicao; 2) tipo de

substrato e 3) declividade.

Indice de Sensibilidade Ambiental Costeira| -

Indice de Sensibilidade Ambiental Costeira
N/ 1B - Estrutura artificial
8B - Leito rochoso
/N 9A - Planidie de maré
/% 10D - Manguezal
Conv. Cartograficas i
/ Estrutura Viaria

J" /
7 \ 7
s -:l 7
: i
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Centro urbano
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L\ Comunidades pesgueiras

Fonte: Mosaico de Imagens Landsat T/ETM
DHM - Carta Nautica 1110
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Autor. Rafael Cabral Carvalho —
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% i — 1 2 ke I"k(' (_) & I ;

.....

Figura 6 — Cartas Sensibilidade Ambiental — SAO para a regido Norte da Baia de Todos os Santos,
Bahia (Fonte: PETROMAR/FINEP, Rede 05, PETRORISCO elaborado por Carvalho, 2006).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais

Monitorar 0s processos e 0s parametros fisico-quimicos ndo conservativos

em aguas do estuario do rio Sdo Paulo, presentes nos aquarios de simulacdo e
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avaliar a utilizacdo de produtos contendo nitrogénio e fésforo como bioestimulantes

ou aceleradores utilizados em procedimentos de biorremediacéao.

1.2.2 Objetivos especificos

e Monitorar os parédmetros fisico-quimicos n&o conservativos —
temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido (O.D.) e potencial
hidrogeniénico (pH) presentes na agua dos aquarios de simulacao,
capazes de gerar condicbes adequadas aos microorganismos;

e Monitorar os nutrientes amonia, fosforo e nitrato durante a simulacéo;

¢ Analisar de forma qualitativa a eficiéncia dos fertilizantes agricolas NPK
e OSMOCOTE no processo de bioestimulagéo utilizados na aceleracao
da biodegradacéao de petroleo;

e Avaliar qualitativamente a degradacdo dos biomarcadores saturados
(m/z=191 e m/z=217), biomarcadores aromaticos (HPA) (m/z=170,

m/z=192, m/z=228 e m/z=231) através de técnicas cromatograficas;
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2 REVISAO DO TEMA

2.1 PRINCIPAIS CONSTITUINTES DO PETROLEO

O dleo cru corresponde a fracdo do petroleo, cuja composicdo é de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, compostos sulfidrilados, oxigenados e
nitrogenados, e alguns metais dissolvidos em &gua (OLIVEIRA, 2001). De acordo
com a origem do petréleo, a composi¢cdo quimica e as propriedades fisicas do Oleo
cru podem variar demasiadamente, e é devido a esses fatores (composi¢cao
complexa e variabilidade na composicdo) que se encontram dificuldades para o

tratamento de areas contaminadas por tal substancia (DAL FORNO, 2006).

O petroleo pode ser dividido em fragcbes saturadas, aromaticas e polares
(compostos com nitrogénio, enxofre e oxigénio - NSO). Adicionalmente, além da
fracdo saturada, possuem fracdes insaturadas com ligacdes duplas e triplas entre os
atomos de carbono (MAHAN, 1972; SOUZA, 2003; PETERS e MOLDOWAN, 2005).

Segundo Hunt (1996) dentre as classes de hidrocarbonetos presentes no
petréleo, destacam-se as seguintes: n-alcanos, iso-alcanos, cicloalcanos, aromaticos
e cicloalcanoaromaéticos. A relativa biodegradabilidade dos hidrocarbonetos tem sido
reportada (em ordem de decréscimo de degradabilidade): alcanos lineares (Cio a
C19), gases (Cz a Ca), alcanos (Cs a Co), alcanos ramificados com até 12 carbonos,
alcenos (Cs a Cu1), alcenos ramificados, aromaticos e cicloalcanos (Figura 7). A
tendéncia é encontrar menos microorganismos com o aumento da dificuldade de
degradacédo (HEELY et al., 1992; SOUZA, 2003; PETERS e MOLDOWAN, 2005,
SILVA, A., 2008).
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Figura 7 — Efeitos progressivos do nivel de biorremediagcao sobre a composicao dos 6leos em funcao
da intensidade da alteracio em uma escala de 1 a 10. (Fonte:modificado de PETERS e
MOLDOWAN, 1993).

Uma importante classe de substancias organicas sao os biomarcadores ou
marcadores biolégicos, sdo compostos que ocorrem como mistura complexa no
petroleo. Esses compostos possuem relacdo direta com substancias que ocorrem
em organismos vivos. Desta forma os biomarcadores sdo capazes de transmitir
informacBes especificas com relacdo a origem da matéria organica sedimentar, sua
evolucao térmica e estagio de degradacao (BORIN, 2003).

Entre os marcadores biolégicos estdo os hidrocarbonetos saturados tais
como: os isoprendides, os terpanos biciclicos, triciclicos, tetraciclicos, pentaciclicos,
0s hopanos e os esteranos. Sao os biomarcadores mais estudados encontrados em
rocha, sedimentos e 0leos, esses desempenham um papel fundamental na
geoquimica de exploracédo do petroleo, fornecendo importantes parametros capazes

de inferir a idade e paleoambiente deposicional da rocha geradora, grau de evolugéo
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térmica e estagio de biodegradacédo, além do input de matéria organica que gerou o
6leo (SILVA, A., 2008).

Outra classe importante para a geoquimica ambiental sdo os hidrocarbonetos
poliaromaticos (HPA) sao produtos primarios de processos de combustdo incompleta
a diferentes temperaturas e compreendem moléculas com 2 a 6 anéis aromaticos.
Podem ter origem natural ou antropogénica, tendo duas fontes principais, piroliticas
ou petrogénicas e sao considerados recalcitrantes, essas substancias s6 sofrem

alteragOes em escalas severas de biodegradacao (ZAKARIA et al., 2001).

Alguns autores relatam a importancia dos biomarcadores para a geoquimica
organica, pois algumas classes desses compostos presentes na estruturas
moleculares dos organismos quando incorporados ao sedimento, sofrem pequenas
modificacdes durante o periodo de formacao do petroleo (diagénese e catagénese),
preservando desta forma seu esqueleto basico de carbono (PETER e MOLDOWAN,
1993; MINGUZZI, 1997; BORIN, 2003; SILVA, A., 2008).

2.2 PROCESSOS DE DEGRADACAO ASSOCIADOS A DERRAMES DE
OLEO

2.2.1 Processos Ambientais

Ap6s um derramento de Oleo no mar inicia-se uma série de processos
associados a degradacdo, sendo o0s principais: evaporacdo, dissolucao,
espalhamento, oxidagédo, emulsificacdo, sedimentacéo e biodegradacao (Figura 8).
Os impactos causados por um derramamento de 6leo sdo dependentes do tipo de
hidrocarboneto, volume derramado, clima, tempo, estacbes do ano, fatores
biolégicos, atividades de limpeza e reabilitacdo (IPIECA, 1993; SOUZA, 2003). A
combinacao desses fatores contribuir4 para um maior ou menor intemperismo sobre
o 6leo (ITOPF, 2002).
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Em um estdgio inicial, os processos mais importantes que alteram a
composicdo e o comportamento de um derrame de 6leo no mar sdo: i) evaporacao
dos componentes mais volateis do 6leo, ii) formacédo de emulsao 6leo em agua e iii)
disperséo natural (IPIECA, 1993; SOUZA, 2003).

Espalhamento Evaporagdo  Oxidacao Espalhamento

A Emulsificagéo h D =>

Dissolugéo

|

Sedimentagao

Figura 8 - Processos de intemperismo que ocorre com o 6leo derramado no mar. Fonte: modificado
de IPIECA (1993).

Nos ambientes tropicais, as temperaturas elevadas fazem com que a perda
por evaporacdo dos componentes volateis do petrdleo seja mais rapida, diminuindo
seus efeitos toxicos sobre a microflora local (FINGAS, 1998). A evaporacao acelera
0 processo de sedimentacdo precipitando compostos de pesos moleculares
elevados; a dispersdo natural é caracterizada pelo movimento de gotas de 6leo na
coluna d'adgua, intensificado pela turbuléncia das ondas. A emulsificacdo envolve
mudancas no estado de uma dispersdo Oleo-agua para uma emulsdo agua-o6leo,
com formacdo de uma mistura. O processo de dissolucdo € considerado um
parametro importante, pois envolve a solubilizacdo parcial dos compostos
aromaticos de baixos pesos moleculares (ITOPF, 2002). Outros fatores como foto-

oxidacao também contribuem para altera¢cdes quimicas do 6leo.

2.2.2 Processos Microbiolégicos
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O processo de tratamento biolégico € um uma reacdo bioquimica mediada por
microorganismos que transformam substéncias toxicas em outras menos toxicas ou
ndo-toxicas. A aceleracdo de biodegradacdo denomina-se biorremediacdo. Um
composto organico é oxidado (perde elétrons de hidrogénio) por um aceptor de
elétrons, e este é reduzido, ganhando elétrons de hidrogénio. Véarios aceptores de
elétrons tém sido identificados como o oxigénio, nitrato, sulfato ou dioxido de
carbono. A utilizacdo do oxigénio como um aceptor de elétrons € denominado
biodegradacdo aerdbica; enquanto com o0s outros elementos, biodegradacéo

anaerobica. (AZEVEDO, 2006).

Os microorganismos envolvidos no processo de biodegradacao do petroleo
devem possuir caracteristicas tais como: a presenca de um grupo especifico de
enzimas oxigenases ligadas a membrana citoplasmatica e mecanismos para a
otimizacdo do contato com os hidrocarbonetos insoliveis em agua (SOUZA, 2003).
A transformacdo dos hidrocarbonetos pelos microorganismos pode ser facilitada
através da producédo de enzimas como catalisadores biologicos (UNA e GARCIA,

1993).

A biodegradagéo de componentes do petrdleo nos mais variados ambientes
naturais € mediada primariamente por microorganismos dos grupos das bactérias e
dos fungos; esses microorganismos possuem a habilidade de utilizar
hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia. A degradacdo do petroleo
por microorganismos € bastante conhecida, podendo ser comprovada pela
ocorréncia de reservatorios de 6leos biodegradados, resultantes do contato do 6leo
com agua enriquecida em microorganismos degradadores de hidrocarbonetos
(MORGAN e WATKINSON, 1994). Porém os processos de biorremediacdo s&o
dependentes de fatores abidticos tais como: temperatura, salinidade, pH do
ambiente, quantidade de oxigénio dissolvido e nutriente (ADAMASSU e KORUS,
1996).

2.2.3 Processos Quimicos
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Alguns estudos (PETERS e MOLDOWAN, 1993; WANG et al., 1998; SOUZA,
2003, COELHO, 2005) tém mostrado que os hidrocarbonetos saturados e
aromaticos e as fracdes de resinas e asfaltenos, diferem em relacdo a
suscetibilidade ao ataque microbiano, seguindo uma ordem de biodegradagdo, na
gual, os n-alcanos sdo os primeiros; seguidos pelos iso-alcanos e aromaticos de
baixo peso molecular, e os demais compostos (alcanos ciclicos, aromaticos de
elevado peso molecular, resinas e asfaltenos) sdo mais dificeis de serem

biodegradados.

A degradacdo dos constituintes do 6leo é muito complexa e envolve muitas
etapas, algumas mais rapidas, outras mais lentas. Ao longo dos ultimos 20 anos
houve aumento no interesse pelo conhecimento de areas contaminadas por HPA
devido as suas caracteristicas de resisténcia a biodegradacdo microbioldgica,
persisténcia e porque varios desses compostos apresentam natureza toxica,

mutagénica e carcinogénica (EDGEHILL, 1999).

2.3 TECNICAS DE BIORREMEDIACAO APLICADAS A DERRAMES DE
OLEO

Para a reducdo ou minimizacdo dos danos ambientais causados pelos
derramamentos de 6leo, diversos métodos de limpeza sdo utilizados
internacionalmente. A opcao pelo método a ser empregado vincula-se fortemente ao
tipo de ecossistema impactado, levando-se em conta suas caracteristicas e
sensibilidade. Envolve também o tipo de 6leo derramado e fatores técnicos, tais
como acesso e tipo de equipamento passivel de ser utilizado, além do custo da
operacdo (CETESB, 2003). Deve ser evidenciado que uma escolha do método de

limpeza ndo adequado pode maximizar os danos ambientais (DUA et al., 2002).

O sucesso da técnica de biorremediacdo em derramamento de 6leo depende
de habilidades para otimizacdo das variaveis fisicas, quimicas e condicbes
bioldgicas do ambiente contaminado, distribuicdo e natureza do 6leo derramado
(NIKOLOPOULOU et al., 2007).
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Segundo Baker e Herson (1994), Boopathy (2000), Oliveira (2001) as técnicas
de biorremediacdo e remediacdo no geral podem ser classificadas quanto a acao e

local de tratamento:

2.3.1 Quanto a acédo de tratamento:

e Landfarming

O landfarming € uma técnica de biorremediacdo muita utilizada para o
tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos. Os microorganismos
heterotroficos da camada superficial do solo sdo estimulados a degradar os
contaminantes ali presentes, transformando-os em substancias inertes como o
material organico estabilizado, agua e CO,. Esta estimulacdo ocorre através do
revolvimento do solo por operacdes de aracdo (visando aerar e homogeneizar as
camadas com diferentes concentracdes de contaminantes), além da adicdo de
corretivos, fertilizantes e, se necessario, de agua atraves da irrigacédo. Pode-se ainda
bioaumentar o solo com microorganismos de reconhecida capacidade de
degradacédo desses contaminantes e adicionar surfactantes, visando aumentar a
biodisponibilidade dos contaminantes. Esta técnica pode ser realizada in-situ
visando a descontaminacéo do solo no local onde este foi contaminado, ou pode ser
realizada ex-situ, se o solo contaminado foi removido para outro local onde o
lanfarming serd operado (DOELMAN e BREEDVELK, 1999 apud JACQUES et al.,
2005).

O landfarming pode ser considerado um sistema de tratamento de residuos.
Nesse caso, uma area € destinada exclusivamente para este fim. Os residuos com
alta concentracdo de carbono organico sé@o aplicados periodicamente no solo,
visando a degradacdo de seus constituintes. Quando o monitoramento indicar a
reducdo da concentracdo dos constituintes do residuo no solo, deve ser feita nova
adicao de residuo (WARD et al., 2003). Aléem disso, para evitar a contaminacdo do

ambiente, a area deve ser impermeabilizada com uma camada de argila
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compactada a uma profundidade de 0,6 a 1,0m abaixo da superficie, assim como,

contencédo do escoamento superficial.

Foi a primeira técnica ex-situ aplicada em grande escala e surgiu nos EUA. O
processo pode ser aplicado com grande sucesso quando o material é contaminado

com substancias de facil degradacédo aerébica (BERG, 2005).

As vantagens dessa estratégia segundo Schneider et al. (2002) e Maila e
Cloete (2004), baseiam-se na forma simples de planejar e executar; além de
exigirem tempo de tratamento curto. Esta técnica pode tratar grandes volumes do
solo e é eficiente para a reducdo de constituintes organicos com velocidade de
biodegradacdo baixa. Essa técnica possui limitacbes para conseguir taxas de
degradacéao superiores a 90% e para constituintes com baixa (<0,1 ppm) e elavadas
(50.000 ppm) concentracdes. A presenca de metais pesados em concentracoes
superiores a 2.500 ppm pode ser toxica para a biota. Este fato pode inibir a
degradacdo dos compostos organicos e compostos volateis tendem a evaporar
durante o processo. Além disso, requer uma grande area para o tratamento dos

residuos e geracdo de poeira que podem afetar a qualidade do ar.

e Biorreatores

O uso de biorretores € uma técnica aplicada ex-situ para biorremediacdo de
substratos contaminados com altas concentracbes de hidrocarbonetos. Existe
diverso tipos e configuragcdes de biorreatores que ilustrativamente podem ser
comparados a tanques aéreos fechados. O substrato contaminado é misturado com
agua, de modo a formar uma suspensao com 10 a 40% de sélidos, que é
mecanicamente aerada através de rotacfes. A formacéo desta suspensao no interior
do biorreator possibilita o aumento da disponibilidade dos contaminantes aos
microorganismos degradadores e a eliminacdo da heterogeneidade da distribuicédo
dos contaminantes no solo, duas grandes limitacbes da biorremediacdo in-situ
(MACLEOD e DAUGULIS, 2005). Além disto, no interior do biorreator, as condi¢cdes
ambientais de pH, a disponibilidade de nutrientes, a aeracdo e a temperatura sao

otimizadas para 0 maximo crescimento microbiano, sendo possivel também a



35

inoculagdo de  microorganismos  comprovadamente  degradadores  dos
contaminantes. Apds a concentracdo dos contaminantes terem sido reduzidas aos
niveis desejados, a suspensdo € desidratada e a agua pode ser reutilizada no
biorreator (JACQUES, 2007).

Em geral, as taxas e a extensdo da biodegradacdo nesta técnica sdo muito
altas, em vista do controle sobre fatores abidticos, e até bioticos, no interior do
biorreator, o que resulta em tratamento em curto periodo de tempo.
Concomitantemente a isso, algumas desvantagens estdo relacionadas a esta
técnica, como a limitacdo da quantidade de substrato tratado devido ao tamanho dos
biorreatores e a necessidade, em alguns casos, de pré-tratamento para a remocao
de compostos tdxicos aos microorganismos (como metais pesados) e para a
reducdo do tamanho dos agregados. Porém, o fator que normalmente limita a
utilizacao desta técnica é o elevado custo de remediacdo, em vista da alta tecnologia
utilizada nos biorreatores. Assim, o uso dessa técnica restringe-se aos casos em
gue o0 substrato estd contaminado com altas concentracbes do poluente e ha
necessidade de se realizar a biorremediagdo em curto periodo de tempo. Segundo
Doelman e Breedvelk (1999), sob essas exigéncias, a utilizagdo de outras técnicas

de biorremediacédo provavelmente nao traria resultados satisfatorios.

e Atenuacédo Natural

Uma das técnicas in-situ é a biorremediacdo passiva ou intrinseca, também
denominada atenuacao natural, na qual o contaminante permanece no local e,
através de processos naturais como biodegradacéo, volatilizacdo, diluicdo e sorcéo,
ocorrem a descontaminacdo do ambiente (MULLIGAN e YONG, 2004). Por
depender exclusivamente destes processos naturais, a biorremediagcéo passiva pode
ser muito lenta, exigindo o uso conjunto de outras técnicas e obrigatoriamente, o
monitoramento do local por longos periodos de tempo, visando a protecao da saude
do homem e do ambiente (BENTO, 2005).

Bento (2005) conduziu um experimento por 84 dias, no qual a biorremediagéo

passiva reduziu em 47% a concentracdo de hidrocarbonetos no solo. Ja a
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contaminagao de querosene tem sido rapidamente eliminada pela biorremediagao

passiva devido a alta volatilidade deste combustivel (DROR, 2001).

Segundo Prizzia (2001) as vantagens da atenuacdo natural podem ser
explicadas pelo baixo custo, geracdo de menos residuos, risco reduzido de
exposicdo humana. Porém, exigem maiores prazos para realizacdo da limpeza ou
descontaminacdo. Essa técnica € mais recomendada para ambientes com altas

sensibilidades, tais como, 0s manguezais e marismas.

e Fitorremediacéo

A fitorremediacdo é uma técnica emergente, que utiliza plantas para remediar
0 solo contaminado por metais pesados, compostos organicos e radionuclideos. A
maioria das pesquisas em fitorremediacdo estuda a utilizagdo de plantas
hiperacumuladoras, que tém a capacidade de estocar grandes quantidades de
metais pesados sem um uso aparente em seu metabolismo (WEIS e WEIS, 2004).
Porém, a observacdo de que o0s solos vegetados mostraram maiores taxas de
desaparecimento de compostos organicos que os solos nao-vegetados resultou no
incremento das pesquisas visando a biorremediacdo de solos contaminados com
agrotoxicos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), solventes orgéanicos e
combustiveis (ALKORTA e GARBISU, 2001).

Segundo Pilon-Smits (2005), a fitorremediacdo pode ser dividida em cinco
mecanismos principais, que séo: a) rizofiltracdo, que € uma técnica de tratamento de
agua em que os contaminantes sdo removidos e retidos ou degradados no tecido
vegetal; b) fitoextragdo, em que os contaminantes sédo removidos do solo e retidos
no tecido vegetal; c) fitotransformacao ou fitodegradagéo, uma técnica que pode ser
aplicada ao tratamento da agua e do solo, na qual ocorre a degradacdo dos
contaminantes através do metabolismo da planta; d) fitoestimulacdo, em que ocorre
a estimulacéo da atividade dos microorganismos degradadores dos contaminantes
pela rizosfera da planta; e e) fitoestabilizacdo, através de algumas enzimas
especificas, quando as plantas sdo utilizadas para reduzir a migracdo dos

contaminantes no solo.
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A fitorremediacdo tem atraido o interesse devido a sua eficiéncia, adequacao
a aplicacbes em longo prazo, pouca manutencdo exigida e vantagens estéticas, e
ainda tem o atrativo de apresentar um custo baixo e de ser mais bem aceita pela
populagdo, pois utiliza plantas em um processo reconhecido como mais

“ecologicamente correta” (VIANA et al., 2007).

Algumas limitagbes sdo apontadas na fitorremediacdo, sendo as mais
importantes, a falta de resultados mais concretos ou suficientes de pesquisas
realizadas, essa técnica ainda ndo € muito aceita por algumas entidades
reguladoras, além de exigir um monitoramento continuo. O clima é um fator que
pode restringir o crescimento das plantas e o tempo requerido para obtencéo de
uma despoluicéo satisfatéria pode ser longo. (ANSELMO, 2005).

e Bioaumento

A baixa taxa de degradacdo de um contaminante pode ser resultado do
namero reduzido ou inexistente de microorganismos com habilidade de degradacéo
do composto (HUESEMANN et al., 2002). Isto é particularmente importante quando
0 substrato recebe um xenobidtico e ndo ha populacbes microbianas capazes de
degradar eficientemente este composto. Nestes casos, a bioaumentacéo, que € a
inoculacdo de um local contaminado com microorganismos com alto potencial de
degradacdo dos contaminantes, torna-se uma pratica recomendada (EDGEHILL et
al., 1999).

A bioaumentacao representa umas das principais tecnologias de remediacao
usada e apresenta algumas vantagens em relacdo as outras tecnologias, pois € de
baixo custo e de solucdo permanente. Além de ser fundamentada em processos
naturais, essa técnica é aplicavel a uma grande variedade de contaminantes e tem
uma aceitacao publica (MARIANO, 2006).

A desvantagem desta técnica reside na incerteza de que nas condi¢bes do

ambiente em que serdo adicionados, 0S microorganismos possam decompor o
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contaminante, ou mesmo sobreviver a competicdo com 0s microorganismos nativos
(SILVA, E., 2004).

e Bioestimulacéo
A bioestimulacdo € a aceleracdo da reproducdo microbiana e de suas
atividades metabolicas, pela adicdo de oxigénio, agua e nutrientes ao meio ambiente
contaminado (ROSA, 2001, 2006).

Em ambientes naturais, o nutriente que normalmente limita o crescimento
microbiano é o Carbono (C), sendo que 0s nutrientes inorganicos estao presentes
em quantidades que normalmente excedem as demandas das comunidades
microbianas (ALEXANDER, 1999). No entanto, a presenca de elevadas
concentracbes de HPA com potencial para serem utilizados como substrato para o
crescimento dos microorganismos pode fazer com que outros nutrientes, que ndo o
C, tornem-se limitantes. A relacdo C:N:P de 100:10:1 no substrato a ser

biorremediado tem sido normalmente recomendada (CHENG e MULLA, 1999).

A utilizacdo do fertilizante OSMOCOTE que tem liberacéo lenta (slow-release)
aumentou drasticamente as atividades metabdlicas dos microorganismos e acelerou
a biodegradacao dos hidrocarbonetos em substratos contaminados por atividades
petroliferas (XU et al., 2004). Santana (2009) utilizou OSMOCOTE em experimento
realizado com sedimentos de manguezais extraidos da Baia de Todos os Santos
(BTS)/BA. Os resultados evidenciaram um Oleo em estado avancado de
degradacdo. Porém nao foi possivel estabelecer o grau da influéncia do
OSMOCOTE nessa degradacao.

A bioestimulacdo se fundamenta no favorecimento da microbiota nativa para
degradar mais facilmente o contaminante em questdo. Dentre as vantagens deste
tipo de técnica de tratamento destacam-se a certeza de que 0S microorganismos
nativos jA estdo adaptados as condicbes climéaticas do local, que pode ser

determinante no sucesso do tratamento e 0s custos sdo baixos, podendo ser usada
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em areas extensas (OLIVEIRA, 2001). Porém, esse método pode provocar

degradacéao de alguns HPA e geracao de subprodutos toxicos (SOUZA, 2003).

A escolha da estratégia de biorremediagdo mais apropriada para um
determinado local, é determinada por varios fatores, tais como, as caracteristicas
dos poluentes presentes (natureza, concentracdo e biodisponibilidade) e a
composicdo em termos de nutrientes e populacdo microbiana presente no local
(DUA et al., 2002). A solucdo mais eficaz podera passar por uma combinacdo de
diferentes técnicas de biorremediacao (KUIPER et al., 2004; SILVA et al., 2004).

2.4 APLICACAO DAS TECNICAS DE BIORREMEDIACAO

2.4.1 Internacionalmente

Diversos estudos e pesquisas realizadas (ATLAS e BARTHA, 1972, ATLAS,
1977, 1981; BOEHM e FIEST, 1982; HOFF, 1993; PRITCHARD et al., 1992; ROSA,
2001; SOUZA, 2003; COELHO, 2005 e Lima 2010) permitem dividir o historico das
técnicas de biorremediacdo em duas fases principais: Pré-Exxon Valdez e Pos-

Exxon Valdez.

e Pré-Exxon Valdez (antes de 1989)

Os acidentes associados ao derramamento de grandes volumes de petréleo
comecaram a ser divulgados pela imprensa na década de sessenta, na mesma
época em que 0s primeiros superpetroleiros foram lancados ao mar. O primeiro
acidente noticiado ocorreu em marco de 1967, em aguas territoriais inglesas, devido
ao choque do navio tanque Torrey Canyon contra as rochas de uma pequena ilha,
despejando 85 mil toneladas de petr6leo no mar, contaminando as praias da regiao
(PRINCE,1993; HOFF, 1993).

Os derrames de Oleos provocaram incipientes pesquisas voltadas para

técnicas que pudessem remediar as contaminagcdes geradas por hidrocarbonetos.
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Esse periodo foi marcado por pesquisas académicas, sendo a biorremediacéo ainda

pouco conhecida.

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

vazamentos de tanques de reserva.

e Pds—-Exxon Valdez (1989 até os dias atuais)

O derrame causado pelo petroleiro Exxon Valdez, em marco de 1989, na Baia
Prince William, Alasca, teve a marca de 37 mil toneladas de 6leo. Foi considerado
um dos mais sérios acidentes ecologicos ocorridos no mundo, em funcdo da
vulnerabilidade do ecossistema atingido pelo derrame (PRITCHARD et al., 1992;
BRAGG et al., 1994). Neste periodo a técnica de biorremediacdo recebeu grande
atencao, despertando muito interesse da classe académica e do publico em geral.
Por isso, o derrame de 6leo provocado pelo Exxon Valdez é considerado um marco
para o desenvolvimento das técnicas de biorremediacao. Foi possivel fazer diversos
testes com dispersantes quimicos, bioaumento e bioestimulagdo (PRITCHARD et al.,
1992).

Em 1990 ocorreu uma explosao durante a transferéncia de 6leo do navio
tanque Mega Borg, proximo a Galveston, Texas. O oOleo foi derramado
continuamente durante os nove dias seguintes. A Companhia Texas Water
Commission recebeu autorizacdo para aplicar sobre a mancha microorganismos
produzidos especificamente para biorremediacdo, cujo nome comercial € Alpha
BioSea. Os resultados das andlises cromatograficas ndo foram conclusivos, pois
mostraram uma grande variabilidade entre as amostras coletadas, comprovando a

dificuldade de se conseguir amostras representativas em mar aberto (HOFF, 1992;
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ATLAS, 1995).

Ainda durante a decada de 1990, mas especificamente em 1992,
aproximadamete 100 ton de 6leo bruto foram acidentalmente, derramados em Israel.
A técnica escolhida para recuperacdo foi a biorremediacdo por bioaumento e
bioestimulo onde foram utilizadas bactérias selecionadas e adicionados compostos
de nitrogénio e fosforo (GRAWFORD e GRAWFORD, 1996).

Nas ultimas décadas ocorreram graves acidentes com petroleiros, entre eles
destaca-se o que ocorreu no fim de 2002 quando o navio Prestige afundou na costa
da Galicia, Espanha, com 63 mil toneladas de hidrocarbonetos causando um grande
impacto ambiental e transtornos econdmicos irreparaveis (DRAGO, 2003). Foi
efetuado um estudo durante dois anos, em dois locais altamente contaminados, a
fim de acompanhar a atenuacéo natural e para testar a eficacia de biorremediacdo
com um fertilizante. A metodologia incluiu uma abordagem inovadora para o calculo
de carga de petréleo (com base em analise de imagem), a analise do destino de
hidrocarbonetos através de biomarcadores quimicos e microbiologicos, diferentes
técnicas para isolar e estudar degradacao de hidrocarbonetos. Além disso, um dos
principais resultados refere-se a esgotamento notavel de hidrocarbonetos
alcancados em pontos onde a agua doce fluiu através da costa (GALLEGO et al,
2006).

2.4.2 Nacionalmente

No Brasil foram registrados, até o0 momento, quatro importantes derrames de
petroleo. Em marco de 1975 o petroleiro grego Tarik Ibn Ziyad derramou 2,8 mil
toneladas de 6leo na entrada da Baia de Guanabara. A mancha atingiu varias praias
oceanicas das cidades do Rio de Janeiro e Niteréi, e a contaminacdo afetou
seriamente a biota da zona intermarés (CRAPEZ et al., 2002 apud SOUZA, 2003).
No litoral norte do estado de S&o Paulo, em maio de 1994, aproximadamentel,5 mil
toneladas de Oleo vazaram no rompimento do oleoduto do terminal Maritimo
Almirante Barroso (VIEIRA, 2000).
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Os derrames mais recentes ocorreram em 2000. Aproximadamente 736
toneladas de 6leo combustivel vazaram de um duto da Petrobras que liga o terminal
da llha D’agua a refinaria Duque de Caxias (REDUC). O local do rompimento, na
parte interna da Baia de Guanabara, levou a contaminacdo as praias adjacentes e
colocou em risco a Area de Protecdo Ambiental de Guapimirim, uma das poucas
regibes de manguezal ainda preservadas (OLIVEIRA e CAMARA, 2000).

Segundo Souza (2003), as pesquisas sobre as diversas aplicagdes da técnica
de biorremediacdo de locais contaminados por petréleo e derivados, vém sendo
desenvolvidas por universidades, isoladamente ou em conjunto com a Petrobras. A
seguir sao listadas as principais instituicdes responsaveis pelo desenvolvimento das
técnicas de biorremediacdo no pais.

O Programa de Pdés-Graduacdo da Universidade Federal Fluminense, pioneiro na
identificacdo e no isolamento de bactérias hidrocarbonoclasticas, presentes nas
aguas e nos sedimentos das baias da llha Grande e da Guanabara, no estado do
Rio de Janeiro. H4 também, pesquisas sobre as respostas da microbiota das praias
da Boa Viagem, do Forte do Rio Branco e da area da Estac&do Hidroviaria de Niteroi
(RJ), aos efeitos agudos e cronicos da exposicdo a hidrocarbonetos aromaticos do
petréleo. Os resultados revelaram que aumentando a freqiéncia de entrada de
benzeno, tolueno e xileno no sistema, as bactérias tornam-se capazes de degradar

guantidades crescentes desses poluentes (CRAPEZ, 2001).

Outras linhas de pesquisa, associadas a biorremediacédo e a biodegradacdo
de petroleo, derivados e seus residuos, estdo sendo conduzidas no Curso de Pos-
Graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos da Escola de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Entre essas pesquisas
encontra-se a de Cunha e Leite (1997) que teve como objetivo a otimizacdo de
condicbes ambientais para acelerar o processo de biodegradacdo de gasolina em
microcosmos constituidos de solos bioaumentados com Pseudomonas putida, obtida
de uma colecao de cepas (SOUZA, 2003).
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Pesquisadores da Universidade Federal do Parana desenvolveram
microorganismos especializados para biorremediacdo de solos contaminados, com
utilizacdo tanto em areas industriais como em areas urbanas. O produto é
constituido por microorganismos acondicionados em meio argiloso, sob baixos
teores de umidade, o que facilita seu manuseio e aplicagéo. Eles podem ser usados
também em landfarmings, contendo residuos de refinaria, no tratamento de residuos
oleosos de atividades petroliferas e petroquimicas, ou em solos contaminados por
derivados de petrdleo em geral, como os de postos de gasolina. Esses
microorganismos foram usados na recuperagcdo de solos contaminados pelo
derrame de petroleo resultante do rompimento de um oleoduto da REPAR, ocorrido
em 16 de julho de 2000 no rio Barigti, afluente do rio Iguacu (LIMA, 2010).

O Programa de PoOs-Graduacdo em Geociéncias e Meio Ambiente da
Universidade Estadual Paulista desenvolveu estudo com objetivo de avaliar o
potencial de biorremediacdo em solos e em aguas subterraneas contaminados com
oOleo diesel. A partir de amostras de solo e agua subterranea coletadas em diferentes
postos de combustiveis, avaliou-se a biorremediacdo natural da agua subterranea
em local onde ocorreu vazamento de Oleo diesel, mediante o0 monitoramento de
indicadores geoquimicos durante 2 anos. Diferentes técnicas de biorremediacéo
(bioestimulacdo com a adi¢cédo de nutrientes e de um surfactante e bioaumento com
injecdo de microorganismos) foram comparadas quando aplicadas de forma isolada
e em conjunto a solos contaminados com O6leo diesel e comparou-se também a
capacidade de diferentes microorganismos em biodegradar 6leo diesel comercial e
intemperizado. Avaliou-se a eficiéncia da utilizacdo da vinhaca e a capacidade de
diferentes culturas de bactérias (MARIANO, 2006).

Dias (2007) atualmente no Curso de PoOs-Graduacdo da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas utilizou-se de um
consorcio microbiano formado por bactérias de ocorréncia natural, especialmente
selecionadas. Teve como objetivo acelerar os processos de degradagcdo de
hidrocarbonetos de petréleo, removendo o0s compostos toxicos e de dificil
degradagcdo. Tendo bons resultados na remocgdo dos compostos do petréleo

principalmente nos teores de HPA.
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No Curso de Pos-Graduacao do Laboratério de Engenharia e Exploracdo de
Petréleo - UENF, tem sido desenvolvidas pesquisas, juntamente com a Petrobras.
Destaca-se o trabalho elaborado por Souza (2003) em testes laboratoriais que
buscou desenvolver métodos de biorremediacdo para aplicacdo em derrames de
6leo no mar. Outro trabalho relevante foi elaborado por Rosa (2001) que simulou,
em laboratorio, o derrame de petréleo em sedimentos costeiros com o objetivo de
testar a eficiéncia da técnica de biorremediacdo, com a aplicacdo de nutrientes como
fosfato de amoénio e fertilizante do tipo NPK. Os resultados das analises geoquimicas
realizadas nas amostras de 6leo biodegradado, ao final de 30 dias de tratamento,
revelaram a remocao completa dos n-alcanos e a degradacdo parcial dos

isoprenoides.

e O Pioneirismo da Bahia

Segundo Veiga (2003) a primeira refinaria moderna de petréleo do Brasil foi
inaugurada em 17 de setembro de 1950, sob o nome de Refinaria Nacional de
Petrdleo S.A., sendo depois batizada de Refinaria Landulpho Alves de Mataripe
(RLAM). Localizada as margens da Baia de Todos os Santos e dentro de uma

regido de manguezal no municipio de Séao Francisco do Conde.

O pioneirismo vivido pela Baia de Todos os Santos deixou um grande passivo
ambiental, sentido atualmente pelos ecossistemas locais. De acordo com Veiga
(2003) a época da criacdo da RLAM, a componente ambiental ainda ndo era
considerada como parte integrante da tomada de decisfes pelas empresas, por iSso
nota-se que a posicdo geogréafica da refinaria ndo levou em conta a preocupacao
com as peculiaridades do meio ambiente local.

Diversos estudos retratam poluicdo por derramamentos ou vazamentos de
Oleos na regido norte da BTS (TAVARES et al.,, 1996; MACHADO et al., 1996;
PESO-AGUIAR et al., 2000; VEIGA, 2003), segundo esses autores, desde a criagao

da RLAM, a qualidade de vida da populacdo tém sido comprometida, por um passivo
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ambiental que se reflete na contaminagédo dos elementos naturais, incluindo a biota

comestivel.

Ao longo dos anos, estudos realizados na regido norte da BTS tém mostrado
sensiveis altera¢cdes nas condicbes ambientais. Dentre estes, podemos citar o
trabalho realizado por Martins (2001), que avaliou a ocorréncia de impactos
ambientais cronicos na regido norte da BTS em decorréncia da presenca do
complexo petrolifero, relacionando niveis de hidrocarbonetos em sedimentos e as
respostas induzidas pela toxidade em moluscos. Silva, S. (2002) avaliou o grau de
contaminacgdo por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) em sedimento de
meso-litoral da BTS e suas possiveis fontes. Outro estudo relevante foi feito por
Veiga (2003) que avaliou a origem e os niveis de contaminacdo de sedimentos
superficiais de manguezais da porcdo norte BTS, encontrando valores médios de
HTP (285.688 ng.g™) principalmente em regi&o de producéo de petréleo. Também
deve ser destacado o trabalho realizado por Celino et al. (2007), que avaliou as 17
fontes de matéria organica e o grau de contaminacao por hidrocarbonetos totais na
parte norte da BTS. Estudos recentes feitos na mesma regido (SANTANA, 2008;
LIMA, 2010) verificaram indices de contaminacdo por petroleo, fatos evidenciados

por meio de cromatografia.

A falta de planejamento, a perda de habitat, fragmentacdo de manguezais,
expansdao industrial, falta de ordenamento urbano, baixa qualidade do ar da regido
norte da BTS, todos esses fatores demonstram como esta regido é complexa.
Mesmo com quantidade consideradas de petréleo extraidas da regido, pouco se
investiu em melhoria da qualidade ambiental, o que torna o modelo de producéo

atual, para esta regido, insustentavel ecoldgica e socialmente.

Estudos de biorremediacdo para a parte norte da BTS sdo ainda incipientes e
com poucas publicacbes com resultados plausiveis, esse fato, por si sO, ja
demonstra a importancia de se investir nessa técnica, gerar banco de dados

robustos que possam d& sustentacdo em uso real (in-situ) num futuro proximo.

Pesquisas com esta tematica estdo sendo desenvolvidas em varias

Instituicdes de Ensino Superior. A Rede de Recuperacdo de Areas Impactadas por
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Atividades Petroliferas (RECUPETRO) relune varias entidades nacionais de
pesquisa e extensao, dentre as quais a Universidade Federal da Bahia (UFBA) tem
desenvolvido e aprimorado diversos estudos (SANTANA, 2008; LIMA, 2010;
MOREIRA, 2011) relacionadas com as técnicas de biorremediacdo (bioaumento e
bioestimulo). Tais pesquisas visam trazer resultados positivos e novas perspectivas

para as tecnologias de remediacdo de areas impactadas por petroleo.

3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia aplicada no presente trabalho foi baseada na técnica de
biorremediacdo de substratos de manguezais afetados por acdes petroliferas,
através da adicdo de nutrientes (bioestimulacdo) nos aquarios do Laboratério de
Simulacdo de Processos de Biorremediacdo, construido para testes em nivel de
bancada. Teve como suporte para as partes analiticas o LEPETRO (Laboratério de
Estudos do Petréleo) vinculado ao Dept® de Geoquimica, Instituto de Geociéncias na
Universidade Federal da Bahia (UFBA) e Laboratorio de Engenharia e Exploracao
de Petroleo-LENEP da Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF).

As semanas que antecederam ao campo foram fundamentais para realizacdo
dos planejamentos antes das coletas, onde foram separados todos os materiais
necessarios, descontaminacdo dos frascos para coletas, calibracdo dos

equipamentos utilizados para medir 0s parametros ndo conservativos.

3.1 AMOSTRAGEM

Os locais de amostragem foram selecionados de forma a se obter a melhor
representatividade possivel da area de estudo (Figura 9). Tendo como suporte para
determinacdo das estacOes: equipamentos de GPS (Sistema de Posicionamento
Global), mapas topograficos para localizacdo da area, na escala de 1:25.000 e

tabuas de mareés. Vale ressaltar que durante o ano de 2007 e 2008 foram realizados
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varios pré-testes e coleta na referida area, isso facilitou a determinacdo dos locais

de amostragem no atual estudo.

Area da coleta

Figura 9 — Fotografia aérea da foz do rio Sdo Paulo localizado no municipio de S&o Francisco do
Conde-BA desaguando na BTS, mostrando em destaque a localizacdo do pier, da estacdo Pedra
Branca e area das coletas (Fonte: modificado de BMA, 2005)

A coleta do sedimento foi realizada no dia 04 de setembro de 2008 em locais
de deposicao lamosa, na parte do manguezal mais proxima as zonas marginais, em
locais geralmente inundaveis, que o tempo entre a subida e descida da maré leva
em torno de (02) duas horas. Foram coletados 76 testemunhos de sedimento com
auxilio de um testemunhador, que consta de um tubo de aco inoxidavel de 10cm de
didametro e capacidade para coletar testemunhos de até 30cm (Figura 10a, b). Em
seguida os de sedimento foram homogeneizados em um recipiente metalico (Figura
10c).

Apbs ser homogeneizado, o sedimento foi dividido em trés porcdes: 1° porcéo
foi mantida a composicao natural do sedimento (referéncia); na 2° porcao utilizou-se
NPK (0,59 para cada kg de sedimento) e na outra por¢do do sedimento utilizou-se
OSMOCOTE (0,59 para cada kg de sedimento). Esses fertilizantes sdo compostos
de nitrogénio, fésforo e potassio, na proporcdo 10:10: 10. A diferenca entre os
fertilizantes esta na forma de liberacdo de seus nutrientes. O NPK libera os

nutrientes mais rapidamente, sendo facilmente solubilizado, e o OSMOCOTE, por
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ser envolvido por uma capsula, libera os nutrientes de foram lenta e continua - slow

release (Figura 10d).

(c)

Figura 10 — a) Testemunhador de metal, b) Testemunhador com sedimento contendo o6leo, c)
Homogeneizacédo do sedimento e d) Detalhe do sedimento com OSMOCOTE.

O NPK é um fertilizante solivel em agua, composto por fosfato monoaménico
(NH4)3PO4, sulfato de amoénia (NH,4)>,SO,, cloreto de potassio (KCI) e farelo de
algodédo (LIMA, 2010). O OSMOCOTE também é um fertilizante solluvel, possui a
mesma composi¢cao se diferenciando por ser do tipo slow release (liberagao lenta),
onde os nutrientes inorganicos ficam revestidos com materiais hidrofébicos como

parafina ou vegetal.

3.2 MONTAGEM E FUNCIONAMENTO DO EXPERIMENTO

O estudo foi simulado em aquéarios (Figura 11) que consistiam em cubas de
vidro contendo 50 cm de altura, 30cm de largura e 40cm de comprimento, cada uma
contendo: 08 (oito) provetas de vidros; suporte de madeira para as provetas; uma
torneira na parte inferior para drenar a agua e 2 (duas) bombas para aeracdo. A
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agua para simular a maré foi bombeada diretamente do estuario do rio Sdo Paulo e

armazenada em um tanque de 1000L e foi renovada todos os dias de simulacgéo.

50 cm
45 cm

N

1 eV / || ==

30 cm - N’ 42 cm

Figura 11 - Figura esquematica mostrando da esquerda para a direita: as dimensdes do aquario, da
proveta e do suporte de madeira para as provetas.

Apos a coleta do sedimento e a separacéo nas trés parcelas (REFERENCIA,
NPK, OSMOCOTE) procedeu-se a montagem do experimento. Todas as provetas de
vidro foram revestidas com sacos de algodéo e estes foram presos com bragadeiras
de nylon na parte inferior e elastico na parte superior da proveta (Figura 12a). Foram
montadas as Unidades de Simulacdo compostas pelos Aquarios REFERENCIA,
NPK e OSMOCOTE denominados REF, NPK e OSM. Nas unidades referéncias foi
avaliada a atenuacdo natural do petroleo, e nas unidades de biorremediacdo, a
aceleracdo da biodegradacédo do petroleo como resultado da aplicacdo de nutriente
NPK e OSMOCOTE.

3.3 MONITORAMENTO DA UNIDADE DE SIMULACAO

A rotina diaria de simulag&o consistiu nas seguintes etapas: ligar o sistema de
torneira com uma pequena vazao (simular a subida da maré) proveniente do tanque
de armazenamento de agua; apls atingir o limite do aquario (22 litros) todas as
bombas de oxigenacdo (duas para cada aquario) eram ligadas e contadas duas
horas de simulacdo; depois os parametros fisico-quimicos (salinidade, OD, pH e
temperatura) eram mensurados (Figura 12b); por fim os aquarios eram esvaziados,

também com uma pequena vazao para simular a descida da maré. Os aquarios ndo
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eram esvaziados totalmente com o intuito de deixar o sedimento sempre em contato

com a agua conforme organograma proposto para a simulacao (Figura 13).

Figura 12 — a) Provetas de vidros revestidas com pano de algoddo e com lacre e elastico, b)
mensuracgdo dos parametros fisico-quimicos.

| Monitoramento Aquario |

I

| Parametros fisico-quimicos |

I
I I |

120D(% e mgL,) | | 2°E e pH |—| Salinidade

Encher Aquério

Simular por 2 horas

| Parametros fisico-quimicos |

I
I | |

120D(% e mg L) | | 22 Ey e pH | | Salinidade

l

| Esvaziar Aquario |

Nivel de dgua 5 cm

Figura 13 — Organograma mostrando passo a passo do monitoramento que era feito diariamente no
Laboratorio de Simulacéo.

A retirada das amostras de sedimento das unidades de simulagédo foi
realizada com intervalo de 1 (tempo inicial), 2, 8, 15, 30, 45, 60, 90 dias (tempo
final), o tempo utilizado neste trabalho foi o tempo inicial 1 (05/Set) e tempo final 90
dias (04/Dez). Foram determinados, para esta dissertacdo, 0os seguintes parametros:
biomarcadores saturados (m/z= 191 e m/z=217), biomarcadores aromaticos

(Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos - HPA) para os compostos ion/carga
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(m/z=192, m/z=228, m/z=231), ambnia, nitrato, fosforo, carbono organico e

granulometria.

A coleta das amostras foi realizada apés o periodo de 2 (duas) horas de
simulacdo. ApoOs esse periodo o aquario era esvaziado lentamente e retirado uma
proveta de cada aquario de simulacdo, essas amostras foram homogeneizadas
individualmente, em um recipiente de revestimento inox. Sendo que, para cada
triplicata de aquario existia um recipiente diferente com a finalidade de evitar mistura
entre as amostras REFERENCIA, NPK e OSMOCOTE. Ressalta-se que entre
amostras da mesma triplicata os recipientes foram lavados com agua do proprio

manguezal (ambientacao).

As amostras para analise de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos,
amonia, nitrato, fosforo, carbono organico e granulometria foram coletadas em
recipientes de vidro. Todas as amostras foram acondicionadas a temperatura baixa

em caixas térmicas.

Durante os trés meses de simulagcdo as unidades foram monitoradas
diariamente. Os parametros fisico-quimicos ndo conservativos (pH, salinidade,
temperatura, oxigénio dissolvido) foram mensurados quando a agua chegava ao
aguario e apos 2 horas de simulacdo com auxilio dos seguintes equipamentos:
Refratbmetro Hand Refractometer ATAGO modelo S/Mill-E; Condutivimetro
Handylab 1, com precisdo de 0,05uS.cm-1; pH-metro Handylab LF1, com precisao
de 0,01 unidade de pH e/ou mVe; Oximetro WTW OXI 3151, marca SCHOTT-
GERATE, precisdo de 0,01mg.L™(Figura 14).
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Figura 14 - Equipamentos utilizados para mensurar os parametros fisico-quimicos. Da esquerda para
a direita: refratbmetro, condutivimetro, pH-metro e oximetro.

3.4 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

As amostras foram encaminhadas para o Laboratério de Estudos de Petroleo
(LEPETRO) do Nucleo de Estudos Ambientais (NEA/IGEO/UFBA) para
processamento das amostras do sedimento, analises granulométricas e
determinacdo dos nutrientes. A determinagdo dos biomarcadores saturados
(m/z=191 e m/z=217), os biomarcadores aromaticos — HPA (m/z=170, m/z=192,
m/z=228 e m/z=231) para avaliar a eficacia do processo de biorremediacdo foi
realizada no Laboratério de Engenharia e Exploracdo de Petrdleo-LENEP da

Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF).
Nos itens seguintes serdo descritos os procedimentos realizados nas

amostras coletadas no Laboratério de Simulagdo e no manguezal do estuério do rio

Sao Paulo.

3.4.1 Processamento das Amostras de Sedimentos
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Apdés a coleta, as amostras de sedimentos foram liofilizadas em um
Liofilizador L101 da marca LIOTOP com a finalidade de retirar toda umidade. Em

seguida a amostra foi macerada, desagregada e peneirada em malha de 2mm.

3.4.2 Nutrientes

Foram realizadas andlises de carbono organico total, nitrato, amonia e fésforo
assimilavel. As determinacdes de nitrogénio total, nitrato e amoénia foram realizadas
segundo o Método de Kjeldahl por via iumida (EMBRAPA, 1999).

Nitrato e Amoénia

O procedimento utilizado para determinacéo de amonio (NH4") e nitrato (NO3)
trocaveis envolve destilacdo por arraste de vapores contendo MgO e liga de
Devarda como forma de nitrogénio mineral. O NH,'é convertido em amonia (NH3)
gue é arrastada por vapores, condensada e depositada em solucdo avermelhada de
acido borico. O uso da liga de Devarda tem por finalidade reduzir o nitrato a aménio.
A quantificacdo do N nas formas de ambnio e nitrato se d& indiretamente por
titulacdo (H,SO,4 0,005mol L™), via restituicdo do acido bérico utilizado na formagao

de borato de am6nio, composto que confere a cor verde-azulada.

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

Para determinacdo de amoénio pipetou-se 30mL do sobrenadante limpido,
adicionou-se em tubos de digestdo com 0,2g de 6xido de magnésio e procedeu-se a
destilacdo em destilador de arraste de vapores. Coletou-se 0 condensado em um
elenmeyer de 125mL contendo 5mL de solucéo indicadora de acido bérico 2% (m/v).
Em seguida titulou-se com solucdo de H,SO, 0,005mol L™ até o aparecimento de

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

coloracéao rosa ou lilas.

F6sforo assimilavel

O método consiste na determinacédo de ortofosfatos (HPO4, H2PO,4, H3POy,
PO.?), utilizando a Espectrofometria de Absor¢do Molecular na regido do visivel. O
molibdato de amonio e o antimdnio tartarato de potassio reagem em meio acido com
o ortofosfato para formar um acido heteropoli - fosfomolibdico que é reduzido pelo
acido ascorbico formando o complexo azul de molibdénio intensamente colorido. A
absorbancia do complexo € medida espectrofotometricamente a 880nm e é

proporcional a concentragéo de fosfato presente na amostra.

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

calculada através da reprodutibilidade, sendo as amostras feitas em triplicatas.

As andlises destes nutrientes sdo muito importantes, pois em ambientes
naturais contaminados por petrdleo o carbono (C) deixa de ser o elemento limitante
e 0 nitrogénio e fosforo passam a ter um peso maior, para a sobrevivéncia e
desenvolvimento dos microorganismos degradadores de hidrocarbonetos.

3.4.3 Biomarcadores Saturados e Arométicos (HPA)
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Para a extracdo, as amostras liofilizadas e desagregadas em gral de 4gata.
Para realizar a extragdo pesou-se 10g de sedimento e em um sistema Soxhlet
(Figura 16) procedeu-se a extracdo com 150mL de uma mistura de solventes n-
hexano e acetona (1:1v/v) por 4hs. Decorrido esse tempo colocou-se o volume do
extrato para evaporar em capela e posteriormente pesou-se 0,004q,
aproximadamente, desse extrato final (sem solvente) que posteriormente foi
misturado com alumina. Transferiu-se a mistura para coluna clean up onde as
fracdes dos saturados (F1) foram eluidas com hexano, os aromaticos (F2) foram
eluidas com diclorometano (30ml) e os compostos contendo heteroatomos (NOS)
foram eluidos com metanol. Depois de evaporadas pesaram-se 0s béqueres em

balanca analitica e anotaram-se as massas.

Figura 15 - Sistema Soxhlet utilizado na extragdo dos hidrocarbonetos contidos nos sedimentos
retirados dos aquarios de simulacéo.

Para determinagdo dos Biomarcadores as amostras foram analisadas em
CG/ EM através do modo de monitoramento seletivo de ions (MSI). Para a analise
por MSI, foram selecionadas os seguintes ions: m/z=217 para 0s -esteranos e m/z=
191 para terpanos. As condi¢cbes cromatograficas utilizadas para as andlises foram:
temperatura 70°C a 170°C com taxa de aquecimento 20°C min™, de 170°C a 310°C
com aquecimento de 2°C min™ e isoterma de 310°C durante 10 minutos. Por fim
realizou-se injecao automatica de 1uL da amostra, com impacto de elétrons a 70

eV, utilizando hélio como gas de carreador, a uma pressao constante de 10 psi.
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Para o monitoramento das alteracdes ocorridas nos perfis das familias dos
compostos policiclicos aromaticos (HPA), foram conduzidas, neste trabalho,
andlises por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas
(CG/EM) de acordo com as seguintes condi¢des analiticas:

e Cromatografo em fase gasosa Hewlett Packard, modelo 6890.

e Coluna capilar de silica fundida (HP-DB5-MS, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

e Programacao da temperatura: 55°C (2 min); 55 a 190°C (30°C/ min); 190 a
250°C (1,5°C/ min); 250 a 300°C (2,0°C/ min) e 300°C (20 min).

e Espectrometro de massa Hewlett Packard, modelo 5973.

e Temperatura de interface: 280°C.

e lonizacao por impacto de elétrons.

e Energia do feixe de elétrons: 70 eV.

e Varredura por monitoramento seletivo de ions (SIM).

Os ions monitorados, ao longo dos experimentos, na fracdo de
hidrocarbonetos aromaticos foram os ions da familia dos policiclicos aromaticos
alquilados: m/z = 156 e 170 para dimetil e trimetil naftalenos, m/z = 178 e 192 para
fenantrenos e metil fenantrenos, m/z = 180 para metil fluorenos, m/z = 198 para metil
dibenzotiofenos, m/z = 228 para criseno e m/z = 231 e 245 para os esterbides
triaromaticos. Estes, sdo os principais compostos utilizados na grande maioria dos

estudos com essa tematica (degradacéo).

No Anexo IV encontram-se outras metodologias auxiliares que servem de
base para a atual dissertacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS NAO-
CONSERVATIVOS

Os parametros fisico-quimicos monitorados foram: temperatura, pH,
salinidade e oxigénio dissolvido (O.D.) na agua do canal de maré e na agua retida
nos aquarios de simulacdo, cujas provetas continham sedimento de manguezal
(REF), sedimento de manguezal com NPK (NPK) e sedimento de manguezal com
OSMOCOTE (OSM). Eles foram mensurados durantes os 90 dias de simulagbes,
sendo que os graficos apresentados nesse trabalho referem-se ao dia inicial (05 de
setembro — 05/Set) e final (04 de dezembro — 04/Dez) do procedimento e as tabelas

contemplam as médias, medianas e desvio padrao dos 90 dias de simulagdes.

O monitoramento diario dos parametros fisico-quimicos nesse experimento
durante os 90 dias da simulacdo se justifica pelo fato que esses parametros
deveriam ser controlados para fornecer condicdbes adequadas para o0s
microorganismos presentes nos sedimentos se reproduzirem (bioestimulo) e
degradar hidrocarbonetos presentes nos aquarios. Essa degradacao seria aferida
por andlises das abundancias relativas das fragdes dos biomarcadores saturados e
0s compostos policiclicos aromaticos no inicio (05/Set) e no término (04/Dez) da
simulacdo (90 dias) para verificar o grau de alteragcdo dos fragmentogramas. Os
valores desses parametros encontram-se no Anexo I, Anexo Il, Anexo Ill e Anexo IV

gue servirdo de apoio para esta dissertacao.
Diversos autores (ATLAS e BARTHA, 1972; ATLAS, 1981; BENTO, 2005) citam

gue os parametros monitorados, juntamente com 0s nutrientes sdo 0S mais

importantes para o sucesso da degradacédo de hidrocarbonetos

4.1.1 Temperatura
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A Figura 16 permite analisar as varia¢cdes de temperatura da dgua do canal
de maré e dos aquéarios (REF, NPK e OSM), ocorridas durante os dias 05 de
setembro (inicio da simulacéo) e o dia 04 de dezembro (final da simulacdo — 90
dias). A média de temperatura no canal do rio Sdo Paulo ficou em torno de 26,6°C,
bem préoximo aos valores encontrados por Carvalho, (2007) — 29,3°C, por Celino
(2007) - 29,9°C e Santana (2008) — 28,8°C. Segundo Ricklefs (2001), temperaturas
mais altas significam que os organismos podem se desenvolver mais rapidamente,
digerir e assimilar mais alimento, apresentando, assim, efeitos positivos na
produtividade biologica. Apesar de biodegradacéo do 6leo ocorrer numa ampla faixa
de temperatura, as maiores taxas ocorrem entre 25°C e 35°C, sendo que, em
temperaturas acima ou abaixo destas, ha prejuizos para este processo (HAIDER,
1999).

As temperaturas dos aquarios foram maiores em relacdo a temperatura do
canal do rio Sdo Paulo (Figura 16 e Tabela 2). Segundo Santana (2008) o
Laboratério de Simulacdo por ser uma ambiente artificial e as telhas transparentes
favorecem o aumento da temperatura, agindo como uma estufa, principalmente em

dias ensolarados.

Temperatura ()

30,0

28,0 0
Temperatura ("C)

260 mO5/setTinicial | | Simulag&o 05/set  04/dez
24,0 04/Dez T fianl RIO 25,20 27,20
20 REF 28,40 28,70
REF NPK OSM RO bR 29,10 28,40
OSM 28,80 28,50

Figura 16 — Variacdo da temperatura (OC) no canal rio Sdo Paulo e nos aquarios da Unidade de
Simulacdo (REF, NPK, OSM). Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final
(04/Dez) de simulag&o que estdo plotados no grafico.
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Tabela 2 - Valores da média, mediana e desvio padrdo da temperatura (OC) ao longo dos 90 dias de
simulacgéo.

Temperatura (°c)
Simulacdo Meédia Mediana Desvio Padrao

RIO 26,60 26,03 1,22
REF 28,90 28,85 1,40
NPK 28,46 28,43 1,45
OSM 28,56 28,69 1,48

4.1.2 Potencial Hidrogenidnico (pH)

A alcalinidade ou a acidez de uma solucao é freqientemente expressa em
termos e concentracdes de ions H' que é denominada pH. Segundo Esteves (1998),
0 pH pode ser considerado uma das variaveis mais importantes, pois € um fator
limitante a colonizac&o de diferentes organismos aos ecossistemas aquaticos, assim
como interfere de diferentes maneiras no metabolismo das comunidades. O pH do
solo afeta diretamente a atividade dos microorganismos, através dos efeitos dos ions
H*, na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, assim como, indiretamente,
pela influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do
aluminio e de metais pesados, que podem ser tdxicos aos microorganismos
(JACQUES et al., 2005).

O gréfico da Figural7 permite analisar as variacdes de pH da agua do canal
de maré e das unidades de simulacdo (aquarios REF, NPK e OSM). Os valores de
pH (Figura 17) apresentam-se dentro de padrdes normais para aguas marinhas,
variando de 7,0 a 8,0 com uma média de 7,37 para a agua estuarina do rio Sao
Paulo, 7,62 para o aquario referéncia (controle), 7,75 para os aquarios NPK e 7,81
para os aquarios OSM (Tabela 3). Confirmando a capacidade de tamponamento das
aguas marinhas, para patamares mais alcalinos (ESTEVES, 1998). Carvalho,
(2007), Celino et al. (2007), Santana (2008) obtiveram valores proximos com medias
de 7,6 ; 7,0 e 7,7, respectivamente. A Tabela 3 apresenta os valores da média,
mediana e desvio padrédo para os 90 dias de simulagédo, os valores dos desvios

padréo inferem o baixo grau de alteracdo desse parametro.
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pH
8,50
8,00 : _ pH
7550 jl—;ll;ll:ll ®05/SetTinicial | Loimulagéo 05/set  04/dez
] L RIO 7,20 7,25
7,00 , , ,
’ final
6,50 - " 04/DezTfinal | pEF 7,30 7,79
REF NPK oSM RIO NPK 7,62 7,78
OSM 7,72 7,98

Figura 17 — Variagdo do pH no canal rio Sao Paulo e nos aquéarios da Unidade de Simulagao. Tabela
auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final (04/Dez) de simulacdo que estéo
plotados no gréfico.

Segundo Lima (2010), a maior parte dos microorganismos tolera valores de
pH na faixa de 5 a 9 e preferencialmente na faixa de 6,5 a 7,5. Quando altas
concentracbes de compostos organicos estdo presentes no subsolo com baixa

alcalinidade é necessario o controle do pH para que a biodegradacao se efetue.

Alguns autores reportam que o pH tem a capacidade de inibir o crescimento
dos heterotrofos e degradadores reduzindo as taxa de degradacdo dos
hidrocarbonetos, apontando que um pH entre 5,5 e 8,5 é dado como 6timo para a
biodegradacdo de HTP em solos (HOFFASANM e VIEDT, 1998; VALLEJO et al.,
2005).

Tabela 3 - Valores da média, mediana e desvio padréo do pH ao longo dos 90 dias de simulacao.

pH
Simulacdo Média Mediana Desvio Padréo
RIO 7,37 7,37 0,15
REF 7,62 7,67 0,26
NPK 7,75 7,78 0,12
OSM 7,81 7,80 0,10

4.1.3 Salinidade

A média de salinidade no canal de maré ficou em torno de 35,3 (Tabela 4),
bem préximo aos valores encontrados por Carvalho, (2007), que variaram em torno

de 36,6, por Celino et al. (2007) que obteve uma média de 34,7 e por Santana
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(2008) que encontrou uma média de 35,8. O aumento da salinidade nas unidades de
simulacdo com NPK e OSMOCOTE (Figura 18 e Tabela 4) em comparacdo com as
unidades referéncias pode estar relacionado com o uso de sais nutrientes, tais como
amonio (NH4") e nitrato (NO3) (LIMA, 2010).

Tabela 4 - Valores da média, mediana e desvio padrdo para a salinidade ao longo dos 90 dias de
simulacéo

Salinidade
Simulacdo Média Mediana Desvio Padréo
RIO 35,30 35,30 2,10
REF 32,60 32,00 2,40
NPK 34,00 33,00 2,70
OSM 34,50 34,00 3,10

Os valores de salinidades estdo compativeis com os valores de temperaturas,
Ou seja, uma maior temperatura provoca o aumento da evaporacdo e um aumento
na salinidade (maior concentracdao de sais). Segundo Britto, (2003), em regides de
manguezal, proximas ao mar, a salinidade é mais elevada e em regides a montante

menos elevada, onde a mistura de aguas e interferéncia marinha sdo menores.

A pesar de existirem microorganismos que se adaptam a condi¢des de alta
salinidade (PETERS e MOLDOWAN, 2005; LIMA, 2010), a alta concentracao de sal
inibe, na maioria dos casos, a degradacdo microbiana dos hidrocarbonetos
(BORRESEN e RIKE, 2007). Porém nas condi¢cdes experimentais da simulagcéo
realizada neste trabalho as salinidades estdo compativeis com valores normalmente
encontrados para 0s manguezais e a biota degradadora de 6leo esta adaptada a
esta faixa de salinidade, com valores ideais para ambientes de aguas salinas,
segundo Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005).
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Salinidade

40
% Salinidade
% 205/5etTinicial | Loimulacao 05/set  0O4/dez
N m04/Dez T final RIS 37 34
0 ez 1 Tina REF 30 32

REF NPK 0SM RIO NPK 32 23

OSM 32 32

Figura 18 — Variac&o da salinidade no canal rio S8o Paulo e nos aquérios da Unidade de Simulagé&o.
Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final (04/Dez) de simulac¢édo que
estao plotados no gréfico.

4.1.4 Oxigénio Dissolvido (0.D.)

As principais fontes de oxigénio para 0 meio aquatico sdo provenientes da
difusdo exercida pela pressdo atmosférica e por processos biolégicos das
comunidades de fitoplancton, perifiton e fitobentos. Ja as principais perdas sdo pelo
consumo através da decomposicdo da matéria organica, oxidacdes de ions
metalicos, perda para atmosfera e respiragdo dos organismos aquaticos (ESTEVES,
1998).

A Tabela 5 mostra os valores estatisticos para os aquarios (REF, NPK e
OSM) e para o rio S&o Paulo a média dos valores de oxigénio dissolvidos para os
aquarios REF 7,38 (mg L™), NPK 7,44 (mg L™), OSM 7,33 (mg L™) e para o Rio 6,05
(mg L™) (Tabela 5). Segundo Resolucdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) as
concentracdes de oxigénio dissolvido deverdo ser superiores a 6,0 (mg.L™") em
aguas salinas superficiais. O gréfico da Figura 19 mostra um leve aumento nas
concentracbes de O.D. no final da simulacdo (90 dias), esse fato pode estar
relacionado com a degradacdo dos hidrocarbonetos e matéria organica nos
aguarios. Essa situacdo pode ter provocado uma reducdo da demanda bioquimica
de oxigénio e consequentemente reducdo da necessidade de oxigénio para
oxidacao da matéria organica e a concentracao desse elemento consequentemente

aumentou nos aquérios de simulacéo.
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Santana (2008) em seus testes utilizou uma e duas bombas de aeracdo nas
unidades de simulacéo e concluiu que esta variacdo nao afetou as concentracdes de
O.D., inferindo que as variagdes de O.D. podem estar relacionadas aos valores de
temperatura, jA que o aumento da temperatura reduz a solubilidade do oxigénio na
agua, provoca também um aumento na intensidade dos processos biolégicos, o que
acelera o metabolismo dos organismos, acarretando conseqientemente um maior
consumo de oxigénio (CARMOUZE, 1994; ESTEVES, 1998; RICKLEFS, 2001).

Tabela 5 - Valores da média, mediana e desvio padr&o para o oxigénio dissolvido (mg L™).

Oxigénio Dissolvido mgL?
Simulacdo Média Mediana Desvio Padréo

RIO 6,05 6,20 0,71
REF 7,38 7,50 0,59
NPK 7,44 7,60 0,49
OSM 7,33 7,33 0,70

De acordo com Mester (1995) um grande namero de compostos organicos,
incluindo o tolueno, sdo rapidamente degradados sob condi¢bes aerdbicas onde o
oxigénio serve como aceptor de elétron durante a biodegradacgédo. A falta de oxigénio
nas reacdes de biorremediacdo é um fator impeditivo (CHAYABUTRA e JU, 2000).

Oxigénio Dissolvido (mgLY)

Oxigénio Dissolvido (mg L™
o Simulagéo 05/set  04/dez
REF 6,50 7,80
NPK 6,20 8,10
REF NPK Oosm RIO OSM 6,00 8,30

Figura 19 — Variacdo do oxigénio dissolvido (mg L'l) no canal rio Sdo Paulo e nos aquarios da
Unidade de Simulacdo. Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final
(04/Dez) de simulagéo que estao plotados no gréfico.

Os resultados dos parametros fisico-quimicos, acima abordados, mostraram-
se adequados para o desenvolvimento de microorganismos responsaveis pela
biodegradacdo dos contaminantes, ndo comprometendo, portanto, o processo de

biorremediacéo.
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4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS INORGANICOS (NUTRIENTES)

Os nutrientes monitorados durante o experimento foram os teores dos ions de
fésforo, aménio e nitrato, em amostras de sedimento extraidas das provetas dos
aquarios de simulacdo (REF, NPK, OSM), durante o inicio (05/Set) e término
(04/Dez) do experimento. Foram analisados concentracdes desses nutrientes nas

amostras de manguezal para servir de background.

42.1 Foésforo

A Figura 20 mostra as concentracfes de fésforo para as unidades de
simulagdo. Percebe-se que no aquario REF diminuiu a concentragdo de fosforo ao
longo dos 90 dias de simulagdo, isso jA era esperado, pois ndo foi adicionado
nenhum tipo de nutriente nesse aquario e pela dindmica do experimento 0s
nutrientes teoricamente deveriam reduzir, pois estariam sendo consumidos pelos
microorganismos degradadores de hidrocarbonetos. Os nutrientes em certos
ambientes costeiros sdo escassos e a auséncia principalmente de fosforo
biodisponivel pode provocar a reducdo da populacdo microbiana, dificultando assim
0 processo de degradacao do Oleo (LEAHY e COLWELL, 1990; PRINCE, 1993).

O grafico e a tabela auxiliar da Figura 20 mostram um aumento da
concentracdo de fésforo no aquario NPK e uma reducdo no final de 90 dias de
simulacao. Isso se deve a alta solubilidade do fertilizante NPK e a contribuicdo da
retirada do fosforo apds as duas horas de simulacdo, pois todos os aquéarios eram
esvaziados e parcelas dos nutrientes eram retiradas do sistema. Porém, para os
aquarios que foram adicionados o fertilizante OSMOCOTE (OSM) nas provetas com
sedimento conseguiram aumentar a concentracdo do fésforo ao longo do
experimento, chegando no 90° dia de simulacdo com uma concentragdo de fésforo
assimilavel de 138,43 mg Kg™. Esses resultados demonstrando que os fertilizantes

de liberagdo lenta (slow release) tipo OSMOCOTE, sao capazes de fornecer
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nutrientes (nitrogénio e fésforo) de forma continua por mais tempo e pode ser

adotado para experimento mais duradouros.

Fosforo (mgkg?)

160,00

120,00 Fosforo Assimilavel mgkg?

oo Simulacdo 05/set 04/dez
ot REF 31,30 1840
60,00 W 04/DezT final

40,00

NPK 153,46 129,00

000 | OSM 34,71 138,43
REF NPK 0osm Manguezal Manguezal 27’85 n-analIS.

Figura 20 — Variagcao do fésforo (mg Kg'l) no canal rio Sdo Paulo e nos aquarios da Unidade de
Simulacdo. Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final (04/Dez) de
simulagéo que estao plotados no gréfico.

4.2.2 Nitrato

Os teores para 0s ions nitrato nas unidades referéncias variaram ao longo do
experimento entre 1,66 & 32,19 mg N-NHs; kg™ (Anexo Il) Pela Tabela 6 pode-se
inferir que a média dos valores de nitrato para os aquarios NPK foram os maiores.
Porém a Figura 21 mostra uma reducdo significativa nos teores deste elemento no
final da simulacéo (04/Dez). Segundo Vallejo et al., (2005) essa reducgao pode estar
relacionada também com a solubilizacdo do nitrato que € maior nesse tipo de
fertilizante e em consequéncia disso € assimilado mais rapidamente pelos
microorganismos degradadores. Os aquéarios com OSMOCOTE (OSM) tiveram um
aumento nas concentragdes de nitrato ao longo da simulagdo conforme verificado na
Figura 21, partindo de uma concentracdo del9, 67 mg N-NO3sKg™ (tempo inicial —
05/Set) e atingindo a concentracdo de 29,72 mg N-NOsKg™ (tempo final — 04/Dez).
Porém, inferior as concentracdes de nitratos do aquario NPK.



Tabela 6 - Valores de média, mediana e desvio padrdo para nitrato (mg N-NOsKg™).

Nitrato (mg N-NOsKg™)
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Desvio
Simulacdo Média Mediana Padréao
Manguezal 2,01 2,07 0,18
REF 9,00 7,96 4,70
NPK 123,00 100,97 108,21
OSM 31,04 31,04 12,36
Nitrato (mg N-NO; Kg?)
200,00 Nitrato (mg N-NOs Kg™)
150,00 05/Set T inicial Simulagéo 05/set 04/dez
100,00 W 04/Dez T inicial REF 3,70 10’52
50,00 NPK 271,83 11,83
oop b —m e il OSM 19,67 29,72
ReF K oS Manguezd! Manguezal 2,14 n-analis.

Figura 21 — Gréfico da variagdo do nitrato (mg N-NO3 Kg'l) no canal rio Sdo Paulo e nos aquarios da
Unidade de Simulacdo. Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final
(04/Dez) de simulagéo que estao plotados no gréfico.

A influéncia da adicdo de nutrientes na biodegradacdo de um oleo cru foi
estudada em microcosmos adicionados ou ndo de fertilizantes com duas
concentracoes distintas de nutrientes: alta (3000 ug N, 450 pg P e 1500 ug por quilo
de solo seco) e baixa (850 ug N, 85 ug P e 240 ug K por quilo de solo seco). O autor
observou que a adicdo de nutrientes no solo propiciou uma maior remoc¢ao de
hidrocarbonetos em ambas as condi¢cbes, além de estimular os microrganismos
heterotroficos totais e degradadores de 6leo. Porém, este estimulo teve um limite,
pois nas concentracdes mais altas de nutrientes, foi observado um efeito inibitorio na
microbiota. Ao final de 90 dias de experimento, para a alta concentracdo de
nutrientes foi observada uma remocéo de hidrocarbonetos lineares, ramificados e
ciclicos de 91, 75 e 37%, respectivamente. Enquanto que para as baixas
concentracbes de nutrientes foi observada uma remocdo de hidrocarbonetos
lineares, ramificados e ciclicos de 100, 85 e 57% (CHAINEAU et al. 1999).
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4.2.3 Amodnio

A Figura 22 mostra os valores do ion amonio para manguezal, aquarios REF,
NPK e OSM, pode-se observar que os teores de amonio nas unidades de simulagao
tém semelhancas com o comportamento apresentado pelos valores de nitrato
(Figura 21) com uma concentragdo maior para 0 amoénio em relacdo ao nitrato.
Segundo Vallejo et al., (2005) a menor concentracdo do nitrato em relacdo as
concentracbes de amonia sugere que esta possa ser a fonte principal de nitrogénio
neste experimento. Analisando a Figura 22, percebe-se que o comportamento do ion
amonio foi parecido com o comportamento do nitrato (Figura 21) que pode esta
relacionado com a adicdo dos fertilizantes (NPK e OSMOCOTE) ao sistema. A
Tabela 7 mostra um elevado valor do desvio padréo (132,42 mg N-NH." kg™) para o
aquéario com OSMOCOTE , isso esté relacionado ao fato, que ao longo da maior
parte da simulacdo (90 dias) o teor desse nutriente esteve elevado, porém nos
ultimas semanas a reducéo foi muito brusca (Anexo Il), isso acarretou as mudancas
no desvio padréo. Ja para o aquario de simulacgdo com OSMOCOTE os teores de
amonio aumentaram gradativamente durante todo o experimento, demonstrando,
mais uma vez, essa capacidade slow release do fertilizante OSMOCOTE (Figura
22). Os valores obtidos para média, mediana e desvio padrdo se encontram na
Tabela 7.

AmOnNio (mgN-NH,* Kg?)

300,00

250,00

Amonia (mg N-NH," Kg?)

200,00

150,00 os/settinicial || Simulac8o 05/set  04/dez

100,00 = 04/DezT fina REF 3,49 8,77
NPK 327,46 11,08
000 +—mm e il OSM 18,28 26,87

REF NPK OosM Manguezal

Manguezal 2,14 n-analis.

Figura 22 — Variacdo da aménia (mg.N-NH," kg™) no canal rio Sdo Paulo e nos aquarios da Unidade
de Simulacdo. Tabela auxiliar com os valores relativos ao tempo inicial (05/Set) e final (04/Dez) de
simulacdo que estao plotados no grafico.
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Alguns autores sugerem que em sistemas abertos pode haver deficiéncia nos
teores de nutrientes o que pode resultar na inibicdo do processo de biodegradacéao
(LINDSTROM et al., 1991; FURNAS, 1992 apud HOFF,1993; BRAGG, 1992 apud
RYTKONEN et al., 1997), fato que pode ser observado pelas baixas concentracdes
dos nutrientes no aquario REF e no manguezal (background).

Tabela 7 - Valores da média, mediana e desvio padrdo para amdnia (mg N-NH," kg'l).

AmONIo (mg N-NH, kg™

Desvio
Simulacdo Média Mediana Padrao
Manguezal 2,36 2,25 0,54
REF 7,80 5,85 4,23
NPK 141,35 100,92 132,42
OSM 28,60 28,16 11,36

4.3 ANALISE DOS PARAMETROS GEOQUIMICOS

Veiga (2003) caracterizou as fontes de 6leos da regido norte da BTS como
sendo 6leo de origem de ambiente lacustre com rocha geradora siliciclastica de
idade pré-aptiana, caracteristicas semelhantes ao Oleo produzido na Bacia do
Recobncavo. Estudo realizado por Lima (2010) sugere que as amostras de substratos
analisadas na sua dissertacdo, coletadas para a parte norte da BTS, incluindo
amostras do estuario do rio Sdo Paulo, tenham origem em ambiente lacustre,

caracteristico de 6leos da Bacia do Recdncavo.

Pelas caracteristicas geoquimicas encontradas nos fragmentogramas das
fracOes saturadas m/z=191 e m/z=217 para 6leo da Bacia do Recbncavo (Figura 23)
apresentado por Veiga (2003), percebe-se similaridades com os fragmentogramas
da Figura 26, confirmando que o 6leo encontrado nos sedimentos do manguezal do
estuario do rio Sdo Paulo é oriundo de Oleo da Bacia Recéncavo, em estagios
diferentes de degradacéao (Figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31)
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Figura 23 - Caracteristicas geoquimicas do petréleo produzido na Bacia do Recdncavo para o0s
fragmentogramas m/z=191 (parte superior) e m/z=217 (parte inferior). Fonte:VEIGA, 2003.

4.3.1 Cromatografia Liquida

A anadlise da biodegradacdo depende da distribuicdo inicial das classes de
hidrocarbonetos em termos de saturados, aromaticos e NSO (ROSA, 2001). Assim,
a quantificacdo dessas fracbes ao longo da simulacéo, efetuada pela cromatografia

liquida, torna-se importante na avaliacdo da biodegradacéao.
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Através da cromatografia liquida, observou-se uma reducéo relativa na fragéo
dos hidrocarbonetos saturados e um enriquecimento relativo em compostos polares
(NSO), em todas as unidades de simulagcéao, conforme verificado na Figura 24. Para
os aquarios REF, NPK, OSM e a amostra extraida do manguezal (background
apresentada também na Figura 24) percebe-se um distanciamento entre as
amostras, dentro do diagrama triangular, esse fato pode caracterizar 6leo em
diferentes estagios de degradacdo. Indicando que cada aquario, teoricamente,
possui situacdes distintas para o tempo inicial da simulacédo (Figura 24). Esse fato
pode ser explicado pela heterogeneidade inicial do sedimento do manguezal. Por
mais, que os sedimentos tenham sido homogeneizados durante a montagem do
experimento, algumas fracbes poderiam conter pequenas quantidades de 6leos em
diferentes estagios de degradacdo e/ou a homogeneizacdo poderia ter provocado

processo de diluicdo para algumas amostras.

Segundo Killops e Killops (1993) essas alteracdes no petréleo produzem
mudancas em sua composi¢cado quimica, causando aumento na densidade do Oleo,
talvez ndo somente em funcéo do desaparecimento progressivo da fracdo mais leve,
mas também pelo aumento da concentracdo de asfaltenos ou heterocomponentes

(NSO) existentes, durante a atividade microbioldgica.

(%) AROMATICOS
100

Manguezal
NPK T1
NPK T2
OSMT1
OSM T2
REF T1
REF T2

10

90 -

..0:00:...‘

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

(%) SATURADOS (%) NSO

Figura 24 — Diagrama Ternario da amostras de simulacdo para os tempos inicial (T1) e final (T2) e
para amostra do manguezal (background), REF, NPK e OSM com as setas indicando a rota dentro do
diagrama.
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4.3.2 Analises do Biomarcadores Saturados m/z=191 e m/z=217

e Triterpanos m/z=191

A classe de compostos dos terpanos (m/z=191) fornece uma vasta gama de
informacBes a respeito de Oleos, sedimento e estdgio de degradacdo. Segundo
Minguzzi (1997) muitos terpanos em 6leo sao provenientes de membranas lipidicas
de bactérias (procaridticas). Nos compostos dessa classe incluem-se os triciclicos,
tetraciclicos e pentaciclicos (hopanos). A presenca de bactérias em todos o0s
ambientes deposicionais faz com que o0s terpanos estejam presentes em
praticamente todos os Oleos. A Figura 25 mostra a estrutura representativa do
terpano pentaciclicos mais abundante (hopanol) e de seus precursores o

bacteriohopanotetrol.

OH OH
OH

OH

(M 412 daltons)

[17a(H).21B(H)]
Hopano (C3g)

w/z 123#
Bacteriohopanotetrol (17B(H), 21B(H), 22R)

Figura 25 - Estrutura representativa dos terpanos pentaciclicos(Hopano) e do Bacteriohopanotetrol.
Fonte: SILVA, A., 2008.

As andlises em GC/EM dos terpanos foram feitas na fracdo saturados (Fracao
1) utilizando o monitoramento dos biomarcadores ions/cargas (m/z=191). Teve como
objetivo identificar esses compostos e inferir estagios de degradacdo ao longo dos

90 dias de simulagéo.

O ion/carga (m/z=191) obtido das amostras (REF, NPK, OSM) revelou a
presenca de terpanos triciclicos e pentaciclicos com uma abundancia relativa
considerada (Figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31). Esta classe de composto apresentou-
se qualitativamente parecida entre as amostras dos aquarios (REF, NPK, OSM) que
pode ser indicativo de 6leos de mesma origem (Bacia do Recéncavo), porém em
estagios diferentes de degradacédo, que podem ser visualizados pelas abundancias

relativas dos diferentes picos deste ion que se repetem em todos os aquarios.
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Sendo os aquarios REF no inicio do experimento com 0s picos mais pronunciados
(Figuras 26 e 27). Conforme exposto anteriormente, essa diferenca no tempo inicial
para os aquarios pode estar relacionada a homogeneizacdo das amostras e

processos de diluicdo provocados pela maneira como foi homogeneizada.

Apoés os 90 dias de simulacdo, os aquarios tiveram respostas distintas. Nos
aquarios que foram adicionados o nutriente NPK obteve-se uma reducdo bem
pronunciada dos picos (Figuras 28 e 29), observando-se especialmente maior efeito
na série dos homopanos (terpanos pentaciclicos). O aquario REF teve um
comportamento similar ao aquario com NPK, porém a degradacdo menos
pronunciada (Figuras 27 e 29). Os aquarios com OSMOCOTE tiveram uma reducao
muito pequena da abundéancia relativa, ou seja, ndo teve um processo de
biodegradacédo eficiente se comparado com os aquérios NPK e REF (Figuras 30 e
31).
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Figura 26 — Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=191) mostrando a séries homélogas
dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos com énfase no Hopano, para o Aquario REF nos
tempos inicial (05/09) e final (04/12).
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Figura 27 - Fragmentograma projetados na mesma escala para os biomarcadores saturados
(m/z=191) mostrando a séries homologas dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos (hopano
pico de maior abundéancia), para o Aquario REF nos tempos inicial (05/Set) e final (04/Dez). A seta
indica o sentido da degradacao.

Podemos sugerir que as amostras estudadas nos aquarios REF e NPK
sofreram um processo significativo de biodegradacdo dos compostos pentaciclicos
(hopanos), elevando a abundancia relativa dos terpanos triciclicos, fato que pode ser
visualizado pelo aumento da razéo Triciclicos/Pentaciclicos (T/P) ao longo do tempo
inicial e final da simulacao (Tabela 8). Peters e Moldowan (2005) relataram que a
razdo de acidos terpandicos triciclicos para os pentaciclicos (hopandicos) é um
indicador sensivel do grau de biodegradacao de 6leos, devido a maior resisténcia
dos acidos triciclicos relativo aos &cidos hopandicos, uma vez que a razdo aumenta

com a biodegradacao.
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Figura 28 - Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=191) mostrando a séries homdlogas
dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos com énfase no Hopano, para o Aquario NPK nos
tempos inicial (05/09) e final (04/12).
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Figura 29 - Fragmentograma projetados na mesma escala para os biomarcadores saturados
(m/z=191) mostrando a séries homélogas dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos, para o
Aquario NPK nos tempos inicial (05/09) e final (04/12). A seta indica o sentido da degradacéo,
perceptivel pelas abundancias relativas dos picos (altura).

Tabela 8 — Valores do pico mais relevante dos triciclicos (T) e do pico mais relevante dos
pentaciclicos (hopano) (P), razdo desses dois picos (T/P) e os valores do Ts e Tm para os Aquarios
REF, NPK e OSM para o tempo inicial e final da simulacao.

| (05/Set) | Triciclicos (T) | Pentaciclicos (P) ] T/P Ts | m |
REF 24000 104000 0,231 16000 14000
NPK 40250 101500 0,397 15750 12250
OsMm 22858 62857 0,364 9143 8000
(04/Dez)
REF 16800 30240 0,556 4480 3920
NPK 13200 22800 0,579 4000 3200
OSM 25200 39710 0,635 7636 6109
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Figura 30 - Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=191) mostrando a séries homdlogas
dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos com énfase no Hopano, para o Aquario OSM nos

tempos inicial (05/09) e final (04/12).
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Figura 31 - Fragmentogramas projetados na mesma escala para os biomarcadores saturados
(m/z=191) mostrando a séries homoélogas dos terpanos triciclicos, dos terpanos pentaciclicos, para o
Aquario OSM nos tempos inicial (05/09) e final (04/12). A seta indica o sentido da degradacéo.

Outros terpanos pentaciclicos hopandicos de grande importancia geoquimica
também foram detectados, como por exemplo, os do tipo Cy; - 18(H)-
trisnorneohopano (Ts, isdbmero geoldgico rearranjado) e C,7 - 17(H)- trisnorhopano
(Tm, isdbmero biologico), representado na Figura 32. A relacdo Ts/Tm € um
parametro que pode fornecer informacgao sobre a origem e a maturagédo de amostras
de Oleos, pois 0 Ts é termicamente estavel sendo um indicador de fonte e 0 Tm é
um composto natural e pode rearranjar-se para Ts quando submetido a presséo e
temperatura durante o processo de catagénese ou em processos de degradacédo
(PETRES e MOLDOWAN, 2005; SILVA, A., 2008).
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Figura 32 — Processos representativos da transformagdo de Tm em Ts durante o processo de
maturacdo. Fonte: modificado de PETERS e MOLDOWAN, 2005.

Pelos valores de Ts e Tm das amostras extraidas dos aquarios (Tabela 8)
percebe-se nitidamente uma reducdo de ambos os compostos ao longo do 90 dias
de simulagcéo, sendo que nos aquarios com NPK e OSM a reducdo do Tm em
relacéo ao Ts foi mais pronunciada. Conforme autores citados no paragrafo anterior,

esse fato pode ser indicativo de degradacéo.

e Esteranos m/z=217

Esteranos e diasteranos séo classes de compostos comumente encontrados
em Oleos e sedimentos. Constituem um grupo de biomarcadores vastamente
utilizados em estudos de correlacdo de 6leos, como indicadores de fonte e evolugéo
térmica (BROCKS, 2003; PETERS e MOLDOWAN, 2005). Estes compostos séo
formados a partir da reducédo de esterois largamente distribuidos na constituicdo das
plantas superiores, animais e algas e, consequentemente foram incorporadas aos
sedimentos durante o processo de decomposi¢cdo da matéria organica (PETERS e
MOLDOWAN, 1993).

Os esteranos foram monitorados através do ion/carga (m/z=217) ao longo dos
90 dias da simulacdo, objetivando inferir estagio de biodegradacdo no final do
experimento. Analisando os fragmentogramas (m/z=217) para os aquarios REF,
NPK e OSM percebe-se que em todos o0s aquarios, para este composto, encontra-se
em estagio avancado de degradacao, fato que pode ser verificado na ondulacéo na
base do fragmentograma, denominada “hump” (Figuras 33 e 34), relaciona-se a

MCNR — mistura complexa n&o resolvida ou UCM - unresolved complex mixture,
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geralmente considerada uma mistura de varios compostos de estruturas complexas
(isbmeros estruturalmente complexos, homologos de estrutura ramificada e ciclica),
gue ndo podem ser resolvidos por cromatografia gasosa dada a complexidade
guimica desses compostos (VEIGA, 2003). Essa feicdo também pode indicar baixa
concentragcdo da amostra injetada.

O aquario REF que simula a atenuacdo natural foi mais eficiente na
degradacdo da fracdo do ion/carga (m/z=217) em comparacdo ao aquario OSM
(Figura 34 e 35). Isso pode ser explicado pelas caracteristicas do OSMOCOTE que
tem uma liberacdo lenta e continua dos nutrientes e um tempo de resposta mais

demorado, se comparado ao tempo de simulacdo desse experimento.
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Figura 33 - Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=217) mostrando a Mistura Complexa
Nao Resolvida — MCNR que provoca uma elevacao na linha de base (hump). Esse hump € indicado
de degradacdo que ja é visivel no primeiro dia do experimento para todos os aquério, principalemnte
o REF.
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Figura 34 - Fragmentogramas projetados para a mesma escala do m/z=217 para o tempo inicial
(05/09) e final (04/12) para o aquario REF mostrando um aumento de degradacéo desses compostos
ao longo dos 90 dias de simulacdo (seta), que pode ser visualizado pelas reducdes relativas dos
picos.

A comparacao entre o tempo inicial e final (Figuras 34, 36 e 38) da simulacéo
demonstra que para os aquarios NPK a reducédo dos picos foi mais pronunciada, fato
semelhante ao ocorrido com ion/carga (M/z=191 triterpanos), comentado
anteriormente. Isso pode ser indicativo que para esses tipos de compostos o
nutriente a base de NPK é mais eficiente se comparados com a atenuacao natural

(REF) e com os aquarios com nutrientes (slow release) como o OSMOCOTE (OSM).
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Figura 35 - Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=217) mostrando a Mistura Complexa
Nao Resolvida — MCNR que provoca uma elevacgado na linha de base (hump). Esse hump é indicado
de degradacao que ja é visivel no primeiro dia do experimento para todos 0s aquarios.
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Figura 36 - Fragmentogramas projetados para a mesma escala do m/z=217 para o tempo inicial
(05/09) e final (04/12) para o aquario NPK mostrando um aumento de degradacgdo desses compostos
ao longo dos 90 dias de simulacdo (seta), que pode ser visualizado pelas reduces relativas dos

picos.
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Figura 37 - Fragmentograma dos biomarcadores saturados (m/z=217) mostrando a Mistura Complexa
N&o Resolvida — MCNR que provoca uma elevacdo na linha de base (hump).
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Os aquarios OSM tiveram degradacdo pouco pronunciada dos picos (Figura
38) e o efeito da dissolugdo durante a homogeneizagcdo das amostras pode ter
interferido nas analises. Por se tratar de amostras diluidas muitas vezes os picos
dos fragmentogramas podem ser confundidos com o ruido do equipamento, ou seja,
0s picos estao proximos ao limite de deteccdo do equipamento utilizado para injecao

e leituras da amostras que pode gerar dificuldades na interpretacdo dos dados.
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Figura 38 - Fragmentogramas projetados para a mesma escala do m/z=217 para o tempo inicial
(05/09) e final (04/12) para o aquario NPK mostrando um pequeno aumento na degradacdo desses
compostos ao longo dos 90 dias de simulacgéo (seta).

4.3.3 Anadlise dos Compostos Aromaticos (HPA)

Os ions massa e 0s respectivos compostos ou seus homologos utilizados

foram:

. m/z 170 — trimetil naftalenos
. m/z 192 - metil fenantrenos
. m/z 228 — criseno

. m/z 231 — esteranos triaromaticos
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Os dados avaliados dos compostos aromaticos (HPA) foram arrumados de
forma a facilitar as analises dos parametros e inferir se houve ou ndo degradacéao.
Os fragmentogramas de ion/carga (m/z=170 trimetil naftaleno) do aquario controle
denominado REF, aquério NPK e do aquario OSM (Figura 39a, b, c, d, e, f) estédo
dispostos em tempo cronoldgico, sendo: tempo inicial (05/Set) e tempo final (04/Dez)

durante aproximadamente 90 dias de simulacéao.

Os valores de massa/carga seguem uma ordem numérica crescente e 0S
primeiros, de menor peso molecular, principalmente os naftalenos e o fenantreno
sdo bastante volateis e perdidos por evaporacao e fotoxidacdo. Ou seja, HPA de
baixa massa molecular (BMM) geralmente sofre degradacdo mais severa do que
aqueles de alta massa molecular (AMM), comumente pirogénicas, através de

processos fisico-quimicos ou microbiolégicos (SIMO et al., 1997).

7

O naftaleno é derivado principalmente de atividades antropogénicas, em
especial relacionadas ao aporte de petréleo no ambiente. Esse composto ocorre
como uma fracdo significativa no petréleo cru ou derivados com fracdes leves e

pode ser usado como marcador de origem petrogénica dos HPA (TAM et al., 2001).

Os Picos 1 e 2 do fragmentograma (m/z=170 trimetil naftalenos) (Figura 39 e
Tabela 9) para o aquario REF mostra que 0s picos tiveram comportamentos
semelhantes durante o experimento. O aumento relativo desses compostos no final
da simulacdo (04/Dez) sugere que compostos mais complexos (HPA mais
complexos) podem ter sofrido processos de degradagao (cisdo) na sua estrutura,
gue por sua vez, possa ter gerado um aumento da abundancia relativa dos trimetil
naftalenos. Lembrando ainda, que alguns isbmeros podem ser mais resistentes a
degradacdo com respostas diferentes para um mesmo processo. Esse
comportamento de aumento relativo para o (m/z=170 trimetil naftalenos) foi

observado também nos aquéarios NPK e OSM.
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Figura 39 — Fragmentogramas do m/z=170 ao longo dos tempos inicial (05/09) e final (04/12) da
simulagédo para os aquario REF (a, b), NPK (c,d) e OSM (e,f).
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Segundo Silva, G. (2004) os HPA de alta massa molecular (AMM) geralmente
de origens pirogénicas sdo mais estaveis a degradacao biolégica, menos volatil e
sdo mais hidrofobos que os de baixa massa molecular (BMM). Por estas
caracteristicas, os HPA de AMM tendem, de modo geral, a permanecerem mais
tempo nos sedimentos, podendo distorcer as relacdes iniciais de HPA. Queiroz et al.
(2007) em trabalho realizado na BTS encontrou concentracdo de HPA no verdo
muito superior as condi¢cdes de inverno, contrariando a hipétese de alguns trabalhos,
ndo sendo possivel estabelecer, para o local em questdo, uma condicdo de
dependéncia entre as variaveis consideradas. O fato foi atribuido pelos autores a
persisténcia dos HPA estudados em sedimentos com caracteristicas andxicas,
siltico-argiloso e rico em matéria organica presentes no manguezal, que interferem
na velocidade dos processos de biodegradagcdo dos hidrocarbonetos, mascarando
um possivel padrdo de distribuicdo das concentracdes dos HPA em funcdo das

condicBes ambientais e climéticas.

Tabela 9 — Valores relativos dos picos de todos os fragmentogramas avaliados ao longo dos 90 dias
de simulacdo (tempo inicial e final) para os aquarios REF, NPK e OSM e no final da tabela as
férmulas estruturais desses HPA

M/z170 M/Z192 M/Z228 M/Z231
trimetil naftaleno metil Fenantreno Criseno esteranos triaromaticos

AQ REF Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
T1 - 05/set 250 1875 880 1360 1032 n. identif. 960 n. identif.
T2 - 04/dez 1000 3330 5000 9500 175 n. identif. 1600 n. identif.
AQ NPK

T1 - 05/set 100 100 91 273 20 n. identif. 48 n. identif.
T2 - 04/dez 250 1000 400 750 342 n. identif. 650 n. identif.
AQ OSM

T1 - 05/set 100 425 240 390 342 n. identif. 480 n. identif.
T2 - 04/dez 500 850 0 0 667 n. identif. 1750 n. identif.

5 4 @ @.
: : : esteranos triaromaticos

1,3,7-trimetil naftaleno 1-metil fenantreno criseno (TA)
C13H14 ~ 170 g/mol Cy5H;, ~ 192 g/mol C1gH;, ~ 228 g/mol C,gH;5 ~ 231 g/mol

O mesmo raciocinio anterior pode ser aplicado apara os aquarios REF e NPK
para o fragmentograma (m/z=192 metil fenantreno) onde ocorreu um aumento
relativo ao longo do experimento nos aquario REF e NPK (Tabela 9 e Anexo llI).

Para o aquario OSM percebe-se ocorréncia de degradacdo completa dos picos
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(PICO 1e PICO 2) do composto metil fenantreno (Figura 40, Tabela 9 e Anexo Ill).
Esse fato pode indicar que o OSMOCOTE (nutriente) pode ter criado condicbes
nutricionais diferentes do NPK e REF que pode ter favorecido um grupo de

microorganismos especificos, podendo promover a degradacao daquele composto.

REF 05/Set REF 04/Dez
2000 P2 10000 P2
1800 9000
1600 P2 8000
1400 7000
1200 6000
1000 5000
800 4000
600 3000
400 2000
200 1000 .
0 0
M/Z170 M/2192 M/2228 M/Z231 M/z170 M/z2192 M/Z228 M/Z231
trimetil naftaleno metil Fenantreno Criseno esteranos trimetil naftaleno metil Fenantreno Criseno esteranos
triaromaticos triaromaticos
NPK 05/Set NPK 04/Dez
300 P2 p2
1000
250 p2
800
200
600
150
p1 P2 Pl
100 400
50 0 200
0 0
M/Z170 M/Z192 M/Z228 M/z231 M/Z170 M/Z192 M/Z228 M/Z231
trimetil naftaleno  metil Fenantreno Criseno esteranos trimetil naftaleno metil Fenantreno Criseno esteranos
triaromaticos triaromaticos
OSM 05/Set 0SM 04/Dez
600 2000
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500 1600
1200
300 1000 P2
800
200 600 1
100 400
200
0 0
M/Z170 M/Z192 M/Z228 M/z231 M/Z170 M/Z192 M/Z228 M/Z231
trimetil naftaleno  metil Fenantreno Criseno esteranos trimetil naftaleno metil Fenantreno Criseno esteranos
triaromaticos triaromaticos

Figura 40 — Valores dos Picos mais abundantes (proeminentes) do m/z=170, m/z=192, m/z=228 e
m/z=231, ao longo do tempo inicial (05/Set) e final (04/Dez) da simulagao para os aquarios REF, NPK
e OSM.

Verifica-se na Figura 40, Tabela 9 e Anexo Ill uma degradacdo no composto
m/z=228 criseno. Segundo alguns autores (WANG et. al., 1998, PETERS e
MOLDOWAN, 1993) o criseno é considerado um composto recalcitrante, por ser

considerado um hidrocarboneto aromatico padrédo de resisténcia a degradagédo. As
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amostras para o composto criseno estavam bastante diluidas e essas baixas
concentracfes podem ser confundidas com o ruido do equipamento, fazendo com
gue, os picos do fragmentograma (abundancia relativa) estejam proximos ao limites

de deteccéo do equipamento distorcendo ou mascarando os valores reais.

Comparando os fragmentogramas (m/z=231 esteranos triaromaticos) no
tempo inicial e final para os aquarios REF, NPK e OSM (Figura 41 e Tabela 9)
percebe-se aumento relativo dos picos em todos os aquarios. Esse fato poderia ser
explicado por degradacdo de matéria organica complexa pelos microorganismos
gerando fracdes de complexidade intermediarias. A oxigenacgéo do sistema (injecao
de ar por bombas de aquarios) poderia provocar oxidacdo da matéria organica
petrogénica e pirogénica gerando diversos compostos que poderia contribuir para

um aumento relativo de algumas fracdes.



Abund.

m/z= 231 Esteranos triaromaticos

1500
1400
1200
1000
S 00
s 00
4 00
=00

AQ REF - 05/09

(@)

B R,

o
I S e e e e e B e L
20.00 25 .00 30.00 =S

T
.00

L B L e e e e e B e e B Y L
40.00 4 5 .00 S0 .00 SS .00 S50 .00

AQ REF - 04/12

w

(b)

ot

MWMM&AW

— T — T — T
45 .00 S0.00 sS5.00 S0 .00

AQ NPK - 05/09

c)

T T T T
20.00 25.00 =0.00 =S .00

1000
S00
500
400

200

Tempo

T
-_0.00

T T T T T
45 .00 S0.00 SsS.00 S0.00 SS.00

.| AQNPK - 04/12

(d)

o T T T
Z0.00 2s5.00 30.00

T
25,

oo

T
40.00

T T T T
45 .00 S0.00 S5.00 s50.00

Abund.

* | AQ OSM - 05/09

(e)

Tempo -';:'DI.CIDI as/oo =o0!oo

Abund.

=000
=500
=000

Aso00]

A

ER=T=T=1I

{=T1=]

Tempo -

—T
=S .00

T T T
A0.00

T_T T —T T T T
-s .00 S0.00 SS.00 s0.00 ES.00

AQ OSM - 04/12

(f)

N U I

T T
== oo =0 oo

=0 oo
—

T
== oo

T T T
_—o oo - oo == oo

T T
=0 oo _ =0 oo
— — —

91

Figura 41 — Fragmentogramas do m/z=231 ao longo do tempo inicial e final da simulacdo para os

aquérios REF, NPK e OSM.
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Segundo Le Dréau et al., (1997) o refino de petréleo pode contribuir para
aumentar o conteudo de matéria organica nos sedimentos marinhos, uma vez que
as areas adjacentes a refinarias recebem quantidades irregulares de
hidrocarbonetos por ano, com composi¢cdo bastante varidvel em funcdo dos
diferentes Oleos crus que sao tratados nessas unidades. Assim sendo, nesses
locais, a complexidade dos efluentes impede a idealizacdo de um perfil
cromatografico caracteristico. Esse fato pode ser extrapolado para a area estudada
nessa dissertacdo, pois a mesma encontra-se circundada por diversas industrias
ligada as atividades de processamento, transporte e exploracdo de petroleo.
Segundo (Veiga, 2003) em sedimentos os HPA podem estar relacionados a
coexisténcia de varias fontes de poluicdo e as transformacdes intempéricas sofridas

por esses compostos em meio natural, dificulta a interpretagéo dos dados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros fisico-quimicos monitorados durante 90 dias de simulacdo
mantiveram-se dentro do padréo esperado e em condi¢cbes capazes de favorecer a
degradacdo dos hidrocarbonetos pelo bioestimulo. Os valores dos nutrientes
também demonstram que esses fatores foram bem monitorados e mantiveram

condicOes desejaveis para os processos de biorremediacao.

A andlise dos dados para 0 OSMOCOTE permite inferir que esse nutriente
pode ter uma resposta melhor para processos de degradacdo ou biorremediagcdo em
tempo maiores ao avaliado na presente pesquisa. Esse tipo de fertilizante (slow
release) poderia ser utilizado como bioestimulante em processos de degradacao de
compostos mais complexos, que carecem de um tempo mais longo (aromaticos

complexos e compostos ricos em NSO).

Os dados da cromatografia liqguida mostram uma tendéncia maior a
degradacdo para os aquarios REF e NPK, ou seja, para a fracdo total de 6leo a
atenuacdo natural e o bioestimulo com o nutriente NPK seriam as técnicas mais
adequadas. Entretanto, se for analisado sob a oOtica da degradacdo dos
biomarcadores saturados verifica uma tendéncia de aumento na degradacdo mais
acentuada nos aquarios como NPK. Isso pode ser corroborado com os aumentos
relativos das abundéncias dos picos do terpanos triciclicos em relacdo aos
tetraciclicos nos aquarios com NPK. Esse composto revelou-se satisfatorio para

processos de bioestimulos, principalmente para compostos menos complexo.

Os terpanos m/z=191 tiveram uma resposta melhor, relativa aos processos
degradativos para o atual experimento, principalmente para os aquarios com NPK.
Ja 0 m/z=217 mostrou-se degradado no tempo inicial, fato que pode ser evidenciado
pelo hump acentuado da linha de base do fragmentogramas, isso € indicativo de
processos degradativos. Durante a simulacdo ocorreu reducdo das abundancias

relativas dos picos desse composto, principalmente para os aquarios REF e NPK.
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Os biomarcadores aromaticos (HPA) apresentaram um aumento relativo das
abundéancias dos picos, que pode ser indicativo de degradacdo de compostos mais
complexos e geracdo de compostos de complexidade intermediaria. O m/z=228
criseno teve uma reducdo pronunciada nos aquérios REF, que pode té relacionado a
diluicdo das amostras e pode ser confundido com o limite de deteccdo do
equipamento (ruidos). JA4 a fracdo dos m/z=191 metil fenantreno ocorreu uma
reducdo brusca nos aquarios OSM, indicando que o OSM pode ter criado condi¢des

especificas para degradacédo desses compostos.

Os dados de biomarcadores arométicos (HPA) serviram para afirmar que o
OSMOCOTE nao fornece uma boa resposta na degradacdo dos hidrocarbonetos
para o tempo de simulacdo proposto (90 dias), com excecéo para o0 m/z=191. De
forma geral o NPK foi considerado nutriente adequado para situacdes de derrames
de dleos recentes, enquanto o OSMOCOTE seria recomendado para situacdes de

remediacfes de compostos recalcitrantes ou complexos.
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6 RECOMENDACOES

Esse tdpico é muito importante para futuros experimentos na referida area de
estudo e para situagbes semelhantes em outras regides. Como o ambiente de
manguezal € muito heterogéneo, uma solucdo para reduzir a variabilidade dentro
das réplicas seria: retirar uma quantidade de sedimentos em diversos locais (maior
representatividade) homogeneizar os sedimentos, retirar uma quantidade para ser
liofilizado, macerado e extragdo em Soxhlet do Oleo. Este, por sua vez, seria
utilizado para contaminar amostras de sedimentos de manguezais, que fosse
identificado sem indicios de contaminacéao. Isso traria mais representatividade dentro
das duplicatas e reduziria, sobremaneira, a heterogeneidades do ambiente,
facilitando assim a interpretacéo dos resultados.

Dada a complexidade dos compostos NSO (em grande parte resinas e
asfaltenos) seria interessante que fossem feitos experimentos exclusivos para esse
grupo de compostos, pois sdo mais resistentes a degradacdo e seria necessario um
tempo mais longo para verificar 0 seu comportamento. Esses compostos em
processos de cisdo podem gerar moléculas intermediarias menos complexas, que
poderia contribuir para um aumento relativo das outras fracdes do Oleo (saturados e
aromaticos). Pela resposta do experimento em questdo, o OSMOCOTE poderia ser
utilizado como bioestimulante (nutriente) para monitoramentos mais longos, por ser
um nutriente slow release (liberacdo lenta e continua dos nutrientes) a resposta é

mais tardia.
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Quadrol — Valores dos parametros fisico-quimicos (pH, Ey, Temperatura, Oxigénio Dissolvido,
Salinidade) para o dias (05/09, 06/09, 11/09 e 18/09) de simulacéo.

Data de Coleta (5/9/2008) pH EH (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,20 40 25,2 37 92 6,7
Ref. 7,30 16 28,4 30 85 6,5
Ref. 7,52 -6 28,2 30 83 59
Ref. 7,66 -16 28,5 32 88 6,1
NPK 7,62 -15 29,1 32 82 6,2
NPK 7,70 -19 29,2 32 81 59
NPK 7,70 -20 28,7 32 82 6,1
OSM 7,72 -22 28,8 32 82 6,0
OSM 7,77 -24 28,6 31 88 6,6
OSM 7,73 -23 28,6 33 83 6,3

Data de Coleta (6/9/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,59 -10 24,4 33 82 6,6
Ref. 7,62 -12 28,8 32 99 7,5
Ref. 7,75 -20 27,1 32 98 8,0
Ref. 7,78 -24 27,0 31 100 7,6
NPK 7,67 -19 27,0 32 99 7,7
NPK 7,70 -21 26,6 32 98 7,7
NPK 7,65 -19 26,9 32 99 7,5
OSM 7,71 -22 27,1 31 100 7,9
OSM 7,76 -23 27,0 30 98 7,7
OSM 7,76 -24 27,2 30 99 7,4

Data de Coleta (11/9/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,50 -8 25,2 31 64 5,2
Ref. 7,79 -21 25,8 30 86 6,7
Ref. 7,93 -30 25,4 30 90 6,9
Ref. 7,96 -35 25,6 31 90 7,2
NPK 7,83 -29 25,5 31 89 7,3
NPK 7,82 -28 25,4 31 86 6,8
NPK 7,80 -25 25,6 32 89 6,7
OSM 7,95 -33 25,6 32 89 7,1
OSM 7,99 -37 25,5 31 91 7,4
OSM 7,98 -36 25,5 31 96 7,2

Data de Coleta (18/9/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,36 -6 25,8 37 86 6,9
Ref. 7,67 -21 29,0 36 99 6,7
Ref. 7,78 -31 28,0 37 95 6,9
Ref. 7,72 -31 28,3 37 91 6,8
NPK 7,84 -35 28,4 38 100 7,4
NPK 7,75 -36 27,9 38 100 7,4
NPK 7,74 -30 28,4 37 99 7,4
OSM 7,74 31 28,8 39 95 6,5
OSM 7,76 -29 28,5 39 92 6,5
OSM 7,78 -32 28,9 38 100 6,5
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Quadro 2 — Valores dos parametros fisico-quimicos (pH, Ey, Temperatura, Oxigénio Dissolvido,
Salinidade) para o dias (01/10, 16/10, 05/11 e 04/12) de simulacéo.

Data de Coleta (01/10/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,13 -5 27,1 37 7,4 4.8
Ref. 7,05 22 29,4 35 102 7,7
Ref. 7,40 -6 28,9 36 100 7,9
Ref. 7,57 -15 29,1 36 101 7,8
NPK 7,57 -18 29,3 35 100 7,6
NPK 7,73 -25 29,1 37 102 7,9
NPK 7,66 -24 29,3 36 99 7,6
OSM 7,69 -25 29,4 36 101 7,8
OSM 7,70 -25 29,2 36 102 7,9
OSM 7,95 -41 29,2 37 100 7,8

Data de Coleta (16/10/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,37 -4 27,0 35 92 6,6
Ref. 7,78 -29 30,7 30 104 7,7
Ref. 7,62 -22 29,3 31 99 7,6
Ref. 7,84 -34 29,6 32 99 7,6
NPK 7,78 -30 29,8 32 99 7,6
NPK 7,82 -32 29,7 34 96 7.3
NPK 7,83 -32 30,3 34 100 7,6
OSM 7,80 -31 30,3 34 96 7,1
OSM 7,83 -33 30,1 33 95 6,8
OSM 7,80 -31 30,4 32 94 7,0

Data de Coleta (05/11/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,56 -18 28,2 38 71 54
Ref. 7,93 -31 30,4 36 113 8,4
Ref. 7,91 -28 29,7 36 105 7,7
Ref. 7,93 -41 30,2 37 105 7,9
NPK 7,94 -39 30,2 39 100 7,6
NPK 7,88 -34 29,9 39 104 8,7
NPK 7,91 -38 30,4 40 108 8,1
OSM 7,92 -38 30,2 40 106 7.9
OSM 8,01 -41 30,3 41 107 8,0
OSM 7,72 -28 30,3 41 105 7,9

Data de Coleta (04/12/2008) pH Eh (mV) | Temp. (°C) | Salinidade | O.D.(%) | O.D. (mg/l)
RIO 7,25 45 27,2 34 96 6,2
Ref. 7,79 -39 28,7 32 103 7,8
Ref. 7,83 -41 28,2 33 104 7,8
Ref. 7,78 -39 28,4 33 100 7,7
NPK 7,78 -39 28,4 33 105 8,1
NPK 7,99 -52 28,4 33 104 8,0
NPK 7,31 -11 28,5 32 101 7,8
OSM 7,98 -52 28,5 32 106 8,3
OSM 7,91 -47 28,4 32 105 8,1
OSM 7,82 -42 28,6 33 102 7,9
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ANEXO I

Quadro 3 - Valores dos nutrientes (Fosforo, Amonio e Nitrato) para os dias (04/09, 05/09, 06/09,
11/09 e 18/09) de simulagéao.

Data de Coleta | FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg?) | Nitrato (mg N-NOs Kg™

(4/9/2008)
Manguezal 1 27,85 2,14 2,14
Manguezal 2 27,90 3,21 1,71
Manguezal 3 31,33 1,73 2,16

Datade Coleta | cgornpo assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NO3 Kg™
(5/9/2008)

Ref. 31,30 3,49 3,70

Ref. 31,13 3,41 3,41

Ref. 32,41 3,22 3,87

NPK 153,46 327,46 271,83

NPK 224,92 338,06 281,36

NPK 135,85 304,99 243,46

OSM 34,71 18,28 19,67

OSM 32,55 16,76 14,92

OSM 34,82 26,69 27,10

Datade Coleta | gornpo assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NO3 Kg™
(6/9/2008)

Ref. 33,59 5,0 4,8

Ref. 31,82 2,3 1,7

Ref. 30,55 2,9 3,3

NPK 200,30 294,6 263,8

NPK 141,35 290,8 236,5

NPK 143,60 270,5 231,7

OSM 36,18 8,2 9,6

OSM 38,35 13,5 16,2

OSM 34,34 17,8 21,4

Da(tlalg;zgglggta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH,' Kg™) | Nitrato (mg N-NOs Kg™

Ref. 32,12 9,70 7,55

Ref. 31,88 4,38 6,56

Ref. 32,09 4,90 3,63

NPK 133,68 180,06 172,06

NPK 192,61 253,36 222,65

NPK 144,91 276,85 238,29

OSM 49,94 38,82 40,29

OSM 45,06 30,95 34,89

OSM 42,03 25,23 20,45

DaEtlaSgelzz((:)gg):ta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Amonio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NO3 Kg™

Ref. 32,12 9,70 7,55

Ref. 31,88 4,38 6,56

Ref. 32,09 4,90 3,63

NPK 133,68 180,06 172,06

NPK 192,61 253,36 222,65

NPK 144,91 276,85 238,29

OSM 49,94 38,82 40,29

OSM 45,06 30,95 34,89

OSM 42,03 25,23 20,45
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Quadro 4 - Valores dos nutrientes (Fosforo, Aménio e Nitrato) para os dias (01/10, 16/10, 05/11 e
04/12) de simulacéo.

Da&?l%?zgglse):ta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NOs Kg|

Ref. 33,29 18,4 21,0

Ref. 34,08 16,4 17,2

Ref. 24,82 31,4 32,2

NPK 165,24 15,8 19,9

NPK 108,77 18,5 29,9

NPK 189,26 21,78 24,39

OSM 86,51 33,58 40,75

OSM 87,46 60,78 62,59

OSM 82,05 44,00 53,05
Da[g/gg/zc(%g)ta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NOs Kg|

Ref. 24,94 5,6 8,0

Ref. 37,50 5,0 5,8

Ref. 27,55 5,0 6,6

NPK 165,20 9,1 9,8

NPK 180,49 8,0 8,5

NPK 177,38 12,48 13,28

OSM 56,27 41,80 45,47

OSM 99,41 41,20 47,01

OSM 96,90 38,78 39,83
Dz)tg/(lilelzcooolg)ta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NO3 Kg|

Ref. 34,65 5,8 8,5

Ref. 32,50 5,8 7,2

Ref. 29,08 5,6 7,2

NPK 156,27 8,1 8,8

NPK 140,14 9,8 10,6

NPK 142,52 8,50 9,83

OSM 81,32 15,98 17,29

OSM 147,50 46,23 49,40

OSM 72,99 11,89 15,32
D(aoti/gzelzcooolg)ta FOSFORO Assimilavel (mg Kg™) | Aménio (mg N-NH," Kg™) | Nitrato (mg N-NOs Kg™]

Ref. 18,40 8,77 10,52

Ref. 18,30 9,57 10,83

Ref. 18,02 9,26 10,51

NPK 129,00 11,08 11,83

NPK 147,56 11,21 11,46

NPK 89,47 11,09 11,60

OSM 138,43 26,87 29,72

OSM 193,03 24,05 24,56

OSM 102,35 24,40 28,18
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Saturados
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Aromaticos (HPA)
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Aroméaticos (HPA)
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Fragmentogramas dos Biomarcadores Aroméaticos (HPA)
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ANEXO IV

Metodologia

Granulometria

A granulometria das amostras de sedimento foi avaliada com a finalidade de
guantificar os teores de argila, silte e areia. Para caracterizacdo do tamanho
granulométrico das amostras, utilizou-se um analisador de particulas com difracdo a
Laser Modelo Cilas 1064, sendo a classificacdo feita segundo Folk & Ward (1957). O
método consistiu em pré-tratamento da amostra com peréxido de hidrogénio para
degradar a matéria organica. Apos essa etapa, adicionou-se hexametafosfato de
sédio e agitou-se por 24hs, para evitar floculacdo. Como resultado obteve-se a
porcentagem das fragcBes granulométricas. Estes dados foram convertidos em
informacbes graficas e numéricas utilizando um programa livre de analises

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

Carbono Organico Total (COT)

O Carbono Orgéanico contido na amostra de sedimento foi determinado pelo
método de Walkey-Black (1947), adaptado e modificado por Jackson (1958). Este
método diferencia material himus proveniente de diferentes fontes de carbono
organico na forma de grafite e carvdo. O Dicromato de Potassio oxida a matéria
organica presente no solo ou sedimento (Material Quimico Orgéanico e Material
Biol6gico) e gera ions cromo Il de cor verde, sendo o0 excesso de dicromato titulado
com sulfato ferroso amoniacal. A oxidacdo da maioria dos compostos organicos é de

95 a 100 % do valor teorico.

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

aparecimento de uma coloracéo verde brilhante.





