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APLICACAO DA TECNICA DE BIORREMEDIACAO NAATENUACAO DE PETROLEO

RESUMO

Mesmo diante da aplicacdo de fontes alternativas de energias sustentaveis, o petréleo e seus
derivados ainda representam a principal fonte energética do mundo e sdo largamente empregados
como parte do desenvolvimento da sociedade moderna. Entretanto, o seu emprego, traz consigo
consequéncias diretamente relacionadas a contaminacdo potencial do meio ambiente e um impacto
significativo sobre a salide dos seres vivos. A biorremediacdo é um processo intempérico de natureza
bioldgica que se inicia nas estruturas menos as mais complexas e tem por finalidade a destruicédo
completa dos contaminantes ou torna-los inofensivos, sendo, portanto, uma atividade natural e
sustentavel para o problema. Uma forma de avaliar o nivel de degradacdo do petréleo se da através
da andlise dos compostos biomarcadores, pois, estes sdo moléculas resistentes ao processo de
biorremediacdo e, por isso, sdo usados em estudos de biodegradacdo em O&leos severamente
biodegradados. Impactos ambientais sdo processos iminentes levando-se em consideracdo o risco
associado a manipulacdo do petroleo. A Lei n® 9.478, de 1997, conhecida como Lei do Petréleo,
regulamenta a inddstria petrolifera no Brasil e, consequentemente, suas atividades. No entanto,
acidentes ambientais sdo intensificados em virtude da auséncia de um oérgdo fiscalizador. Neste
contexto, o instrumento juridico de Estudo de Impacto Ambiental (EIA) ganha notoriedade no
processo de licenciamento ambiental das atividades da industria do petréleo impondo san¢des penais,
a pessoas fisicas e/ou juridicas, por atos que poluem, degradam ou cologquem em risco 0 meio
ambiente. A pesquisa foi desenvolvida em dois artigos, onde o primeiro teve como objetivo realizar
uma revisdo da literatura a fim de se obter conhecimento acerca da influéncia da biorremediacdo na
sustentabilidade do meio ambiente e o segundo foi analisar o processo de biodegradacdo na
atenuacdo dos derivados de um petroleo produzido na Bacia de Campos/RJ, por meio da
bioestimulacdo. O ensaio se deu em unidades com e sem a presenca do fertilizante com componentes
das fracOes saturados e aromaticos do petroleo visando verificar a influéncia da presenca dos
componentes aromaticos sobre a biodegradacdo dos compostos saturados ao longo dos 21 dias de
experimento. Foi possivel constatar que o estimulante NPK agiu de forma positiva impulsionando a
atividade microbiana a degradar uma maior fracdo dos componentes do petroleo e, também, atuou
favoravelmente reduzindo a concentracdo de compostos biomarcadores, que sdo conhecidos por sua

estabilidade atbmica.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Bioestimulacdo. Derrames de Petroleo. NPK.



APPLICATION OF THE BIOREMEDIATION TECHNIQUE IN OIL ATTENUATION

ABSTRACT

Despite the application of alternative and sustainable energy sources, oil and its derivatives still
represent the main energy source in the world and are widely used as part of the development of
modern society. However, its use brings consequences directly related to the potential contamination
of the environment and a significant impact on the health of living beings. Bioremediation is an
weathering process of a biological nature that starts from the least to the most complex structures
and aims at the complete destruction of contaminants or rendering them harmless, being, therefore, a
natural and sustainable activity for the problem. One way to evaluate the level of oil degradation is
through the analysis of biomarker compounds, as these are resistant molecules to the bioremediation
process and, therefore, are used in biodegradation studies in severely biodegraded oils.
Environmental impacts are imminent processes considering the risk associated with handling oil.
The Law n° 9,478 of 1997, known as the Petroleum Law, regulates the oil industry in Brazil and,
consequently, its activities. However, environmental accidents are intensified due to the absence of
an inspection agency. In this context, the legal instrument of Environmental Impact Study (EIA) gains
notoriety in the process of environmental licensing of oil industry activities, imposing criminal
sanctions on individuals and/or legal entities for acts that pollute, degrade or endanger the
environment. The research was developed in two articles, where the first aimed to carry out a
literature review in order to obtain knowledge about the influence of bioremediation on the
sustainability of the environment and the second was to analyze the biodegradation process in the
attenuation of derivatives of an oil produced in the Campos/RJ Basin, through biostimulation. For
this, the test was carried out in units with and without the presence of NPK fertilizer with
components of the saturated and aromatic fractions of petroleum in order to verify the influence of
the presence of aromatic components on the biodegradation of saturated compounds over the 21
days of the experiment. At the end of the experiment, it was possible to verify that the NPK stimulant
acted in a positive way, boosting the microbial activity to degrade a greater fraction of petroleum
components, and also acted favorably by reducing the concentration of biomarker compounds, which

are known for their atomic stability.

Keywords: Bioremediation. Biostimulation. Oil Spills. NPK.
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APRESENTACAO

Mesmo com o uso de novos métodos sustentaveis de geracdo de energia, os derivados do
petréleo ainda sdo largamente empregados em diversos setores da economia mundial, por isso,
inimeros avangos cientificos e tecnoldgicos sdo fornecidos a fim do melhor aproveitamento do
petréleo. Por outro lado, faz-se necessario destacar que as atividades envolvendo o petréleo sdo os
principais protagonistas em assuntos relacionados aos acidentes ambientais.

A alta demanda por derivados do petréleo, atrelada ao desenvolvimento tecnoindustrial,
contribui para a ocorréncia de derrames de petrdleo, seja em meio oceadnico e/ou continental,
normalmente durante as atividades envolvendo a perfuracéo, producdo, refino ou a distribuicdo do
hidrocarboneto. Um dleo derramado esta sujeito aos processos naturais de atenuacao, ou seja, podem
sofrer diluicdo, evaporacdo das fracbes leves do Oleo, adsorcdo, dispersdo, lixiviacdo e
biodegradacdo. A biorremediacdo vem sendo amplamente empregada por se tratar de uma técnica de
baixo custo efetivo, ndo intrusiva, ambientalmente amigavel e por ser, comprovadamente, eficiente
na recuperacao de areas contaminadas.

Um dos acidentes ambientais mais graves envolvendo derrames de éleo na historia, ocorreu
em 1989, quando o petroleiro norte-americano da Exxon Valdez colidiu contra um recife de corais
no Alasca acarretando o derramamento de 42 mil toneladas de petr6leo no oceano, causando severo
impacto na fauna e flora local (HOSTETTLER; KVENVOLDEN, 1994). Com a dificuldade de
remocao fisica do poluente, a petrolifera adotou a técnica de biorremediacao e utilizou cerca de 48
toneladas de fertilizantes, distribuidos em diferentes pontos da costa, para aumentar a populacédo
natural de bactérias capazes de degradar o petrleo. Em trés anos, a area contaminada foi reduzida
para quase 1% da extensdo original e a populacdo bacteriana retornou aos niveis considerados
normais antes do acidente. Outro exemplo, segundo a Scientific American (2010), onde as bactérias
foram responsaveis por grande parte da degradacdo de 6leo no Golfo do México, ocorreu apds a
explosdo da plataforma de perfuracdo Deepwater Horizon, que operava para a petrolifera British
Petroleum (BP), em 2010. O acidente derramou milhdes de litros de petréleo no mar e atingiu mais
de dois mil quilémetros de costa.

O principio da técnica da biorremediagdo esta baseado no uso da populagdo microbiana que
possui habilidade para modificar ou degradar certos poluentes, por exemplo as do género Bacillus,
Pseudomonas, Rhodobacter e Achromobacter, e pode ser estimulada pela adicdo de compostos
nitrogenados e fosfatados, fornecido pelo fertilizante quimico NPK, fundamentais para a
bioaumentacdo e a bioestimulacdo das reagdes bioquimicas (FLOODGATE, 1984; WHITESIDE,
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1993). Mas essa técnica, assim como qualquer outra, tem limitacbes que podem estar associadas as
quantidades de microrganismos no mar ou no solo e sua capacidade de degradar o contaminante, a
biodisponibilidade dos contaminantes e as condi¢des do ambiente como teor de oxigénio, nutrientes,
pH, temperatura (MORGAN; WATKINSON, 1994).

Logo, é possivel perceber que os impactos ambientais s@o riscos iminentes que estdo
atrelados as atividades do setor petrolifero, pois, os incidentes podem ser originados desde falhas em
tubulacBes, maquinas a erros humanos. Por este motivo, é necessario que haja um equilibrio entre o
desenvolvimento econémico, gerado através da utilizagdo do petréleo, e 0 meio ambiente em sua
totalidade. Para isso, faz-se necessaria a presenca da legislacdo ambiental, criada com o intuito de
preservar e proteger o meio, que tem por finalidade controlar e reduzir as acGes devastadoras
provocadas pelo homem. A legislagdo tem um papel primordial no desenvolvimento sustentavel,
pois, demanda uma postura que visa a preservacdo dos recursos naturais, a atenuacdo dos impactos
ambientais e o desenvolvimento social definindo atos de infracdo e punicdes, a pessoa fisica e/ou
juridica, no descumprimento da mesma.

A dissertacdo é composta por trés artigos de comunicacdo cientifica, onde um, intitulado
AVALIACAO DA TECNICA DE BIORREMEDIACAO NA ATENUACAO DE UM OLEO
PROVENIENTE DA BACIA DE CAMPOS/RJ, teve sua publicacdo aceita pelo periédico Boletim
do Observatério Ambiental Alberto Ribeiro Lamego, em 06-05-2021. Entretanto, conforme
normatizacdo do Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Ambiental do IFFluminense, para
obtencdo do grau de Mestre em Engenharia Ambiental, esta dissertacdo é composta por 2 artigos. O
primeiro artigo, apresentado nesta dissertacdo trata-se de um artigo de revisdo bibliografica cujo
objetivo foi elucidar a influéncia da biorremediacdo na sustentabilidade do meio ambiente e, por sua
vez, fornecer consideraveis informacdes cientificas para o desenvolvimento do segundo artigo. A
segunda fase do trabalho, onde foi tratado o segundo artigo, foi proposto uma metodologia aplicada
com o objetivo de verificar a influéncia do fertilizante NPK na biodegradacdo dos compostos
saturados e aromaéticos do petr6leo. O Laboratério de Engenharia e Exploracdo de Petrdleo,
LENEP/UENF, forneceu a amostra de 6leo da Bacia de Campos/ RJ utilizada e o suporte laboratorial
para as simulacdes da pesquisa.

Ao longo dos resultados, foi possivel constatar que os compostos aromaticos dificultam a
biodegradagdo dos compostos saturados por sua toxicidade, estabilidade, complexidade estrutural,
dentre outros. Porém, também ficou evidenciado que os microrganismos, na escassez de estruturas
menos complexas, ou seja, compostos saturados lineares, comegcam a degradar estruturas mais
complexas, compostos aromaticos, saturados ciclicos e biomarcadores, como forma de obtencdo de

atomos de carbono (C) para a suas atividades metabdlicas principais.
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ARTIGO CIENTIFICO 1

BIORREMEDIACAO: UMA TECNICA SUSTENTAVEL

BIOREMEDIATION: A SUSTAINABLE TECHNIQUE

Alexsandro da Silva Alves - IFFluminense/PPEA
Angeélica da Cunha dos Santos - IFFluminense/PPEA

RESUMO

A exploracdo por derivados de petréleo traz como consequéncia riscos de acidentes ambientais que
impactam tanto em aspectos naturais quanto em socioeconémicos por falta de uma orientacdo
especifica acerca dos riscos ambientais atrelados aos riscos tecnoldgicos dessas atividades. O
objetivo deste trabalho consistiu em fornecer informagdes acerca da importancia da biorremediagéo,
uma técnica ambientalmente segura e, economicamente, vidvel, na sustentabilidade do meio e
esclarecer pontos sobre as disposicdes legais acerca da realidade das praticas governamentais em
relacdo a manutencdo da qualidade do meio ambiente no Brasil. Para o desenvolvimento do artigo foi
proposta uma metodologia exploratdria descritiva por meio da analise de materiais académicos
publicados nos indexadores Periddico CAPES, Google Académico e os artigos foram obtidos a partir
de combinacgdes por meio de operadores booleanos. A andlise dos artigos nos mostra que o volume
de petrdleo derramado em operacfes vem reduzindo com o passar dos anos, porém 0s vazamentos
estdo diretamente relacionados a falhas humanas na gestdo do processo operacional e nos
equipamentos. Neste sentido, a biorremediacdo pode ser empregada, diretamente, para minimizar os
efeitos adversos causados por derrames desse petroleo sobre 0 meio ambiente e por ser uma técnica
sustentavel. Logo, conclui-se que a biorremediacdo pode ser melhorada através da bioestimulacdo
que consiste na utilizacdo de nutrientes, como o fertilizante quimico NPK (10:10:10), e ha escassez
de uma regulamentacdo preventiva sobre a poluicdo causada por atividades do setor petrolifero, o
que dificulta uma aproximacao entre o desenvolvimento dessa atividade no pais e a conservacéo do

meio.

Palavras chave: Bioestimulagdo. Biorremediag&o. Derrames de 6leo. NPK.
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ABSTRACT

Exploration for petroleum derivatives brings as a consequence risks of environmental accidents that
impact both natural and socioeconomic aspects due to the lack of specific guidance on the
environmental risks linked to the technological risks of these activities. The objective of this work
was to provide information about the importance of bioremediation, an environmentally safe and
economically viable technique, in the sustainability of the environment and to clarify points about the
legal provisions about the reality of government practices in relation to maintaining the quality of
the environment in Brazil. For the development of the article, an exploratory descriptive
methodology was proposed through the analysis of academic materials published in the indexes
Periodical CAPES, Google Academic and the articles were obtained from combinations using
Boolean operators. The analysis of the articles shows us that the volume of oil spilled in operations
has been decreasing over the years, but the leaks are directly related to human failures in the
management of the operational process and equipment. In this sense, bioremediation can be used
directly to minimize the adverse effects caused by spills of this oil on the environment and because it
Is a sustainable technique. Therefore, it is concluded that bioremediation can be improved through
biostimulation, which consists in the use of nutrients, such as the chemical fertilizer NPK (10:10:10),
and there is a lack of preventive regulation on pollution caused by activities in the oil sector , which
hinders an approximation between the development of this activity in the country and the

conservation of the environment.

Keywords: Biostimulation. Bioremediation. QOil spills. NPK.
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1. INTRODUCAO

Petréleo e seus derivados ainda representam a principal fonte energética do mundo e fazem
parte do desenvolvimento da sociedade moderna como evidenciado por seu emprego nas industrias
petroquimicas e automobilisticas. As varias fragdes do petréleo fornecem insumos importantes para
energia, transporte, insumo agricola e sintese de polimeros. Porém, o crescimento da industria
petrolifera, quer seja pela exploragdo e/ou producdo, transporte e derivados do 6leo, pode acarretar
derrames acidentais no ambiente marinho e/ou terrestre. Os acidentes quimicos envolvendo
hidrocarbonetos totais de petroleo séo relativamente comuns, principalmente, durante a distribuicéo e
transporte do 6leo. Com isso a contaminacdo potencial do ar, 4&gua e solos juntamente com a
toxicidade dos hidrocarbonetos do petréleo podem ter um impacto significativo sobre a salde da
sociedade (RUSSELL et al., 2009).

Pesquisas vem sendo realizadas, nos ultimos anos, buscando estudar metodologias
alternativas para a recuperacdo de locais poluidos, levando-se em consideracdo a natureza e a
extensdo da contaminacdo de solos e 4guas em todo o mundo e os custos envolvidos na remediacdo
(ALENCAR et al., 2016; ANDRADE et al., 2015; WEBER; SANTOS, 2013). O comportamento de
6leos derramados no mar e/ou em terra, depende da composi¢do quimica do petroleo e, também, da
atuacdo de processos como evaporacdo, emulsificacdo, dissolugdo, biodegradacdo, foto-oxidacdo e
das interacdes entre Oleo, sedimentos e correntes marinhas. A combinacdo destes processos €
conhecida como intemperismo, o qual reduz a concentracdo de diferentes grupos de compostos,
modificando as caracteristicas quimicas e fisicas do petréleo derramado (ATLAS; HAZEN, 2011).

A velocidade e a extensdo desses processos dependem das propriedades fisicas e quimicas do
6leo original e de condi¢gdes ambientais, como: temperatura, velocidade e direcdo dos ventos e das
correntes marinhas. Como a presenca de hidrocarbonetos de petroleo se da naturalmente em
ambientes marinhos e terrestres, em funcdo das exsudacdes naturais de reservatério localizados em
meio subterraneo, houve tempo necessario para diferentes microrganismos evoluirem a capacidade
de utilizarem os hidrocarbonetos, extravasados e/ou derramados, como fonte de carbono e energia
para o seu crescimento, desenvolvimento e multiplicagdo (FIGUEIREDO, 1999). Essa adaptacdo dos
microorganismos ao meio contaminado favoreceu a atenuagdo natural que inclui uma variedade de
processos fisicos, quimicos e biologicos, que em condi¢cdes favoraveis, agem sem intervencao
humana para reduzir a massa, toxicidade, mobilidade, volume ou concentracdo de contaminantes no

solo e lencdis fredticos, processo conhecido como biorremediacdo. Neste processo ocorrem
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transformac6es fisicas, quimicas ou biologicas ou a completa destruicdo do contaminante, uma

solucdo sustentavel para o problema, que gera ou nao efeitos ecoldgicos reduzidos (EPA, 1999).

A biorremediacdo, remediacdo com a utilizacdo de microorganismos e nutrientes como
fertilizante agricola (NPK), tem gerado muito interesse como tecnologias eficazes de baixo custo e
ambientalmente interessantes para a limpeza de poluentes organicos e inorganicos (RAJAKARUNA,
2006). Existem centenas de espécies de bactérias, archaea e fungos que podem degradar o petréleo,
porém a acao destes microrganismos nédo se da de forma uniforme sobre todas as frac6es do petrdleo,

ou seja, a remedicdo dar-se-a seguindo a ordem de complexidade e toxicidade.

Os microrganismos necessitam de carbono e outros nutrientes como Nitratos (NO*) e
Fosfatos ((PO)*) presentes no fertilizante NPK para iniciar o processo de degradacdo dos
componentes do petréleo. Quando grandes quantidades de hidrocarbonetos sdo liberadas no meio
ambiente, como resultado de acidentes envolvendo as atividades de exploracdo, producdo e
distribuicdo de petroleo, é fundamental ter um fornecimento adequado desses nutrientes para acelerar
as taxas de biodegradacdo e melhorar a eficiéncia das atividades microbianas sobre o petroleo
derramado, processo conhecido como bioestimulagdo (ATLAS; HAZEN, 2011).

A biodegradacdo é um processo quase gradual em que os hidrocarbonetos se diferem na
susceptibilidade ao atagque dos microrganismos sendo alguns compostos mais facilmente
biodegradados que outros (PETERS et al., 2007). A progressiva degradacdo de 6leo cru tende a
remover primeiramente hidrocarbonetos saturados, concentrando componentes pesados polares e
asfaltenos no 6leo residual, o que gera uma perda da qualidade do 6leo pela reducdo do grau API
(°API), aumento da viscosidade e aumento do teor de enxofre e metais (WENGER et al., 2002). O
primeiro indicativo da biodegradacdo ocorre com a remocdo seletiva de n-alcanos, seguidos por
alcanos ramificados, aromaticos mais leves (benzeno, tolueno e xileno) e alcanos ciclicos, seguido
pelas resinas e asfaltenos (PETERS et al., 2007). Os biomarcadores do petroleo sdo moléculas no
qual sua estrutura ou cadeia carbdnica podem ser relacionadas com moléculas encontradas em
organismos Vivos e resistentes ao processo de biodegradacgéo, sendo por isso usadas em estudos de

biodegradacdo em 0leos severamente biodegradados (HUNT, 1979).

Este trabalho de pesquisa tem como objetivo analisar a degradacdo dos componentes das
fracOes de compostos saturados e aromaticos, de forma individualizada e combinada, de um petroleo
produzido na Bacia de Campos/RJ, por meio da bioestimulacdo. Com esta pesquisa foi possivel
realizar uma avaliagdo da técnica de biorremediacéo na atenuagdo de um 0leo desta regido. O estudo

possibilita obter mais informac6es a respeito da contribuicdo do uso da técnica da biorremediacéo
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assistida para a atenuacdo de um determinado derrame de Oleo, fornecendo uma alternativa de

solucdo para remediacéo de areas contaminadas por petréleo.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Derrames acidentais de petroleo

O petréleo é uma mistura complexa de compostos organicos com abundancias diferenciadas
dependendo da sua origem e transformacdes na composi¢do do éleo durante o processo de migracao,
biodegradacdo e water washing, sendo os hidrocarbonetos os componentes majoritarios. Os
principais grupos de componentes dos 6leos sdo os hidrocarbonetos saturados, os hidrocarbonetos
aromaticos, as resinas e os asfaltenos. Porém, também elementos como enxofre, nitrogénio, oxigénio
e metais podem ser encontrados no petréleo. (ROCHA, 2005; THOMAS, 2001).

O petroleo pode ser derramado durante as atividades de exploracdo, producédo, refino,
transporte ou estocagem. Durante a exploracao e producéo, o 6leo é ocasionalmente lancado no solo
como resultado de falhas em linhas, como produto da perfuracdo misturado a fluidos de perfuracédo
ou através de vazamentos em tanques de armazenamento subterrdneo. E muitos combustiveis
refinados como gasolina e diesel séo frequentemente derramados acidentalmente durante o transporte
e vazamento em tanques de armazenamento subterraneo (SINGH; WARD, 2004; CLAUDE-HENRI,
2003).

A International Tanker Owners Pollution Federation - ITOPF, em 2015, realizou um
levantamento que relaciona as principais causas dos vazamentos gque levaram a contaminacdo do
meio ambiente por hidrocarbonetos no mundo. Os resultados foram divididos em “operagdes” e
“acidentes”, de acordo com a Figura 1, onde mostra que o maior nimero de ocorréncias €
representado pelas operacGes de carga e descarga. Destacam-se também o namero de acidentes de
colisdo, encalhe e falha estrutural. O termo “outros/desconhecido” faz referéncia a vazamentos cujas
informacdes ndo foram relevantes ou disponibilizadas. Estes resultados mostram que a introducéo do
petréleo no mar, na maioria das vezes, é proveniente de atividades rotineiras como carga, descarga e
abastecimento (ITOPF, 2015).
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Figura 1: Namero das ocorréncias mundiais de derrames de petroleo levantadas em 2015

‘ MASSA DE PETROLEO (i) ‘ <7t | 7-7001 ‘ > 700t ‘ N2 DE OCORRENCIAS ‘

OPERACOES
Carga/Descarga 2817 327 30 3174
Abastecimento 548 26 0 574
Outros operacdes 1177 55 1 1233

ACIDENTES
Colisdo 167 283 95 545
Encalhe 232 214 117 563
Falha estrutural 573 68 43 704
Fogo/Explosao 85 14 30 129
Qutros / Desconhecidos | 2176 144 24 2344
Total 7775 1151 340 9266

Fonte: Oil Tanker Spill Statistics - www.itopf.com (2015)

Por meio de um levantamento, agora realizado em 2019, pela International Tanker Owners
Pollution Federation - ITOPF foi constatado 3 vazamentos, naquele ano, no mundo, ou seja, um
grande derramamento de 6leo (> 700 toneladas) e dois derrames médios (7 a 700 toneladas). O
grande derramamento ocorreu na Ameérica do Norte em maio e resultou de uma colisdo de
embarcaces. Ambos os derrames médios ocorreram no sul da Asia, um resultou de uma colisdo e o
outro navio afundou parcialmente em circunstancias desconhecidas. O derrame de o6leo que
contaminou aproximadamente 3.000 km de costa em onze estados do Brasil, amplamente divulgado,
ainda é um mistério e pode mudar as estatisticas deste ano se confirmado que o derrame proveio de
um navio-tanque (ITOPF, 2019).

O volume total de petr6leo derramado acidentalmente no meio ambiente registrado em 2019
foi de aproximadamente 1.000 toneladas; a mesma quantidade registrada em 2012 e o menor valor
anual registrado nas ultimas cinco décadas. Nos ultimos 50 anos, as tendéncias notificadas para
derramamentos de 6leo marinho oriundos de navios-tanque foram excepcionalmente positivas,
mostrando acentuado movimento descendente ao longo das décadas, como ilustrado na Figura 2,

sobre o nimero de derrames (> 7 toneladas) no periodo compreendido entre 1970 a 2019.

Na maioria das vezes, as descargas de petroleo e de seus derivados no mar se da por lavagens
de tanques de navios petroleiros. Ap6s a descarga do produto, os tanques sdo cheios com a agua do
mar (&4gua de lastro), para que seja mantida a estabilidade do navio. Antes de fazer uma nova carga
com produto, essa agua € descartada no mar, e com ela sdo descartados 6leos residuais (PETERS et
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al., 2005; ITOPF, 2013). Outra forma, bem mais drastica, se da pelo vazamento de produto por
naufragios decorrentes de rupturas na estrutura do navio. Em regides préximas a terminais portuarios

h& grande susceptibilidade a esses derrames (PEREIRA et al., 2009).

Figura 2: Namero de derrames (> 7 toneladas) de 1970 a 2019
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Fonte: Oil Tanker Spill Statistics - www.itopf.com (2019)

O numero dos derrames em larga escala (> 700 toneladas) diminuiram significativamente nas
Gltimas décadas e, desde 2010, é em média 1,8 ton. por ano. Da mesma forma, houve um decréscimo

significativo na quantidade de 6leo derramado ao longo das décadas (ITOPF, 2019).

No periodo compreendido entre 1970 a 2019, 50% dos derrames em larga escala ocorreram
enquanto 0s navios estavam navegando em aguas abertas, mas, também, através das colisbes e
aterramentos que sao responsaveis por 58% das causas desses derramamentos. Essas mesmas causas
sdo responsaveis por uma porcentagem ainda maior dos acidentes ambientais em decorréncia de um
vazamento por petroleo (99%) quando os navios estavam navegando em aguas interiores ou restritas.
A Figura 3 mostra a incidéncia dos derrames por operacdo no momento do incidente e a causa

principal do derramamento entre 1970-20109.
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Figura 3: Incidéncia dos derrames (> 700 toneladas) por opera¢do no momento do incidente e a causa
principal do derramamento, 1970-2019
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Fonte: Oil Tanker Spill Statistics - www.itopf.com (2019)

O o6leo derramado no mar pode permanecer por mais ou menos tempo em uma determinada
area, dependendo das correntes marinhas, da sua composi¢do quimica e de uma série de fatores, tais
como: Fatores fisicos - sendo um dos mais importantes a turbuléncia da agua; Fatores quimicos —
especial atencdo € dada ao fendmeno da foto-oxidacdo e aos fatores bioldgicos, sobretudo a
biodegradacdo (PEREIRA et al., 2009). Esse conjunto de fatores e condi¢Bes determinaré o percurso
do petr6leo no mar, bem como seu grau de ecotoxicidade e seu tempo de persisténcia no ambiente
marinho (ATLAS, 1984).

Sendo assim, a biorremediacdo é efetiva apenas onde as condi¢des ambientais permitem o
crescimento e a atividade microbiana, entdo sua aplicacdo frequentemente envolve a manipulacao de
parametros ambientais a fim de permitir um crescimento microbiano e degradacdo mais rapida do
contaminante. Apesar de normalmente 0s microrganismos estarem presentes no ambiente
contaminado, eles podem néo estar em quantidade suficiente para biorremediacéo no local, devendo
seu crescimento e atividade serem estimulados (VIDALI, 2001). Neste caso, a biorremediagdo se da
por modificagdes ambientais, com a adicdo de nutrientes contendo compostos nitrogenados e
fosforados no ambiente a fim de superar os fatores que limitam a taxa de biodegradagdo de

hidrocarbonetos pelos microrganismos (ATLAS, 1995.a).
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2.1.1. Derrames acidentais de petroleo na Bacia de Campos

A Bacia de Campos é uma bacia sedimentar brasileira que esta localizada ao longo da costa
norte do Rio de Janeiro e no litoral sul do Estado do Espirito Santo, aproximadamente ao sul da
margem leste brasileira, ocupando uma area marinha de aproximadamente 100 mil quilémetros
quadrados. Os limites da bacia s&o o arco Vitoria, para o norte, o arco de Cabo Frio, para o sul, e as
rochas pré-cambrianas da Serra do Mar, para o Ocidente (CARVALHO; ROS, 2015).

O petroleo presente na Bacia de Campos foi formado através da acumulacdo de restos de
organismos marinhos ao longo de milhdes de anos. Esse material organico foi depositado no fundo
do mar e submetido a altas temperaturas e pressao que favoreceram a formacdo do petréleo. Garoupa
foi o primeiro campo a ser explorado na Bacia de Campos, em 1976. Porém o inicio da produgéo se
deu a partir do campo de Enchova, com uma producéo inicial de 10 mil barris diarios (bpd). Segundo
dados da ANP - Brasil Agéncia Nacional do Petrdleo, as bacias mais importantes sdo: Badejo,
Marlim, Albacora, Roncador, Enchova, Carapeba, Cherne, Bagre, Viola, Corvina, Jubarte,
Cachalote, Barracuda, Pampo, Linguado, Trilha e Malhado, de acordo com a Figura 4
(CARVALHO; ROS, 2015).

Figura 4: Bacia de Campos
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Fonte: CPRM (2014)

Nesta regido, a producdo de hidrocarbonetos é realizada em ambiente marinho (offshore) e a
tecnologia de exploragcdo em aguas profundas tem permitido explorar pogos a profundidades cada
vez maiores. As camadas Pre-Sal sdo responsaveis por produzir aproximadamente 300.000 boe/dia
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(Barris de petroleo/dia) na Bacia de Campos. Essa producdo provém dos campos de Jubarte, Baleia
Azul, Baleia Franca, Marlim Leste, Caratinga, Barracuda, Marlim, Voador, Albacora Leste,
Linguado, Badejo, Pampo e Trilha (ANP, 2017). O que tem contribuido significativamente para que
sejam realizadas melhorias na area exploracdo de petréleo na Bacia de Campos, ao longo dos anos,
tanto em campos préximos da costa quanto em regides consideradas aguas profundas (entre 400 e
1000 m) e ultra profundas (superior a 1000 m). O emprego dessas técnicas avangadas visa 0 aumento

da recuperacdo dos hidrocarbonetos do interior dos reservatérios (CARVALHO; ROS, 2015).

A bacia, atualmente, contém cerca de 57 campos, sendo 52 em fase de producdo e cinco em
fase de desenvolvimento. Registram-se 4 blocos exploratérios em concessdo. De acordo com o
Sumario Geoldgico da ANP, 2017, no més de marc¢o de 2017, a producéo diaria de petréleo na Bacia
de Campos foi da ordem de 1,37 milhdes barris e a producdo diaria de gas natural da ordem de 25
mil Mm3 (ANP, 2017).

Durante a exploracdo e producdo, o 6leo é ocasionalmente lancado ao mar como resultado de
falhas em linhas ou através de operacdes de transferéncia e transporte aos terminais. Os derrames que
ocorrem no mar estdo diretamente relacionados a intensa transferéncia entre oleodutos, instalacdes de
armazenamento que operam diariamente em todo o mundo e a falhas humanas na gestdo do processo
operacional como o acidente ocorrido no campo de Frade, em 7 de novembro de 2011 (IVSHINA et
al., 2015).

Um vazamento de 6leo, em 7 de novembro de 2011, foi ocasionado a partir de fissuras no
leito marinho pequeno descontrole da formacdo durante a perfuracdo pela Unidade Maritima de
Perfuracdo Transocean Sedco 706, do po¢co MUP1-P-ST2-N545D no campo do Frade. No relatorio
deste dia, o volume inicial estimado pela empresa estava entre 64 e 104 m3 de 6leo no mar, conforme
a Figura 5 (CONAMA, 2011). Em 14 de novembro de 2011, o volume estimado era maior que o
inicial em decorréncia do espalhamento da mancha, estima-se em um volume de até 140 m3. A partir
deste dia, medidas de engenharia foram adotadas visando ao controle do pogo, acarretando uma
progressiva redugdo da mancha. Assim, em 23 de novembro de 2011, o volume da mancha foi
estimado em menos de 1 m3 e no ultimo relatorio apresentado, dia 4 de janeiro de 2012, estava
estimado em cerca de 13,5 litros (CONAMA, 2011).
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Figura 5: Vazamento acidental de petr6leo do campo de Frade, na Bacia de Campos

Fonte: https://epocanegocios.globo.com (2011)

A extracdo de petroleo no mar, mesmo que estejam acontecendo em menor escala, ainda
acarreta impactos ambientais consideraveis ao meio ambiente. A frequéncia e intensidade com que
esses impactos acontecem contribui, significativamente, para a elaboracdo de pesquisas cientificas,
cada vez mais avancadas, para compreender 0s processos bioquimicos que envolvem a degradacédo
dos hidrocarbonetos pelos microrganismos do mar. O que contribui para desenvolver novas
metodologias para a remediagdo de acidentes com derramamento de petroleo cada vez mais eficazes
(IVSHINA et al., 2015).

2.2. Aspectos Ambientais

Ainsercdo de um contaminante derivado do petroleo, indesejavelmente, ao meio traz consigo
implicaces significativas para os seres humanos e impactos ecotoxicoldgicos tanto ao solo quanto a
agua contaminada pelo 6leo. (FENT, 2004). A ocorréncia de derivados do petréleo, provenientes de
algum tipo de derrame, no meio altera todo o ecossistema afetado comprometendo a atividade
metabdlica dos organismos afetados (ALRUMMAN; PATON, 2015). Causa alteracdes na quantidade
de nutrientes no solo deixando-os inférteis, obstruem a passagem da luminosidade do sol, afetando as
algas e organismos plancténicos em suas atividades fotossintéticas, provocam a contaminacdo de
aves que precisam “mergulhar” para buscar alimentos, além de impactar a cadeia alimentar,
comprometendo severamente 0s ecossistemas aquéticos e terrestres. Impactando, diretamente, 0s
pequenos pescadores e suas familias que dependem da atividade pesqueira para a propria
alimentacdo e obtencdo de renda, além dos prejuizos as atividades turisticas caso o derrame chegue a
regido de praia (ZABBEY et al., 2017; FINOTTI et al., 2009).
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A contaminacdo por petroleo pode se dar tanto por meios fisicos como fraturas em tanques
em postos de abastecimento, vazamentos em condutos de escoamento, em operacfes de transportes
terrestres (PUGAS, 2015; BAEDECKER et al., 2011; BRAGATO, 2006). Por outro lado, seres
humanos também podem contribuir para a ocorréncia de vazamentos de 6leo em operacfes de
descarga de combustivel, falha na vistoria dos reservatorios, intercorréncias no transporte (PUGAS,
2015).

Ao longo dos anos petrdleo tem sido o principal causador de impactos que comprometem o0s
recursos ambientais indispensaveis ao homem, como o solo e a agua (MEYER et al., 2014). Os
compostos problemaéticos, em relagdo a contaminacdo ambiental, fazem parte do grupo BTEX
formado por Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA’s) e os monoaromaticos (Benzeno,
Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) (JACQUES et al., 2007). Os BTEX sdo mais sollveis em agua e,
com isso, apresentam maior mobilidade, o que resulta em maior potencial de migracdo para aguas

subterraneas e consequente contaminagéo (WEELINK et al., 2010).

Por isso, fazem-se necessarias alternativas visando & remediacdo das areas contaminadas por
derivados de petréleo. O emprego de técnicas fisicas, quimicas e/ou bioldgicas de maneira solo ou
em conjunto, tem por objetivo remediar a contaminacdo do 6leo a niveis aceitaveis de seguranca, de

acordo com a legislacao exigida em cada pais (MEYER et al., 2014).

Uma estratégia para remediar ambientes contaminados € o emprego da biorremediacédo
(MARTINS, 2004). Conforme Das; Chandran (2010), a biorremediacdo € um método empregado
para a remogdo e degradacdo de muitos poluentes ambientais, incluindo os derivados do petroleo. A
biorremediacdo consiste em reac6es de oxidacao ou reducéo catalisadas biologicamente, envolvendo
compostos quimicos complexos, com base no desenvolvimento dos microrganismos ou no
metabolismo microbiano. Visando ao aumento na biomassa dos microrganismos e consequente
brevidade da degradacdo, dos derivados do 6leo, sdo empregadas fontes externas de nutricdo como o
NPK além da fonte de carbono, usado como fonte primaria de carbono e energia, resultante da sua
completa degradagéo (LAHEL et al., 2016).

2.2.1. Legislacdo Ambiental

Dado o numero crescente de impactos acarretados a partir das atividades de exploragéo e
producéo de petroleo e seus derivados, leis ambientais foram implementadas visando proteger o meio
ambiente e minimizar as consequéncias das acdes devastadoras provocadas pelo homem em virtude

das crescentes demandas industriais por insumos. A Lei n°® 9.478, de 6 de agosto de 1997 que dispde
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sobre a politica energética nacional institui o0 Conselho Nacional de Politica Energética cujo objetivo
é proteger 0 meio ambiente e promover a conservacgdo de energia. Atrelado a esse objetivo, orienta ao
concessionario deveres que devem ser seguidos visando a um desenvolvimento sustentavel e a
utilizacdo consciente do meio, como: a adogdo de medidas necessérias para a conservacdo dos
reservatorios e de outros recursos naturais e protecdo do meio ambiente e responsabilizar-se por

quaisquer danos decorrentes das atividades de exploracdo devendo ressarcir a ANP ou a Unido.

A Lei do Petroleo, Lei 9.478/97, foi gerada a partir da evolucdo da industria do petréleo no
Brasil e da sua crescente importancia tanto para o mercado interno, quanto para o internacional, onde
sdo determinadas regras especiais para o segmento petrolifero. Essa Lei ditava a quebra do
monopolio da Petrobrds permitindo que empresas internacionais operacionalizassem em solo
nacional, ou seja, prevé que todas as atividades que antes constituiam exclusividade estatal poderao
ser objeto de concessdo para operacdo de empresas privadas nacional, desde que estas atendam aos
requisitos técnicos, econdmicos e juridicos para a exploracdo e producdo de petréleo. Com a abertura
das licitagdes de campos de petroleo para demais empresas, de acordo com a Lei 9.478/97, o nimero
de acidentes ambientais aumentou, sendo necessaria a criacdo da Lei n° 9.966, de 28 de abril de 2000
que dispde sobre a prevencdo, o controle e a fiscalizagdo da poluicdo causada por langamento de 6leo
e outras substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdi¢do nacional e da outras providéncias.
Essa lei estabelece os principios basicos a serem obedecidos na movimentacdo de 6leo e outras
substancias nocivas ou perigosas em portos organizados, instalacbes portuérias, plataformas e navios
em aguas sob jurisdicdo nacional. Dentro da definicdo da Lei é possivel extrair alguns beneficios,

como:

I. Da obrigacdo ao Poder Publico quanto as obrigacOes de interesse publico relacionadas

a preservacdo ambiental;

Il. Do reconhecimento da responsabilidade do agente degradante pelos danos ambientais

acarretados em virtude das suas atividades operacionais;
I1l. Da obrigacdo acerca das auditorias ambientais bienais;

IV. Da legitimidade do Poder Publico Federal e Estadual para propor acdo ao

cumprimento da referida lei.

A Lei 9.966/2000, nacionalmente conhecida como a Lei do Oleo, representou um enorme
avango quanto a preocupacdo com a degradacdo no ambiente marinho, pois, determina medidas a

serem cumpridas em situa¢fes de emergéncia envolvendo derrames acidentais de petroleo. Por esse
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motivo, estruturas portudrias deverdo dispor de Planos de Emergéncia Individuais para incidentes de
poluicdo. Logo, a Lei determina medidas de prevencdo, controle e a fiscalizacdo da poluicdo causada
pelo lancamento de 6leo e outras substancias nocivas ou perigosas em aguas sob jurisdicdo nacional

em uma periodicidade bienal para as auditorias ambientais compulsorias.

Diante do aumento de ocorréncias envolvendo derrames de petr6leo no meio ambiente
aquatico e terrestre, o Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA lanca a resolucdo n° 265,
de 27 de janeiro de 2000, visando estabelecer uma estratégia que vise a seguranca e protecao do meio
com relacdo aos impactos ambientais que possam ser ocasionados em atividades relacionadas a
Exploragdo e Producdo de petréleo. Para isso, apresenta algumas medidas como: Ag¢des de controle e
prevencdo em industriais de petroleo em territorio nacional; Realizacdo de auditorias ambientais em
industriais de petroleo e derivados; Planos de emergéncia para acidentes ambientais causados pela

industria de petréleo e derivados;

Também no ano de 2000, logo apds o acidente ocorrido no més de janeiro na Baia de
Guanabara, 0 CONAMA ja havia lancado a Resolucdo n° 265/00, obrigando a realizagdo de
auditorias ambientais compulsérias, em todas as instalacbes da Petrobras e demais empresas no
Estado do Rio de Janeiro. A pratica das auditorias compulsorias, devido ao acidente na Baia de
Guanabara, RJ, foi ampliada para uma periodicidade bienal, através da aprovacdo da Lei federal n°
9.966 de 28/04/2000.

Neste ambito, a Resolucdo n° 8, de 21 de julho de 2003 do Conselho Nacional de Politica
Energética, CNPE n° 08/2003, estabelece a politica de producdo de petrdleo e gas natural e define
diretrizes para a realizacdo de licitacBes de blocos exploratérios ou areas com descobertas ja
caracterizadas passa a ser de responsabilidade da ANP, de acordo com o Art. 2°, inciso V, selecionar
areas para licitacdo, adotando eventuais exclusGes de areas por restrigdes ambientais, sustentadas em
manifestagcdo conjunta da ANP, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais

Renovaveis - IBAMA e de Orgios Ambientais Estaduais.

A ANP, responsavel em regular as atividades econémicas das industrias de petroleo no Brasil,
também pode incluir clausulas que visem & preservacdo e protecdo do meio nos contratos de
licitacbes de Bacias de petrdleo, como: atribuir como responsabilidade do concessionario a
conservacao dos reservatorios e de outros recursos naturais, responsabilizando-o por todo e quaisquer
danos acarretados ao meio ambiente. Devendo informar, imediatamente, a ocorréncia de qualquer

derramamento ou perda de petréleo bem como as medidas ja tomadas para enfrentar o problema.
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Com relacdo aos danos e prejuizos ambientais acarretados, segundo a ANP:

O Concessionério devera ressarcir a Unido e a ANP, nos termos dos paragrafos 2.2
a 2.6, por toda e qualquer acdo, recurso, demanda ou impugnacéao judiciais, juizo
arbitral, auditoria, inspecdo, investigacdo ou controvérsia de qualquer espécie, bem
como por quaisquer indenizacdes, compensacgdes, puni¢des, multas ou penalidades

de qualquer natureza, relacionados ou decorrentes de tais danos e prejuizos.

As alteracOes estabelecidas pela ANP nos editais dos Contratos de concessao se deram devido
ao atraso nas expedicOes das licencas ambientais resultando em um impedimento ao inicio das
atividades de exploracdes e producdo de petrdleo. Porém, a protecdo ambiental nas atividades
petroliferas esta diretamente ligada ao Licenciamento Ambiental que é um dos instrumentos da
Politica Nacional do Meio Ambiente, PNMA, e tem como objetivo agir preventivamente sobre a
protecdo do bem comum da sociedade - 0 meio ambiente — e compatibilizar sua preservagdo com o

desenvolvimento econdmico-social.

Segundo a Resolucdo CONAMA 237/97, licenciamento ambiental é um procedimento
administrativo pelo qual o 6rgdo ambiental competente licencia a localizacdo, instalagdo, ampliacédo e
a operacdo de empreendimentos e atividades utilizadoras de recursos ambientais, consideradas
efetiva ou potencialmente poluidoras; ou aquelas que, sob qualquer forma, possam causar
degradacdo ambiental, considerando as disposicGes legais e regulamentares e as normas técnicas
aplicaveis ao caso. No caso do licenciamento das atividades de exploracdo e producao de petréleo o
acompanhamento se da através da analise de relatdrios submetidos ao 6rgdo ambiental e por meio de

vistorias.

O CONAMA através da Resolucdo n° 463, de 29 de julho de 2014, reconhece os beneficios
que podem advir da utilizacdo adequada de remediadores na recuperacdo de ecossistemas
contaminados e no tratamento de residuos e efluentes em virtude de acidentes ambientais envolvendo
vazamentos de petroleo e derivados no meio ambiente. O CONAMA também ressalta que 0s
remediadores podem acarretar desequilibrio no ecossistema e danos ao meio ambiente. Por este
motivo, fazem-se necessarias pesquisas cientificas destinadas ao estudo da remediacdo do oleo

derramado no meio ambiente.
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2.3. Biodegradacéao dos hidrocarbonetos

A sustentabilidade pode ser definida como a relacdo de equilibrio entre os interesses do
homem e 0 meio ambiente. O termo sustentabilidade surge da necessidade de fazer sensibilizar seres
humanos que fazem uso do meio sem levar em consideracdo as geragdes futuras. Uma vez que, o
conceito de sustentabilidade refere-se ao explorar consciente de forma a permitir que recursos
naturais ndo se esgotem. De maneira geral, a sustentabilidade representa algo positivo e bom
(BARBOSA; DRACH; CORBELLA, 2014; BANON GOMIS et al., 2011).

A biodegradacdo é uma técnica sustentavel, pois, se da a partir de uma variedade de espécies
de microrganismos capazes de degradar os compostos do petréleo utilizando-os como fonte de
carbono e energia contribuindo para um equilibrio entre os interesses humanos e 0 meio ambiente
(BARBOSA; DRACH; CORBELLA, 2014; CONAMA, 2014). A biodegradacdo aerdbica é a mais
expressiva e a que apresenta resultados mais eficientes, pois, se da por alteracbes nas estruturas
moleculares dos compostos organicos gerando como produto didxido de carbono, agua (fruto da
respiracdo celular) e energia. Com isso, microrganismos vem sendo largamente empregados no uso

da degradacdo dos componentes do petr6leo no meio ambiente (COOKSON, 1995).

A biodegradacdo é influenciada diretamente por fatores quimicos, fisicos (temperatura) e
bioldgicos e a unido de tais fatores compreendem os parametros que estdo relacionados as
necessidades vitais dos microrganismos envolvidos na degradacdo dos compostos organicos. As
alteragBes quimicas e fisicas induzidas na composi¢do de uma mistura de hidrocarbonetos do
petréleo sdo, no geral, conhecidas por intemperismo e o principal processo que provoca essas
mudancas é a biodegradacdo, que envolve a reducdo da complexidade de compostos quimicos por
microrganismos. A resisténcia da mistura de hidrocarbonetos a biodegradacdo depende das
caracteristicas e quantidade do 6leo, da natureza da comunidade microbiana e de uma variedade de
fatores no ambiente que influenciam a atividade microbiolégica. Em um determinado ambiente 0s
hidrocarbonetos do petrdleo podem persistirem indefinidamente, enquanto em outros alguns podem

ser totalmente biodegradados dentro de relativamente poucas horas ou dias (ATLAS, 1981).

O processo de biodegradacdo ird depender dos parametros de controle bidticos e das
propriedades fisicas do 6leo (COOKSON, 1995; BAKER; HERSON, 1994). Os fatores que podem

ser mencionados sao:

» Temperatura: A temperatura varia de ambiente para ambiente e de acordo com a sazonalidade e por

isso, altera significativamente as reagdes bioguimicas relacionadas a fisiologia dos microrganismos
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envolvidos. Com isso, microrganismos apresentardo eficiéncias diferenciadas de acordo com a
temperatura do ambiente a que estdo inseridos. Por este motivo, espécies de microrganismos crescem
e se desenvolvem em temperaturas especificas, como por exemplo: Psicrofilas (5 a 20°C),
Mesofilicas (25 a 40°C) e as Termofilicas (40 a 60°C) (SINGH; WARD, 2004);

« Disponibilidade de Oxigénio: Em condicBes aerobicas, a biodegradacdo ocorre mais facilmente.

Logo, se ha disponibilidade de oxigénio no local, a eficiéncia da degradacdo pelos microrganismos
sera muito maior se comparada a uma degradacdo processada em um meio isento de oxigénio, ou
seja, anaerobico (PETERS et al., 2007);

* pH: A faixa de pH mais favoravel, para a maioria dos microrganismos, situa-se entre 6,0 e 8,0 com
um valor étimo em torno de 7,0, sendo que os fungos sdo mais tolerantes a condicdes &cidas. Logo,
poucos sdo 0s microrganismos capazes de se desenvolverem em ambientes onde o pH encontra-se
fora deste limite (VIDALI, 2001);

» Disponibilidade de agua: Refere-se a quantidade de &gua que esta disponivel para o0s

microrganismos no processo de biodegradacéo, reproducédo e desenvolvimento; A agua € importante
pois é utilizada diretamente como meio para a ocorréncia das rea¢des bioquimicas (PETERS et al.,
2005);

« Salinidade: Alta salinidade parece afetar negativamente a atividade microbiana. Logo, a
biodegradacdo é severamente afetada pela elevada concentracdo salina, observada em ambientes
hipersalinos como lagunas (WANG; STOUT, 2007);

« Disponibilidade de nutrientes: Bactérias heterotroficas e fungos, além de uma fonte de carbono,

necessitam para o seu crescimento de outros compostos tais como fontes de nitrogénio e fosforo que
atuardo estimulando o aumento do numero de microrganismos. A auséncia dessas moléculas no
ambiente pode prejudicar, consideravelmente, o crescimento microbiano. Estudos apontam que a
degradacdo do 6leo em &gua do mar é muito mais rapida e eficiente quando had a adicdo de

compostos a base de nitrogénio e fésforo (VIDALI, 2001);

« Foto-oxidagdo: Processo que atua sobre 0s compostos orgénicos gerando como produtos compostos
mais polares, tornando-os mais sollveis em agua o0 que corrobora no aumento da eficiéncia da

degradacéo pelos microrganismos envolvidos (ATLAS, 1981);

+ Solubilidade: Quanto maior for a solubilidade do composto orgénico em agua, maior serd sua
biodegradabilidade (PERRY, 1984).
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2.4. Biorremediacao

Na ocorréncia de um derramamento ou vazamento de petroleo, as primeiras providéncias a
serem tomadas sdo de natureza fisica (geralmente, remogdo mecénica). Em seguida, podem ser
utilizados produtos quimicos (surfactantes quimicos) para dispersdo do dleo. Em tese, as técnicas
biotecnoldgicas sdo utilizadas em um terceiro momento, para a biotransformacdo do material
restante, podendo chegar a mineralizacdo, fenbmeno caracterizado pela conversdo dos
hidrocarbonetos em gas carbénico (CO>) e &gua. Tais técnicas podem ser aplicadas in situ, ocorrendo
no local, a exemplo da atenuacgéo natural, bioaumentacdo e bioestimulacdo e, ex situ, onde o material
é tratado fora do local (PEREIRA et al., 2009).

A biorremediacdo é um processo de atenuacdo natural de poluentes do dleo e
consequentemente uma solugdo “limpa” (ATLAS, 1995.b). Os residuos organicos sdo degradados
biologicamente sob condi¢des controladas a um estado inofensivo ou a niveis abaixo dos limites de
concentracédo estabelecido pelas autoridades (MUELLER et al., 1996). Consiste na otimizacdo das
condic¢Oes ambientais para o desenvolvimento da ocorréncia natural de microrganismos degradadores
através da adicdo de nutrientes e manutencdo das condi¢des aerdbicas, se definido como necessario
(CLAUDE-HENRI, 2003). A técnica de biorremediacao faz uso da ocorréncia natural de bactérias e
fungos, do proprio local da contaminacdo ou introduzidos de outros locais, ou plantas para degradar
ou desintoxicar substancias toxicas a salde humana e ao meio ambiente, e a degradacdo de um
composto é resultante das acdes de multiplos organismos. Os contaminantes sdo transformados, em
estruturas menos complexas, pelos organismos vivos através de reacGes que fazem parte de seus
processos metabdlicos (VIDALLI, 2001). Durante a biorremediacdo, hidrocarbonetos do petréleo sdo
convertidos por microrganismos a dioxido de carbono, dgua, células bacterianas (biomassa) e matéria
organica pelo processo de biodegradacdo (SINGH; WARD, 2004). O controle e otimizacdo do
processo de biorremediacdo € um sistema complexa de muitos fatores envolvidos. Esses fatores
incluem a existéncia de uma populagdo microbiana capaz de degradar os poluentes, a disponibilidade
dos contaminantes a populagdo microbiana, os fatores ambientais (tipo de solo, temperatura, pH, a
presenca de oxigénio ou outros aceptores de elétrons e nutrientes) (VIDALI, 2001). A
biorremediacdo pode apresentar vantagens, como: ser uma técnica de baixo custo, ndo causar
distdrbios ambientais e ser capaz de recuperar, por completo, areas contaminadas por petroleo, como
0 emprego da técnica para a mitigagdo do impacto ambiental ocasionado pelo petroleiro da Exxon
Valdez em 1989 (HOSTETTLER; KVENVOLDEN, 1994) e desvantagens, como: ter a sua

eficiéncia limitada em virtude da complexidade dos compostos do petréleo, por isso, nem todos 0s
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compostos sdo biodegradados facilmente, o0 que acarreta em uma intensa pesquisa cientifica visando
a encontrar mecanismos que tornem a técnica mais eficiente, como visto na Tabela 1. Por este

motivo, deve-se analisar muito bem o ambiente onde a técnica serd empregada (COOKSON, 1995).

Tabela 1: Vantagens e Desvantagens no emprego da biorremediagéo

| Vantagens | Desvantagens |
Técnica rapida e de baixo custo Toxicidade dos poluentes
Minimo distdrbio ambiental Intensa pesquisa de biorremediagédo
Elimina custos de transporte A técnica pode ndo ser apropriada
Nao remove agua de aquifero Nem todos 0os compostos sdo degradados
Aceitacdo publica Monitoramento intensivo
Recuperacdo da area contaminada Producé@o de compostos poucos conhecidos

Fonte: Modificado de Cookson (1995)

A técnica de biorremediacdo pode ser conduzida através dos processos de bioaumentacao,
bioestimulacdo, bioventilacdo, dentre outras técnicas de biorremediacdo existentes (LINDSTROM et
al., 1991). A bioaumentacgéo visa uma aceleracdo do processo de degradacdo a partir da introducao
de microrganismos ndo indigenos (aléctones), oxigénio, agua e nutrientes ao ambiente contaminado
(SANTAS et al., 1999; MERLIN et al., 1994; HOFF, 1993; ATLAS; BARTHA, 1992). A
bioestimulacdo consiste na adicdo de nutrientes para aumentar a taxa de biodegradacédo. Portanto,
para fazer uso do processo de bioestimulacdo, é necessario que haja no local contaminado uma
comunidade natural de microrganismos capaz de biodegradar os contaminantes presentes e que as
condi¢des ambientais sejam insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbioldgica dessa
populacdo (HOFF, 1993; VENOSA et al., 1991). Por outro lado, a bioventilagdo envolve o
fornecimento de ar (oxigénio) e nutrientes em solos contaminados a fim de estimular a populacgdo de
bactérias. A bioventilacdo emprega baixas taxas de fluxo de ar e fornece apenas a quantidade de
oxigénio necessaria para biodegradacdo enquanto minimiza a volatilizacdo e liberacdo de
contaminantes para atmosfera. E aplicada para hidrocarbonetos simples e pode ser usada onde a

contaminacéo é profunda sob a superficie (VIDALI, 2001).

Trabalhos vem sendo realizados com o objetivo de obter um maior conhecimento sobre a
técnica da biorremediacdo. De acordo com Alencar e colaboradores (2016), os derrames de petréleo
em areas proximas a manguezais, restingas, por exemplo, sdo fontes potenciais para entrada de
contaminantes como metais pesados e hidrocarbonetos. Esses contaminantes causam diversos efeitos
negativos e afetam o equilibrio do bioma. Porém pode-se inferir sobre o potencial biorremediador de

diversas espécies residentes de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAS), em comunidades de solos
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halofilos de restinga, como participantes dos processos micorrizorremediadores de solos poluidos por
0leo (ANDRADE et al., 2015). O emprego da técnica de biorremediacdo de uma area impactada
deve ocorrer, somente, apos a realizacdo de estudos criteriosos dos fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos presentes na regido impactada (WEBER; SANTOS, 2013).

3. METODOLOGIA

A estratégia de pesquisa utilizada para o desenvolvimento deste trabalho baseia-se em
uma metodologia exploratéria descritiva, com revisdo bibliografica por meio de pesquisa de artigos
cientificos na base de dados Google Académico, Periodicos Capes e outros anais de comunicacgéo.
Foram identificados 74 artigos relacionados ao tema, onde 52 artigos foram considerados devido a
afinidade com a pesquisa. Nesta etapa foram utilizados como operadores booleanos os termos:
“Biorremediacdo”; “Bioestimulacdo”; “Leis Ambientais”; “Petr6leo”; “Derrames de Petrdleo”;
“Acidentes ambientais”; “Bacia de Campos”. Além das publicacBes técnicas e académicas
relacionadas ao tema, foram feitos contatos por meio de ligacbes e e-mails com representantes de
institui¢Oes publicas, para ter um maior conhecimento acerca do tema proposto e da aplicabilidade do

mesmo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

E notéria a importancia do petréleo como fonte de energia para 0 mundo, além de contribuir
expressivamente para a geracdo de emprego e renda para a sociedade. Sua ndo utilizacdo como fonte
de energia é, ainda hoje, algo que ndo se pode imaginar, pois, ndo existe uma outra matriz energética
capaz de proporcionar 0s ganhos que sao obtidos a partir dos derivados do petréleo, uma vez que sdo
inimeras as industrias que os utilizam. Entretanto, as atividades relacionadas ao setor estdo sujeitas a
causar impactos tanto ambientais em decorréncia de acidentes ocasionados pela falta de orientacédo
especifica acerca dos riscos dessas atividades como a sociedade uma vez que sdo inumeras as
pessoas que dependem do meio ambiente para obtengéo de lucro, como, por exemplo, 0s pescadores

que tem suas atividades afetadas quando ocorre algum vazamento de petréleo no mar.

O desenvolvimento sustentavel estd relacionado a simbiose entre os interesses do setor
petrolifero e 0 meio ambiente, ou seja, gerar lucro causando o minimo de impactos ambientais
possiveis. Para isso, faz-se necessaria a presenca do direito ambiental atuando frente as atividades

que sejam capazes de causar perigo ao meio ambiente. Neste sentido, leis ambientais sdo criadas com
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0 objetivo de atuar na fiscalizacdo visando impedir que acidentes ambientais ocorram e, se

ocorrerem, punir os responsaveis legais pela contaminacdo ocasionada.

O grande problema da legislacdo ambiental brasileira é que ela age em defesa contra perigos
iminentes e/ou na reparagdo dos danos ambientais ja ocorridos. Um exemplo foi a promulgagéo da
Lei n° 9.478, de 6 de agosto de 1997, também conhecida como Lei do Petroleo, responsavel em
retirar 0 monopolio da Petrobras sobre os blocos de exploracdo das bacias sedimentares brasileiras.
Ou seja, essa Lei permitiu que industrias internacionais e nacionais tivessem igual direito em
competir pelos blocos junto a Petrobras. O que acarretou o aumento de acidentes ambientais gerados
a partir da contaminacdo de 6leo in natura. O grande estopim foi o acidente gerado na Baia de
Guanabara, RJ, em 18 de janeiro de 2000, levando a necessidade da criacao de leis, normas, como a
Lei n® 9.966, de 28 de abril de 2000 e as resolucdes do CONAMA cujo objetivo principal era a
prevencdo, o controle e a fiscalizacdo da poluicdo causada por lancamento de 6leo. Entdo, o
problema esté nas leis brasileiras ndo aturarem, antecipadamente, de forma preventiva, ou seja, com
0 intuito de preservar e proteger 0s recursos naturais, impondo que estes venham a ser utilizados,
sempre, de maneira consciente, levando em consideracdo a qualidade de vida e os interesses da

sociedade e 0 meio ambiente.

Dentro do contexto de preservacdo ambiental, a biorremediacdo ganha espaco, pois, trata-se
de uma técnica capaz de reduzir a concentra¢do do contaminante sem causar danos ao meio ambiente
e por ser de baixo custo. A técnica tem sua eficiéncia diretamente afetada por parametros de controle
bioticos e pelas propriedades fisicas do 6leo e pode ser melhorada através da bioestimulacdo que se
da a partir da utilizacdo de nutrientes, como, por exemplo, o NPK (10:10:10), que favorecem o
aumento da populacdo de microrganismos capazes de degradar o poluente. O que faz da
biorremediacdo uma técnica eficaz e eficiente na descontaminacdo do meio ambiente por derivados

de petroleo.
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RESUMO

A técnica de biorremediacdo pode ser aplicada para amenizar diversos impactos ambientais. Dentre
eles, os gerados por derivados do petréleo por meio da introdugdo de microrganismos no ambiente
contaminado, organismos exdgenos, ou criando condi¢bes favordveis para que possam se
desenvolver e degradar o poluente. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar, em laboratorio, 0 emprego
da técnica de biorremediacdo durante 21 dias usando o petréleo da Bacia de Campos/RJ. A
metodologia aplicada consistiu no arranjo de 12 unidades de simulacdo, com e sem a adi¢édo do
fertilizante NPK, com o objetivo de verificar a sua influéncia na biodegradacdo dos compostos
saturados e aromaticos do petréleo. O monitoramento da biodegradacdo foi realizado a partir de
razbes diagndsticas obtidas por Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrébmetro de Massa
(CG/IEM). A partir das razbes obtidas, foi possivel fazer uma avaliacdo da biodegradacdo dos
compostos saturados, sem e com a influéncia dos compostos aromaticos. Os resultados mostraram
que o estimulante NPK agiu de forma positiva estimulando a atividade microbiana a degradar uma
maior fracdo dos componentes do petroleo e, também, atuou favoravelmente reduzindo a
concentracdo de compostos biomarcadores, que sdo conhecidos por sua estabilidade atdmica. Foi
possivel constatar que os compostos aromaticos dificultam a biodegradacdo dos compostos saturados
por sua toxicidade, estabilidade, complexidade estrutural, dentre outros. Porém, também ficou
evidenciado que 0s microrganismos, na escassez de estruturas menos complexas, ou seja, compostos
saturados lineares, comecam a degradar estruturas mais complexas, compostos aromaticos, saturados
ciclicos e biomarcadores, como forma de obtencdo de atomos de carbono (C) para a suas atividades

metabolicas principais.

Palavras chave: Biorremediagdo. Bioestimulacdo. Derrames de Petréleo. NPK.
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ABSTRACT

The bioremediation technique can be applied to mitigate various environmental impacts. Among
them, those generated by petroleum derivatives through the introduction of microorganisms into the
contaminated environment, exogenous organisms, or creating favorable conditions for them to
develop and degrade the pollutant. The objective of this research was to evaluate, in the laboratory,
the use of the bioremediation technique for 21 days using oil from the Campos Basin/RJ. The applied
methodology consisted of the arrangement of 12 simulation units, with and without the addition of
NPK fertilizer, in order to verify its influence on the biodegradation of saturated and aromatic
petroleum compounds. Biodegradation monitoring was carried out from diagnostic reasons obtained
by Gas Chromatography coupled to a Mass Spectrometer (GC/MS). From the ratios obtained, it was
possible to evaluate the biodegradation of saturated compounds, without and with the influence of
aromatic compounds. The results showed that the NPK stimulant acted in a positive way, stimulating
the microbial activity to degrade a greater fraction of petroleum components and, also, it acted
favorably by reducing the concentration of biomarker compounds, which are known for their atomic
stability. It was possible to verify that aromatic compounds hinder the biodegradation of saturated
compounds due to their toxicity, stability, structural complexity, among others. However, it was also
evidenced that microorganisms, in the scarcity of less complex structures, that is, linear saturated
compounds, begin to degrade more complex structures, aromatic compounds, cyclic saturated and
biomarkers, as a way to obtain carbon atoms (C) for their main metabolic activities.

Keywords: Bioremediation. Biostimulation. Oil spills. NPK.



40

1. INTRODUCAO

O petroleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos e nafténicos e
outros compostos contendo enxofre, oxigénio, nitrogénio e constituintes organometalicos
complexados com niquel e vanadio. (BANERJEE; GHOSHAL, 2017). Dentre esses compostos,
destacam-se o0s biomarcadores ou marcadores bioldgicos que podem ser relacionadas com moléculas
encontradas em organismos vivos que sdo classificados como alcanos lineares, alcanos ramificados,
isoprenoides, cicloalcanos, terpanos, esteranos e aromaticos (HASSAN; ALY, 2018). A concentracao
absoluta de biomarcadores no petréleo varia amplamente. Os biomarcadores em geral estdo presentes
em baixas concentracdes no 6leo cru, a maioria ocorre em uma faixa de 10 a 1000 ppm (0,001 a 0,1
%), se comparados com 0s principais grupos de hidrocarbonetos, como as n-parafinas. O grupo de
biomarcadores, excluindo as n-parafinas e isoprenoides aciclicos, geralmente representa menos que 2
% do 6leo total (POHREN et al., 2019).

Acidentes quimicos envolvendo hidrocarbonetos totais de petréleo sdo relativamente comuns
principalmente durante a distribuicéo e transporte do 6leo. Com isso a contaminacao potencial do ar,
agua e solos juntamente com a toxicidade dos hidrocarbonetos do petréleo podem ter um impacto
significativo sobre a satde da sociedade (CORDES et al., 2016).

A biorremediacdo ¢ uma opcdo que oferece a possibilidade de destruicdo dos contaminantes
ou torna diversos contaminantes inofensivos usando atividade biolégica natural e consequentemente
uma solucdo sustentdvel para o problema, reduzindo efeitos ecoldgicos. Ela possui custo
relativamente baixo associado, técnicas de baixa tecnologia que geralmente tem boa aceitacdo

publica e muitas vezes pode ser realizada no local da contaminacdo (ETCHEPARE et al., 2016).

Entretanto a biorremediacdo do petrdleo e outros hidrocarbonetos € um processo complexo,
onde aspectos qualitativos e quantitativos dependem das caracteristicas e das concentracdes de
contaminante presente, das condicGes fisicas e quimicas do ambiente (como teor de oxigénio,
quantidade de nutrientes, umidade e pH), da composicdo das comunidades de microrganismos
autoctones e suas respostas adaptativas a presenca de hidrocarbonetos (MAPELLI et al., 2017).
Sendo assim, nem sempre sera adequado o0 uso dessa técnica por ndo ser um processo imediato, ou
seja, demandar tempo e o nivel de contaminante residual alcangado néo ser sempre o adequado. Uma
vez que estruturas como compostos de resina e/ou asfalténicos, por serem mais complexos, demanda
de uma maior atividade metabdlica dos microrganismos e, consequentemente, mais tempo.
(KHALIFA, 2017).
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Esta pesquisa tem por objetivo analisar a eficacia da técnica de biorremediacao na degradacgéo
dos componentes das fracbes de compostos saturados e aromaticos de um petrdleo extraido na Bacia
de Campos/RJ, por meio da bioestimulagdo, considerando um periodo de avaliacdo de 21 dias. O
estudo da biodegracdo das fragcGes do petroleo é de grande relevancia para a industria petrolifera
porque fornece informacdes importantes acerca de um processo de remediacdo de um Oleo
derramado acidentalmente no mar, além de ser uma tecnologia de baixo custo efetivo, ndo intrusiva e
sustentavel. O estudo baseou-se em um petréleo produzido na Bacia de Campos na Regido Norte
Fluminense, mas a metodologia aplicada pode ser replicada em ambientes com caracteristicas fisico-
quimicas diferenciadas. O trabalho desenvolvido contribuiu para agregar conhecimento aos estudos

ja existentes acerca do processo de biorremediacao.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Biomarcadores

A composicdo do petroleo consiste, basicamente, de compostos organicos que podem ser
divididos em classes levando em consideragéo a sua estrutura molecular (BALKE; BROWN, 2018).
Os principais grupos de componentes dos 6leos sdo os hidrocarbonetos saturados, os hidrocarbonetos
aromaticos, as resinas e os asfaltenos. Onde os hidrocarbonetos saturados constituem o maior grupo
(POULSEN et al., 2018). Sdo também encontradas moléculas complexas chamadas biomarcadores
ou marcadores biolégicos no qual suas estruturas ou cadeias carbdnicas podem ser relacionadas com
moléculas encontradas em organismos vivos. Os biomarcadores incluem n-parafinas, porfirinas,

isoprendides, terpendides e esteroides (O'BRIEN et al., 2018).

Biomarcadores sdo compostos organicos que apresentam alta estabilidade térmica e
molecular, 0 que confere aos compostos desse grupo resisténcia a degradacdo. Ha, assim, a
preservacao de sua estrutura original, ou seja, uma espécie de assinatura quimica, fingerprint. O que
permite a identificacdo, de modo preciso, acerca do histérico dos hidrocarbonetos, como grau de
intemperismo, existéncia de biodegragéo e sua relagdo com o meio de origem (YANG et al., 2017,
SPEIGHT, 2014).

Os terpendides e isoprendides sdo compostos que possuem subunidades de isopreno (alcenos
ramificado com cinco 4tomos de carbono) em sua composicdo e muitos deles no petroleo séo
originados da membrana lipidica das bactérias (procariontes). Os terpendides sdo divididos em

hemiterpanos (C5), monoterpanos (C10), sesquiterpanos (C15), diterpanos (C20) e sestertepanos
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(C25) e estas familias sdo compostas de uma grande variedade de estruturas ciclicas e aciclicas
(HASSAN; ALY, 2018), como pode ser visto na Figura 6.

Figura 6: Estruturas quimicas das classes de terpendides.
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Fonte: Figura adaptada (PETERS et al., 2005).

Os hopanos sdo originados de percursores nas membranas de bactérias assim como maioria
dos terpanos. S&o triperpanos pentaciclicos comumente contendo de 27-35 atomos de carbono em
uma estrutura nafténica composta por quatro anéis de seis carbonos e um anel de cinco carbonos. Os
terpanos triciclicos sdo usados para correlacionar 0leos crus e extratos de rochas geradoras, para
predizer as caracteristicas da rocha geradora e devido a sua alta resisténcia biodegradagdo e
maturacgdo termal sdo também usados para avaliar suas extensfes (PETERS et al., 2007).

Compostos derivados de isoprenos sdo chamados isoprenoides, como o fitano que é o
homologo de maior cadeia na série linear de isoprendides regulares que se estende de farnesano
(C15) através de C16, C17, nospristano (C18) e pristano (C19) a fitano (C20). Fitano e pristano sao
originados da cadeia lateral do fitol da clorofila durante a diagénese. O pristano assim como outros
terpendides que ndo obedecem estritamente a regra do isopreno sdo originados de reacOes
bioquimicas ou outras rea¢fes que causam ganho ou perda de substituintes (PATHAK; MANDALIA,
2012; PETERS et al., 2005);

2.2. Microrganismos Degradadadores de Petroleo

Uma grande diversidade de bactérias e fungos esta associada a degradacdo de
hidrocarbonetos do petréleo, como visto na Tabela 2. Porém, as bactérias sdo 0os microrganismos que
mais estdo envolvidos no processo de degradacdo dos hidrocarbonetos. Sendo que as mais
conhecidas e frequentes sdo as espécies pertencentes ao género Pseudomonas (VARJANI;
UPASANI, 2017; BORAH; YADAYV, 2017).
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Tabela 2: Exemplos de géneros de bactérias e fungos degradadores de petroleo.

BACTERIAS FUNGOS
Achromobacter, Acremonium, Aspergillus,
Acinetobacter, Candida, Cochliobolus

Anthrobacter, Bacillus

Brevibacterium, Fusanum, Geotrichum,
Chromobacterium, Glicodadium, Humicola
Corynebacterium

Flavobacterium, Monilia, Penicillium,

Mycobacterium, Phoma, Saccharomyces

Pseudomonas, Sarcina
Spinllum, Streptomyces, Spicaria, Torulopsis,
Vibrio, Xanthomonas Trichoderma, Verticillium

Fonte: Tabela adaptada (PEREIRA et al., 2009).

Pelo fato de o petréleo ser constituido por uma mistura complexa de compostos organicos
como n-alcanos, parafinas ramificadas, parafinas ciclicas, compostos aromaticos, compostos
nitrogenado, oxigenados e compostos sulfurados, faz-se necessario a interacdo entre diferentes
espécimes de microrganismos, residentes e ajustados as caracteristicas fisico-quimicas do meio,

capazes de degradar fracGes especificas do hidrocarboneto (PATEL et al., 2018).

A eficiéncia da biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo estd também intimamente
relacionada a interacdo que ocorre na interface agua-6leo, por causa da imiscibilidade das fases
aquosa e oleosa. Por este motivo, 0 acesso dos microrganismos a gota de 6leo € bastante dificultado
sendo preciso a producdo de compostos, pelos microrganismos, conhecidos como biossurfactantes.
Compostos organicos que contribuem com o aumento da superficie de contato do material oleoso e,
consequentemente, aumenta a pseudodisponibilidade do hidrocarboneto em agua (OYEHAN; AL-
THUKAIR, 2017).

2.3. Vias de biodegradacdo dos Componentes do Petroleo

A degradacdo dos compostos do petrdleo € conduzida a partir da sintese de enzimas, também
conhecidas por “biocatalisadores”, produzidas pelos microrganismos. Essas enzimas sdo altamente
especificas, o que significa que cada uma age como catalisador bioldgico de apenas uma reacao e
atuam no controle das reacGes bioquimicas que irdo produzir energia necessaria a formacao de novos
microrganismos (NANCA et al., 2018).
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As Dbactérias, e algumas espécies de fungos, possuem a capacidade de produzir
biossurfactantes e a habilidade de se ajustar rapidamente a uma variedade de ambientes. Logo, 0s
microrganismos apresentam uma maior aptiddo na degradacao da fracdo mais leve e menos toxica do
petréleo, ou seja, 0s compostos saturados. Com isso, petréleos mais leves, ou seja, de elevado grau
APl (°API), apresentardo uma maior taxa de biodegradabilidade se comparado com o0leos que
apresentam fragdes mais pesadas, como resinas e asfaltenos, e os Hidrocarbonetos Policiclicos
Arométicos (HPA) (PEREIRA et al., 2009).

2.3.1. Biodegradacéo de n-alcanos

Os n-alcanos s@o os principais constituintes dos contaminantes do petroleo e para possibilitar
o0 ataque inicial dos microrganismos a esses hidrocarbonetos alifaticos é indispensavel a presenca de
oxigénio molecular. A oxidacdo de n-alcanos se da de forma terminal ou subterminal. O mecanismo
principal ocorre pela oxidacdo terminal onde hidrocarbonetos sdo comumente ativados por
monoxigenases que incorpora oxigénio, formando um &lcool primério. A oxidagdo continua no
carbono terminal, formando aldeidos e acidos graxos, que mais tarde é clivado na Beta-oxidagdo para
formacdo do acetil-Coa utilizado em metabolismos intermediarios (PEREIRA et al., 2009; PETERS
et al., 2007). Ja a oxidacdo suterminal pode ocorrer em alcanos de cadeias mais curtas (C3 - C6) e
longas com a formacdo de um alcool secundario e uma cetona subsequente, como visto na Figura 7
(FRITSCHE; HOFRICHTER, 2008).
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Figura 7: Vias de degradacgéo aerdbica de n-alcanos.
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Fonte: Figura adaptada (PEREIRA et al., 2009).

2.3.2. Biodegradacdo de isoalcanos

Ramificacdes no geral reduzem a taxa de biodegradacdo, em particular ramificac6es de cadeia
mais complexa como terc-butil que impede a acdo de enzimas no substrato. No entanto, grupos
laterais de metil ndo provocam reducdes drasticas (FRITSCHE; HOFRICHTER, 2008). Por essa
razdo, n-alcanos e isoalcanos séo preferencialmente removidos primeiro durante a biodegradacéo no
6leo cru (PETERS et al., 2007).

A biodegradacdo de compostos dos isoalcanos por microrganismos aerdébios € iniciada pela
acdo das oxigenases (mono- ou dioxigenases). A etapa fundamental da biodegradacdo aerobica é a
adicdo de um atomo oxigénio, e em alguns casos até dois atomos de oxigénio, ao hidrocarboneto,

convertendo o composto em um alcanol. Esta oxidacdo torna os hidrocarbonetos mais soliveis em
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agua, o heteroatomo acrescido ao hidrocarboneto confere a estrutura uma polaridade permitindo uma
maior miscibilidade em agua, logo, favorecendo a sua biodegradacdo. O mecanismo de degradacao
de isoalcanos pode ser visto na Figura 8 (BERTHECORTI; HOPNER, 2005).

Figura 8: Mecanismos de degradacdo aerdbica de isoalcanos.
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2.3.3. Biodegradacao de Cicloalcanos

Cicloalcanos sdo bastante resistentes a biodegradacdo aerdbica. Um mecanismo especifico
conduz a abertura do anel e a formacéo de acido graxo que podem ser posteriormente clivados pela
a, B ou O oxidacdo para ativacdo dos cicloalcanos. O mecanismo envolve duas etapas de adi¢do de
oxigénio por uma série de enzimas monoxigenases. E como esperado, cicloalcanos com multiplos

anéis sdo altamente resistentes a biodegradagdo (PETERS et al., 2007).
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A Dbiodegradacdo aerobica de n-alcanos ciclicos se inicia pela atividade de uma
monooxigenase, a qual introduz um grupo hidroxila na cadeia alifatica. Os principais intermediarios
da degradacdo de alcanos sdo acidos graxos, 0s quais sdo produzidos a partir de alcandis, via
aldeidos. Estes acidos podem ser decompostos por rotas biossintéticas tipicas de degradacdo de
4cidos carboxilicos, em que a molécula é quebrada em acidos menores. Acidos graxos podem servir
como fontes de carbono para bactérias de uma comunidade, favorecendo ao incremento da
degradacéo de hidrocarbonetos, como visto na Figura 9 (BERTHECORTI; HOPNER, 2005).

Figura 9: Degradacéo aerobica do ciclohexano.
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Fonte: PETERS et al., (2007).

2.3.4. Biodegradagdo de aromaticos

Os hidrocarbonetos aromaticos caracterizam-se por possuir uma elevada energia de
ressonancia do anel benzénico, que resulta em consideravel estabilidade termodindmica da molécula.
Esta estabilidade, por sua vez, reflete-se nas demais propriedades quimicas, diferenciando,
marcadamente, os referidos compostos dos hidrocarbonetos saturados (ATLAS; HAZEN, 2011). A
biodegradacdo dos compostos aromaticos pode variar desde simples oxidacdo, passando pela
formacdo de compostos intermediarios, até a sua metabolizacdo completa nas células (PEREIRA et
al., 2009; FRITSCHE; HOFRICHTER, 2000).

A biodegradacdo dos compostos aromaticos inicia-se pela atividade enzimatica de uma
monooxigenase ou dioxigenase, havendo a adi¢do de um ou dois a&tomos de oxigénio no substrato. A
molécula é oxidada formando um diol, havendo a subsequente clivagem do anel. Piruvato ¢ um dos
principais intermediérios desta reacdo, enquanto os produtos majoritarios sao biomassa e dioxido de
carbono. Favorecendo a continuidade da biodegradagéo, como visto na Figura 10 (BERTHECORTI,
HOPNER, 2005).
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Figura 10: Degradacéo aerdbica dos hidrocarbonetos aromaticos.
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Fonte: Figura adaptada (FRITSCHE; HOFRICHTER, 2000).

3. MATERIAL E METODO

A metodologia seguida, para o desenvolvimento da pesquisa, foi a experimental aplicada e,
para isso, foi utilizado uma amostra de 6leo da Bacia de Campos, RJ, a agua do mar da Praia dos
Cavaleiros, Macaé, RJ, os microrganismos in loco e o fertilizante NPK (10:10:10) como estimulador
da biorremediacdo. O fluxograma abaixo, Figura 11, apresenta, detalhadamente, a metodologia

experimental empregada e 0s materiais utilizados para a realizacdo desta pesquisa.
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Figura 11: Fluxograma do experimento.
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3.1. Caracterizacao da &gua e do 6leo utilizados no experimento

3.1.1. Coleta da Agua do Mar

A &gua do mar utilizada, durante a simulacdo, foi a da Praia de Cavaleiros, em Macaé, na
Regido do Norte Fluminense do Rio de Janeiro. Foi coletado um volume aproximado de 1000mL a
temperatura ambiente, 25°C. O volume de &gua foi armazenado em um recipiente de plastico estéril e

enviado para o laboratério.

3.1.2. Propriedades Fisicas do Oleo da Bacia de Campos

Foi utilizado um éleo produzido na Bacia de Campos para o desenvolvimento deste trabalho.
O oleo foi cedido pelo Laboratério de Geoquimica do Laboratério de Exploragdo e Producédo de
Petroleo - LENEP / UENF. As propriedades fisicas do 6leo sdo: °API = 26,9; Densidade= 0,8892g/L

e Viscosidade dindamica = 54,2cp.
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3.2. Preparacéo das Amostras de petrdleo

Para a preparacdo das amostras, o Oleo utilizado foi submetido a um processo de
desasfaltenizacdo. A um béquer de 250mL foi transferida uma massa de 4,997g de 6leo e adicionado
um volume de 80mL do solvente apolar n-Hexano. A mistura foi entdo recoberta com papel
aluminio, evitando a evaporacdo tanto do solvente quanto das fragdes mais leves do 6leo. A amostra

foi colocada em repouso por um periodo de 24 horas.

Apos o intervalo estipulado, notou-se a separagdo por segregacdo gravitacional tanto do
malteno (nome dado a mistura que compreende as fragdes saturado, aromaético e resina do petréleo)
quanto do asfalteno. O asfalteno precipitou no fundo do béquer e o malteno permaneceu solubilizado
no solvente. Logo em seguida, passou-se a mistura em um filtro, com o objetivo de reter o asfalteno.
Foi realizado o mesmo procedimento por 3 vezes consecutivas utilizando-se um volume total de

240mL do solvente n-Hexano.

Apos a filtragem e evaporacdo do solvente, pesou-se tanto a massa de malteno quanto a de
asfaltenos. A massa de malteno totalizou 4,0154g e a massa de asfalteno foi de 0,2016g, totalizando
4,2170g. Nota-se que o somatorio das massas resultantes nao totaliza a massa utilizada inicialmente
no experimento, 4,997g. Nota-se que 0 somatorio das massas resultantes ndo corresponde a massa
total de 6leo utilizada, inicialmente, no experimento, pois, ocorreu perda de massa ao longo do
processo, possivelmente, por evaporacdo das fracdes mais leves de petroleo e também durante a

etapa de filtracdo.

Como dito anteriormente, o malteno é formado pela mistura dos compostos saturados,
aromaticos e resinas. Por este motivo, para que fossem montadas as 12 unidades de simulacdo foi
necessario realizar a separacao desses compostos. Para tal, foi utilizada a técnica de cromatografia
liguida em coluna. A separacdo esta diretamente relacionada com o comportamento do composto,
que percorre a coluna, em relacdo a fase mdvel e a fase estacionaria. A interacdo dos componentes da

mistura com estas duas fases é influenciada por diferentes forcas intermoleculares.
3.3. Separacéo dos Componentes do Malteno por Cromatografia Liquida

A fracdo de malteno extraida pelo processo de desasfaltenizacao foi submetida ao processo de
fracionamento cromatografico em coluna de silica gel, para a obtencdo de trés fragdes distintas: F1
(hidrocarbonetos saturados), F2 (hidrocarbonetos aromaticos) e F3 (resinas). No trabalho, sé foram

utilizadas as fragdes de saturados e aromaticos.
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A separacdo por cromatografia liquida foi realizada utilizando-se silica gel 60 (230 - 400
mesh; Merck), previamente ativada em estufa a 70-80°C durante 24 horas. Os eluentes utilizados
foram n-hexano para obtencdo dos hidrocarbonetos saturados (60mL), o diclorometano (40mL) para

os hidrocarbonetos aromaticos e a mistura diclorometano: metanol (40mL) para as resinas.

As fracbes permaneceram nos béqueres, para evaporagdo dos solventes, em capela de
exaustdo a temperatura ambiente, e entdo foram pesadas. Em seguida, foram armazenadas em vidros

ambar, devidamente identificados, para posterior analise por cromatografia em fase gasosa.
3.4. Fator Estimulante da Biorremediacéo

Tendo como base a referéncia bibliografica (AL-HADHRARN et al., 1997, MERLIN et al.,
1994, SVEUM et al., 1991), foi utilizado o fertilizante NPK, pulverizado, ao longo de todo o
experimento, que é composto por uma mistura de trés nutrientes principais (Nitrogénio, Fosforo e
Potassio), também chamados de macronutrientes, na composicdo de um fertilizante. Em sua
composicdo quimica contém fosfato de amonia [(NH4)PO4], sulfato de amonia [(NH4)sSO4] e

cloreto de potassio [KCI], onde as propor¢des dos compostos (N : P : K) sdo de 10 : 10 : 10.

Souza (2003) concluiu que a biorremediacdo associada a bioestimulacdo com NPK, na
proporcdo de 10% p/v, ou seja, massa do soluto NPK e volume de 6leo derramado, favorece a
remocao de, aproximadamente, 30% dos alcanos; enquanto que o principal mecanismo de atenuacao,
a evaporacao, foi capaz de remover, aproximadamente, 60% dos n-alcanos menores que n-C16 nos

quatro primeiros dias da simulacdo, chegando a 80% ap6s um més.
3.5. Estruturacdo das Unidades de Simulacéo

A simulacdo foi realizada no laboratério de Geoquimica no Laboratério de Exploracdo e
Producdo de Petroleo (LENEP), em Macaé/RJ. Para obter um resultado mais satisfatério da
simulacdo, foi medida a temperatura no ambiente onde os experimentos foram conduzidos. A

temperatura ndo apresentou variagfes bruscas, apresentando um valor médio de 27°C.

Para serem montadas as unidades da simulacdo de um derrame das fracdes de dleo, foram
utilizados 12 recipientes de vidro, com diametro de 100mm e profundidade 15mm, onde foram
preparados filmes das fracdes de saturado, aromatico e da mistura saturado + aromatico. Esses filmes
foram feitos dissolvendo-se as fragdes com os solventes n-hexano e diclorometano. As solugdes de
compostos saturado + n-hexano e de aromaticos + diclorometano foram distribuidas uniformemente

entre as unidades de Controle e de Biorremediacdo, Figura 12. Os solventes foram evaporados a
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temperatura ambiente e as fracdes formaram um filme no fundo dos recipientes de vidro. Em
seguida, foi adicionado um volume de 80mL de agua do mar em cada recipiente. Em seis dessas
unidades foi adicionado o fertilizante, a 10% do volume da fragdo utilizada, com o objetivo de se
avaliar a sua influéncia sobre a degradacdo das fracGes de petroleo pelos microrganismos, chamadas
unidades de Biorremediacdo, e as outras seis placas foram denominadas unidades de Controle. Os

experimentos foram conduzidos em duplicatas (A e B), como representado na Figura 12.

Figura 12: Unidades de simulacdo da Biorremediacdo da Fracdo de Saturados, Aromaticos e
Saturados + Aromaticos, com a utilizacdo do Fertilizante NPK, e as unidades de Controle, sem
adicéo do fertilizante.
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Ao longo da simulacdo da biorremediacéo os recipientes foram agitados 2 vezes ao dia com o
objetivo de oxigenar a agua do mar. Para incrementar ainda mais a concentracdo de oxigénio
utilizou-se um aerador de aquario. A aeracdao manual foi realizada por um periodo aproximado de 2

minutos em cada placa.

3.6. Coleta das amostras das fracdes de saturado e aromatico das unidades de

Biorremediacéo e de Controle

Semanalmente foi coletada uma aliquota da fracdo de saturado, aromatico e da mistura
saturado + aromatico da porcdo flutuante presente no recipiente de vidro. Para realizar essa coleta foi

utilizado uma espatula de aco inoxidavel.

A espéatula com a fracdo coletada foi lavada com o solvente diclorometano dentro de um
becker. Ap6s os solventes serem evaporados, as fragdes foram transferidas para frascos com a

finalidade de serem pesadas para posterior injecdo e analise por cromatografia em fase gasosa.
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3.7. Analise Cromatografica

3.7.1. Analise dos Compostos do Oleo original utilizado na simulag&o

Antes de analisar as amostras das fracdes provenientes das unidades de Controle e de
Biorremediacdo, o 6leo foi analisado num cromatdgrafo a gas FID Agilent 6890N com uma coluna
de coluna de silica fundida HP-5 (espessura de pelicula de 30m x 0,32mm x 0,25um). O injetor e 0
detector foram mantidos a 280°C e 340°C, respectivamente, e 0 programa de temperatura da coluna
foi 40°C seguido por aquecimento a 320°C a 2,5°C/min (reteng&o isotérmica durante 18 min). O gés
de arraste utilizado foi Hélio, este foi utilizado para avaliar a presenca de n-alcanos e de isoprendides
(pristano e fitano) no 6leo. O cromatograma obtido estd representado na Figura 13, da secdo

resultados e discussao deste artigo.

3.7.2. Analise dos Compostos Saturados e Aromaticos presentes nas amostras das

unidades de Biorremediacéo e Controle

As amostras das fracbes de compostos saturados e aromaticos contidas nas unidades de
Controle e Biorremediacdo, ap6s 7 dias e 21 dias de experimento, foram submetidas a analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), realizadas em um
cromatdgrafo em fase gasosa Agilent 6890N, acoplado a um analisador seletivo de massas Agilent
5973-MSD, com o espectrébmetro de massas operando com uma energia de ionizacdo de 70eV. O
hélio foi usado como gas de arraste. As amostras foram injetadas no modo sem divisdo de fluxo, em
uma coluna capilar de silica fundida D-B5 MS (30m x 0,25mm x 0,25mm de espessura do filme). A
temperatura inicial, para o forno, foi mantida a 60°C por dois minutos, e foi programada uma taxa de
aquecimento de 22°C/min até 200°C, sendo mantida a esta temperatura por 3 minutos. Uma nova
rampa de aquecimento foi estabelecida, partindo de 200°C, com taxa de aquecimento de 3°C/min,
chegando até 320°C, permanecendo nesta temperatura por mais 25 minutos. A temperatura do injetor
do cromatografo e da linha de transferéncia foi de 280°C.

Utilizou-se 0 método de monitoramento seletivo de ions para avaliar as seguintes classes de
compostos: n-alcanos e fitano (m/z 85), hopanos (m/z 191) e metil fenantrenos (m/z 192). Os
resultados qualitativos gerados foram processados pelo sistema operacional Agilent Chemstation. As
abundancias relativas de cada ion, individualmente, foram obtidas atraves da integracao das areas dos

picos registrados no cromatograma de massa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da caracterizacdo do 6leo da Bacia de Campos serdo apresentados com o
objetivo de avaliar a qualidade do Oleo e o potencial de biodegradacdo dos microrganismos
presentes, naturalmente, na agua do mar da Praia dos Cavaleiros, Maca€é, RJ, sobre as fragBes de

compostos saturados e aromaticos, isoladamente, e em conjunto.
4.1. Caracterizacgo do Oleo utilizado no Derrame Simulado

A distribuicdo dos n-alcanos € um dos pardmetros mais empregados na caracterizacdo do
6leo. A chamada “impressdo digital” difere de 6leo para 6leo e, portanto, é bastante empregada no
reconhecimento da origem de um dleo derramado in natura. A partir desta analise foi possivel obter
um perfil cromatogréfico da distribuicdo dos compostos saturados do petréleo usado no experimento,
Figura 13.

Figura 13: Cromatograma do 6leo original proveniente da Bacia de Campos
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Ao analisar o perfil cromatografico da Figura 20, pode-se concluir que a amostra de 0leo
usada no experimento de simulacdo de derrame apresenta uma elevada abundancia das n-parafinas,
portanto, trata-se de um Oleo parafinico. Ndo apresentando, indices consideraveis de biodegracéo,
uma vez que 0s compostos saturados sdo 0s primeiros a serem afetados por esse processo, por serem
menos resistentes (WANG; STOUT, 2007; WANG et al., 2005).
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Apos o fracionamento do dleo, por cromatografia liquida, para obtencdo das fracdes de
saturado e de compostos aromaticos usadas no experimento, foi possivel determinar a porcentagem

dos hidrocarbonetos saturados, aromaticos e resinas, como ilustrado na Figura 14.

Figura 14: Resultado da andlise do 6leo da Bacia de Campos por cromatografia liquida.
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A partir dos resultados obtidos pelo método de fracionamento foi observado que o dleo
escolhido forneceu o dobro da quantidade de compostos saturados quando comparado a de
compostos aromaticos e de resinas, ratificando a afirmagdo supracitada de tratar-se de um oleo
parafinico.

Na analise dos componentes dos biomarcadores da familia dos Terpanos, das amostras das
fracOes de saturado das unidades de Biorremediacdo e de Controle utilizadas, foi possivel confirmar

a presencga de: terpanos triciclicos e terpanos pentaciclicos, conforme ilustra a Figura 15 e Tabela 3.

Figura 15: Cromatograma mostrando a distribui¢do dos terpanos triciclicos e pentaciclicos no éleo da
Bacia de Campos usados para a obtencdo das fracGes de compostos saturados e aromaticos.
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Os compostos policiclicos saturados séo identificados na Tabela 3:

Tabela 3: Compostos da familia dos Terpanos correlacionando o numero do pico, 0 nome do
composto e sua férmula molecular

Pico Mome do Composto Férmiula Molecular
1 Terpana Triciclico C19 CioHza
2 Terpano Triciclico (20 CaoH36
2 Terpana Triciclico C21 CziHze
4 Terpand Triciclico C22 C2xH&o
5 Terpano Triciclioo £23 C2aHaz
B Terpana Triciclico C24 Czakas
7 Terpano Tricidico C25 (5 + R) C25Has
] Terpano Tetracidico C24; Ternpano Triciclico C2& C2aH4z; CasHas;
k. Terpana Triciclico €28 (5 + R) CzaHsz
10 Terpana Triciclica €29 (5 + R) C2pHEs
11 18 (H) - 22 29 30 - Trisnomeochopano [Ts) C27Hs6
12 17 (H) - 22,2930 - Trisnorhopano {Tm) Cz7Hap
13 Terpana Triciclica C30 |5 +R) CaoHse
14 17aiH), 21B(H)-25-norhopano CzaHs=o
15 17aiH). 21B{H}F-30-norhopanao (C25) CzaHs0
16 17B(H], Z1alH]-mormoretana C2pHso
17 17a(H), 218(H]-hopano [C30) CapHs2
18 176(H). 21aiHl-moretano CaoHsz
12 17a{H), 21p{H}-homahepana (225422 A C3jHs4
20 GaMaceranc CapHs2
21 17aiH), 21B{H)-bishomohopano {225 +22 R) CazHss
22 17[H), 21R[H)-trishomahopana (225 +22 R) C3sHes
23 17alH), 21p[H-tetrahomohopano (225 +22 R) C3aHso
24 17a(H], 21B(H}-pertaahomohopana (225 +22 R) CasHez

A partir da analise do perfil cromatografico, pode-se concluir que a distribuicdo dos terpanos
¢ dominada pelos pentaciclicos, com elevada abundancia do hopano (C30). Tanto os Terpanos
triciclicos como os pentaciclicos sdo caracteristicos de todos os tipos de petréleo, além de serem

compostos bastante resistentes a biodegradacdo (WENGER et al, 2001).
4.2. Avaliacao da Biodegradacéo de n-Alcanos e Fitano

Para realizar uma avaliacdo do nivel da biodegradacdo de n-alcanos e do fitano as amostras de
hidrocarbonetos saturados foram analisadas por Cromatografia Gasosa acoplada a um Espectrometro
de Massas (CG-EM).

4.2.1. n-Alcanos

Foram analisadas as amostras provenientes das unidades de Biorremediacdo e de Controle
contendo as fragdes de compostos saturados e da mistura saturado + aromaticos, nos 7 e 21 dias do
experimento. Os resultados foram expressos na forma de razdes entre as abundancias relativas dos n-

alcanos de n-C18 a n-C33 e fitano em relagdo ao Hopano e podem ser vistos na Figura 16.
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Figura 16: Comparacao entre os valores médios das razfes de n-alcano/Hopano e de Fitano/Hopano
das amostras de saturados coletadas das unidades de Biorremediacdo e Controle, contendo apenas a
fracdo de hidrocarbonetos saturados, apos 7 dias (A) e 21 dias (B) do inicio da simulag&o.
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Nas unidades de Biorremediagdo, com a aplicacdo do fertilizante, observou-se que houve uma
reducdo da razdo do Fitano/Hopano e uma reducao na razdo n-C33/Hopano, ao final de 7 dias, Figura
16A, como consequéncia do processo de biodegradacdo. Logo, a presenca e o teor de nutrientes
inorganicos exerceram influéncia positiva sobre a atividade dos microrganismos.

Observou-se que nas unidades de controle, para ambos 0s tempos de experimentos, a
quantidade de alcanos se manteve praticamente constante. Entretanto, nas unidades de

Biorremediacdo, com a aplicagdo do fertilizante, observou-se que com 21 dias de simulag&o, Figura
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16B, houve uma reducdo da razdo do Fitano/Hopano de 0,75 para 0,35 (53%) e uma reducédo ainda
mais acentuada de 0,2 a 0,01 (95%) na razdo n-C33/Hopano, ao final de 21 dias, como consequéncia
do processo de biodegradacdo. Logo, a presenca e o teor de nutrientes inorganicos exerceram

influéncia positiva sobre a atividade dos microrganismos.

A seguir sdo apresentados os resultados da avaliagdo da influéncia da fracdo de aromaéticos
sobre a biodegradacédo dos n-alcanos de n-C18 a n-C33 e sobre o0 isoprendide Fitano ao longo dos 7 e
21 dias, Figura 17.

Figura 17: Comparacéo entre os valores médios das razdes de n-alcano/Hopano e de Fitano/Hopano
das amostras de saturados + Aromaticos coletadas das unidades de Biorremediacdo e Controle do
experimento, apés 7 dias (A) e 21 dias (B) do inicio da simulagéo.
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Ao longo dos 7 dias de experimento, pode ser observado a biodegradacdo dos compostos
saturados de n-C18 a n-C33, nas unidades de Biorremediacédo, na presenca dos compostos aromaticos
quando comparado com os resultados das unidades de Controle. Porém, é possivel notar que 0s
compostos aromaticos dificultam a degradacdo dos compostos saturados devido a sua complexidade,
toxicidade, dificultando o acesso direto dos microrganismos aos compostos saturado, conforme
ilustrado na Figura 17A. A resisténcia da mistura de hidrocarbonetos a biodegradacdo depende das
caracteristicas do Oleo, da quantidade de Oleo, da natureza da comunidade microbiana e de uma
variedade de fatores no ambiente que influenciam a atividade microbioldgica (COOKSON, 1995).

Aos 21 dias de experimento, Figura 17B, pode ser observado que a biodegradacdo dos
compostos saturados de n-C18 a n-C33, nas unidades de Biorremediacdo, foi eficiente mesmo na
presenca dos compostos aromaticos quando comparado com os resultados das unidades de Controle.
H& um leve decréscimo, por exemplo da razdo n-C31/Hopano que variou de 0,68 a 0,63
representando uma reducéo de 7% na abundancia dos compostos das fraces analisadas nas unidades
de controle, provavelmente, isso se deve a volatilidade dos compostos, uma vez que, o principal
processo intempérico que atua sobre os n-alcanos, em um curto periodo de tempo, logo apds o

derrame, € a evaporag&o.
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Na Figura 18 é avaliada, de forma mais eficiente, a influéncia dos compostos aromaticos

sobre a biodegradacdo dos compostos saturados.

Figura 18: Comparacdo entre os valores médios das razdes de n-alcanos/Hopanos e Fitano/Hopano
da andlise das amostras das unidades de Biorremediacdo para as fracGes de saturado e saturado +
aromatico. Para 7 dias (A) e 21 dias (B) do inicio do experimento.
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A presenca dos compostos aromaticos influenciou negativamente a acdo degradadora dos
microrganismos sobre a fracdo de saturados, principalmente durante os 7 dias do experimento,
provavelmente, devido a elevada toxicidade destes compostos sobre 0s microrganismos naturalmente
presentes na agua do mar, conforme observado nos resultados expressos na Figura 18A. De acordo
com Jonhsen e colaboradores (2004), os compostos aromaticos ndo sdo degradados pela maioria dos
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microrganismos, devido a estabilidade, em virtude da ressonancia dos anéis aromaticos, a complexa

estrutura quimica e a baixa solubilidade em agua, contribuindo assim para a contaminacao do meio.

Na andlise dos resultados apds os 21 dias de experimento observou-se na Figura 18B que o
Fitano foi 0 composto que menos sofreu a biodegradagéo se comparado aos outros n-alcanos, como
esperado. Uma vez que dentro da fracdo de compostos saturados, 0s alcanos normais sdo 0s mais
facilmente biodegradados enquanto os isoprendides como pristano e Fitano sdo mais resistentes a
biodegradacéo. Portanto pristano e Fitano, podem servir como parametros para avaliar a extensdo da

biodegradacgéo do petrdleo em tratamentos de biorremediacdo do mar.

5. CONCLUSAO

Observou-se que com 21 dias da simula¢do houve uma reducdo da razdo do Fitano/Hopano
de 0,75 para 0,35 (53%) e uma reducdo ainda mais acentuada de 0,2 a 0,01 (95%) na razdo n-

C33/Hopano, ao final de 21 dias, nas amostras contendo apenas compostos saturados.

A biodegradacdo dos compostos saturados de n-C18 a n-C33, nas unidades de
Biorremediacao, foi eficiente mesmo na presenca dos compostos aromaticos quando comparado com
os resultados das unidades de Controle, mas reduzida. Provavelmente, porque 0s compostos
aromaticos apresentaram elevada toxicidade, influenciando diretamente na eficiéncia dos

microrganismos em degradar as fragdes de compostos saturados.

O Fitano foi o composto que menos sofreu a biodegradacdo se comparado aos outros n-
alcanos, pois, estes sdo os mais facilmente biodegradados enquanto os isoprendides como pristano e

Fitano sdo mais resistentes a biodegradacéo, uma caracteristica marcante dos biomarcadores.

A utilizacdo do fertilizante, NPK (10:10:10), contribuiu, significativamente, para a
biodegradagdo das fracGes de saturados, principalmente os n-alcanos, pelos microrganismos, ao

longo dos 21 dias de experimento.

A partir do estudo, pode-se concluir que em condic¢des adequadas de temperatura e pressao o
petréleo €, muitas vezes, biodegradado, tendo suas propriedades fisico-quimicas alteradas,

transformando-o em um "6leo pesado™ (menor °API), diminuindo seu valor econdémico.

Leis ambientais, normas e outras foram criadas com o intuito de responsabilizar o culpado,
seja pessoa fisica ou juridica, em contaminar e/ou degradar o0 meio ambiente. Acidentes ambientais

impactam direta e indiretamente todos os seres que dependem do ambiente para sobreviver. Mas, por
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outro lado, vale a tentativa de fazer sensibilizar as Companhias no intuito de uma exploracdo mais
ambientalmente consciente, ou seja, utilizar os recursos sem causar danos, conceito de
sustentabilidade. Desta forma, serd possivel fazer com que 0s recursos sejam aproveitados por

geracOes vindouras.

Com os resultados, foi possivel concluir que a biorremediagdo é uma técnica eficaz, conforme
verificado em laboratério, e ambientalmente sustentavel e, portanto, ndo gera impactos ao meio
ambiente. Porém, é uma alternativa de remediacdo e ndo de prevencdo. Assim, é primordial

fortalecer os mecanismos de controle e fiscalizagdo para evitar que derrames de 6leos ocorram.
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