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RESUMO: Neste estudo foram utilizadas uma cultura mista (C;) e trés
culturas puras: Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa PATC, contaminado com
Oleo diesel e gasolina. A cultura C; foi obtida de um lago com histérico de
contaminagdo de petroleo. O experimento foi incubado durante 42 dias a
temperatura de 30 + 1°C e agitacdo de 150 rpm. A cada 48 horas em camara
asséptica foi realizada aeracdo do meio com agitacdo manual durante
3 minutos. Para cada condicédo estudada foram utilizados reatores em triplicata.
Os resultados mostraram que todas as culturas foram capazes de crescer e
degradar os contaminantes, mas as culturas que apresentaram melhores
resultados ao final do processo foram as culturas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 e a cultura mista C;, com 0s seguintes valores de concentragdo
celular e remocdo de hidrocarbonetos de petroleo (TPH), nesta ordem:
3,6 (g/L) e 77,8% e 4,06 (g/L) e 80,4%, respectivamente. O modelo nao
estruturado utilizado para o crescimento foi o descrito por Verhulst e Pearl. A
degradacdo dos combustiveis foi descrita pela equacdo proposta por Ledeking
Piret. Os valores obtidos para as velocidades especificas maximas de
crescimento mostraram-se muito préximas com 0,901, 0,903, 0,900 e 1,088 d™
para as culturas Pseudomonas aeruginosa PATC, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e cultura mista C; e 0s
valores de rendimento (Yx/s) foram 0,425, 0,407, 0,471 e 0,505,

respectivamente.
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ABSTRACT: In this study were used pure and mixed cultures, being they:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas aeruginosa PATC and mixed named C;. The culture C;
was obtained from lake with a history of petroleum contamination. The
experiments carried out during 42 days the temperature of 30 = 1°C and
agitation of 150 rpm. At every 48 h was carried aeration under a laminar flow
hood with manual agitation. For each condition studied was used reactors in
three sets. The results showed that all the cultures were capable to grow and
degrade the contaminantes, but the cultures that presented better resulted in the
end of the process were the Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 and mixed
C; cultures, with the following values of cellular concentration and TPH
removal, in this order: 3,6 (g/L) and 77,8 % and 4,06 (g/L) and 80,4%,
respectively. The model not structuralized used for the growth was described
for Verhulst and the Pearl. The degradation of fuels was described for the
equation proposal for Ledeking Piret. The values obtained for the maximum
specific speeds of growth revealed very next with; 0,901, 0,903, 0,900 and
1,088 d* for the Pseudomonas aeruginosa PATC, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 and mixed C; cultures
and the values of the income (Yx/s) were 0,425, 0,407, 0.471 and 0,505,

respectively.

Keywords: oil diesel, gasoline, biodegradation, kinetic model, yeast brewer residual

autolizada.
1-INTRODUCAO Vazamentos e  derrames

acidentais sdo ocorréncias freqlentes

A contaminacdo do ambiente durante a exploracdo, producao,

com substancias toxicas e perigosas é
um dos maiores problemas enfrentados
pelo mundo de hoje. A indulstria de
petréleo e seus derivados provoca a
poluicdo do ar, solos, rios, mares e dgua

subterréaneas.

refinamento, transporte e estocagem de
petréleo e seus derivados. E a
composicdo destes no meio ambiente
geram carga de poluicdo muitas vezes
de dificil degradacdo. A parte de
contaminagéo acidental de

ecossistemas, a vasta quantidade de



lodos de oOleo gerado em refinarias de
sistemas de separacdo agua e Gleo e 0
acumulo de sobra de materiais oleosos
na parte inferior dos tanques de
estocagem de Oleo cru é também causa
de muitos problemas de contaminacéo,
pelo fato dos processos de tratamento
padrbes usados para descontaminar solo
e agua subterranea ser limitado e muitas
vezes ndo sdo aplicados a estes casos ou
por apresentarem efetividade de
descontaminacgdo parcial (FERRARI et
al.,  1996; NICHOLAS, 1997;
VASUDEVAN e ROJOVAM, 2001).
Em um derramamento de
gasolina e ou Oleo diesel, uma das
principais preocupacdes é a
contaminacdo de aquiferos que possam
ser usados como fonte de abastecimento
de &gua para consumo humano. Por
serem pouco soluveis em agua, esses
hidrocarbonetos derramados, contendo
mais de uma centena de componentes,
inicialmente  estardo  presentes no
subsolo como liquido de fase ndo
aquosa (NAPL). Em contato com a agua
subterranea esses hidrocarbonetos se
dissolvem parcialmente. Os
hidrocarbonetos monoaromaticos:
benzeno, tolueno, etilbenzeno e os trés
xilenos orto, meta e para, chamados
compostos BTEX, sdo 0s contaminantes
que primeiro irdo atingir o lencol
freatico (CORSEUL, 2000). Estes

contaminantes séo considerados
substancias perigosas por atuarem no
sistema nervoso central e por causarem
leucemia em exposigdes cronicas.
Dentre os BTEX, o benzeno ¢
considerado 0 mais toxico com padrao
de potabilidade de 10 pg/L, segundo as
normas do Ministério da Saude.

No Brasil a infra-estrutura para
distribuicdo de petroleo, gasolina, 6leo
diesel e alcool etilico é composto por:
22 terminais terrestres, dos quais um
destes se encontra na cidade de
Uberlandia, 30 terminais aquaviarios,
6 centros  coletores de  alcool,
13 refinarias e presenca de oleodutos
pelo territorio brasileiro (ANP, 2004).

Nos terminais de distribuicéo
terrestre sdo abastecidos diariamente
inmeros caminhBes de transporte de
gasolina e d&leo diesel para outras
regibes do pais. Durante o0
procedimento de carregamento destes
combustiveis, muitas vezes, ocorre 0
derrame  destes no  patio de
abastecimento. Em alguns casos as
aguas de lavagens dos patios e da parte
externa dos caminhdes, passam por
canaletas e sdo lancadas em lagoas
situadas na parte do fundo destes
terminais como efluente gerado.

A utilizagdo de culturas puras
(bactérias, leveduras e  fungos

filamentosos) e mistas em processos de



descontaminacdo para destruir, ou
reduzir a  concentracdo  destes
compostos de locais contaminados, vem
sendo uma alternativa tecnoldgica
bastante promissora, por muitas vezes
ser capaz de proporcionar limpeza ou
diminuicdo da carga poluidora que
possa estar presente em solo ou em
meio liquido (BIELICKA et al., 2002;
PIEDADE et al., 2000; LAKHA et al.,
2005; TOWNSEND et al., 2004;
GOGOI et al., 2003;

GRISHCHENKOV et al., 2000; etc).

2-OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo sao:
aclimatar quatro culturas, sendo uma
cultura mista, proveniente das lagoas
gue recebem &gua contaminada com
6leo diesel e gasolina, e trés culturas
puras de Pseudomonas aeruginosa;
modelar os dados da cinética de
remogdo de hidrocarboneto total de
petréleo (TPH) e de crescimento da
biomassa; selecionar a melhor cultura,
através do estudo cinético de
biodegradacéo; avaliar a substituicdo de
extrato de lévedo, que serd utilizado
como fonte de vitamina, por levedura
cervejeira residual autolisada, visando
reduzir os custos do processo de

biodegradacéo.

3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1-O Petroéleo

O petréleo no estado liquido é
uma substancia oleosa, inflaméavel,
menos densa que a agua, com cheiro
caracteristico e cor variando entre o
negro e o castanho-claro (TRIGGIA et
al., 2001).

O petroleo € considerado uma
fonte de energia ndo renovavel, de
origem fossil e € matéria prima da
industria petrolifera e petroquimica. O
petréleo  bruto  possui em  sua
composicao uma cadeia de
hidrocarbonetos, cujas fracGes leves
formam os gases e as fragdes pesadas o
6leo cru. A distribuicdo  destes
percentuais de hidrocarbonetos é que
define os diversos tipos de petrdleo
existentes no mundo (AMBIENTE
BRASIL, 2005). O petréleo bruto
extraido pode apresentar a seguinte
composicao mostrada pela Tabela 3.1:

O parque brasileiro de refino é
constituido por 14 refinarias, 12
pertencentes a Petrobrds e duas
privadas, Refinaria de Petréleo de
Manguinhos e Refinaria de Petroleo
Ipiranga. As refinarias estdo
concentradas na regido Sudeste, sendo
quatro localizadas em S&o Paulo, duas

no Rio de Janeiro e uma em Minas



Gerais. Na Regido Sul, estd localizada
mais quatro refinarias € no Norte e
Nordeste localizam-se outras trés. A
capacidade de refino estd mais
concentrada na proximidade dos centros
consumidores. As refinarias brasileiras,
ao longo dos dltimos anos, aumentaram
o volume de petrdleo nacional
processado em  suas  unidades,

alcancando 75% em 2001.

Tabela 3.1 — Composicdo do Petroleo

Bruto
Compostos Porcentagens (%)
Carbono 81 a 88%
Hidrogénio 10 a 14%
Oxigénio 0,01a1,2%
Nitrogénio 0,002a1,7%
Enxofre 0,01 a5,0%

Fonte: Petrobrdas — Petroleo e suas
Origens, 2005.

Nas refinarias, o petroleo é
submetido a diversos processos pelos
quais se obtém grande diversidade de
derivados: gas liquefeito de petroleo
(GLP) ou gas de cozinha, gasolina,
naftas, 6leo diesel, gaséleos, querosenes
de aviacdo e de iluminacdo, Oleo
combustivel, asfalto, lubrificantes,
solventes, parafinas, coque de petrdleo e
residuos. As parcelas dos derivados
produzidos em determinada refinaria

variam de acordo com o tipo de petrdleo

processado. Assim, petréleos mais leves
proporcionam maior quantidade de
gasolina, GLP e naftas, que sdao
produtos leves. J& os petroleos pesados
resultam em maiores volumes de 6leos
combustiveis e asfaltos. No meio da
cadeia estdo os derivados médios, como
0 Oleo diesel e 0 querosene
(PETROBRAS, 2005).

O processamento do petroleo
comeca pela destilacdo, que permite a
separacdo de diversas correntes, como
GLP, nafta, querosenes, 6leo diesel,
gaslleos e 6leo combustivel. Algumas
dessas correntes sofrem um
processamento secundario para
conversdo em outros produtos. Outras
passam por um tratamento para
melhoria de suas caracteristicas e
atendimento das necessidades do
mercado consumidor (PETROBRAS,
2005).

3.2-Gasolina

Até 1910, a gasolina era obtida
pela destilacdo do petréleo bruto,
processo que fornecia baixa octanagem.
Nessa época comegaram a desenvolver
0s processos de craqueamento, capazes
de produzir gasolinas com maiores
indices de octanas e maior economia de
6leo cru. Esse desenvolvimento técnico

foi estimulado pela expansdo da frota



mundial de automoveis.  Assim,
somente por volta da metade da década
de 1910 o querosene para iluminacéo
foi ultrapassado pela gasolina nas
vendas das companhias de petroleo.

As propriedades das gasolinas
comerciais sdo influenciadas pelos
processos de refinacdo utilizados e
também pela natureza dos petréleos que
as originam. A gasolina automotiva nao
¢ uma substdncia de composicao
simples, é formada por uma mistura
complexa de hidrocarbonetos que pode
variar desde que atenda uma
especificacdo determinada. Essa
especificacdo pode variar de um pais
para 0 outro. Logo, quando se fala em
gasolina deve-se ter em mente uma
mistura e ndo0 uma Unica substancia
como, por exemplo, o alcool que
consiste basicamente de etanol como
pequena porcentagem de agua. A
gasolina é um combustivel constituido
basicamente  por  hidrocarbonetos
(compostos  organicos que contém
atomos de carbono e hidrogénio) e, em
menor quantidade, por substancias cuja
formula quimica contém atomos de
enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio
etc.

Os hidrocarbonetos
componentes da gasolina sdo membros
olefinica,

das  séries parafinica,

nafténica e aromatica, e suas proporcdes

relativas dependem dos petréleos e
processos de producdo utilizados.
Atualmente, as gasolinas que saem das
refinarias dotadas de varios processos
de refinagdo, s@o constituidas de
misturas criteriosamente balanceadas
desses hidrocarbonetos, visando atender
aos requisitos de desempenho nos
motores. Uma gasolina para consumo €
constituida pela mistura de dois, trés ou
mais componentes obtidos nesses
diferentes processos de refinacdo,
podendo ainda receber a adigdo de
outros compostos como o tolueno ou
xilenos, alcoois como o metanol ou
etanol anidros, além de outros aditivos
especiais com finalidades especificas,
entre 0s quais podemos citar
antioxidantes, esativadores de metal,
antidetonantes, dcorantes, detergentes,
anticongelantes etc (PONTES, 2002).
Em relacdo a composicdo da
gasolina 0s compostos aromaticos
(BTX — benzeno, tolueno e xileno e
outros alquilbenzenos) perfazem cerca
de 10 a 59% da gasolina (massa/massa),
enquanto que o0s hidrocarbonetos
alifaticos compreendem 41 a 62%. Os
hidrocarbonetos aromaticos séo
geralmente mais toxicos que 0s
compostos alifaticos com 0 mesmo
numero de carbonos e possuem maior
mobilidade em agua, em funcdo da sua

solubilidade em &gua ser da ordem de



3a 5 vezes maior, como mostra a
Tabela 3.2 (TIBURTIUS et al., 2004).

Tabela 3.2 — Parametros fisico-quimicos
de importancia para a mobilidade de

hidrocarbonetos.

Solubilidade em

Composto Log Kbw
agua (mg/L)?
Benzeno 1760 2,12
Tolueno 532 2,73
Xileno 163-185 2,95-3,26
Nonano 0,122 4,67
Decano 0,021 6,69
Dodecano 0,005 7,24

Kpw: coeficiente de particdo octanol-agua.
Fonte:TIBURTIUS et al., 2004

As especificacOes das
gasolinas sdo definidas pela Agéncia
Nacional de Petrdleo através da Portaria
ANP nf 309 de 27/12/2001 e
Regulamento Técnico ANP n.° 05/2001.
O percentual de alcool atualmente
adicionado a gasolina é definido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, atraves da Portaria
MAPA n.? 266 de 21/06/2002.

3.3-Oleo Diesel

O o6leo diesel é um combustivel
de composicdo complexa, constituido
basicamente ~ por  hidrocarbonetos

parafinicos, olefinicos e aromaticos e,

em menor quantidade, por substancias
cuja férmula quimica contém atomos de
enxofre, nitrogénio, metais, oxigénio
etc. Estes hidrocarbonetos séo formados
por moléculas constituidas de 8 a 40
atomos de carbono, normalmente,
sendo, portanto mais pesados do que
aqueles que compdem a gasolina. O
6leo diesel é formulado através da
mistura de diversas correntes como
gasOleos, nafta pesada, diesel leve e
diesel pesado, provenientes das diversas
etapas de processamento do petrdleo
bruto (REFAP, 2005).

E um produto inflamavel,
medianamente tdxico, volatil, limpido,
isento de material em suspensdo e com
odor forte e caracteristico
(PETROBRAS, 2005).

A partir do refino do petrdleo
obtém-se, pelo processo inicial de
destilacdo atmosférica, entre outras, as
fracdes denominadas de dleo diesel leve
e pesado, bésicas para a produgdo de
6leo diesel. A elas podem ser agregadas
outras fracbes como a nafta, o
querosene e 0 gasoOleo leve de vacuo
resultando no produto conhecido como
6leo diesel. A incorporacdo destas
fragdes e de outras obtidas por outros
processos de refinacdo, dependera da
demanda global de derivados de
petr6leo pelo mercado consumidor
(PETROBRAS, 2005).



O numero de cetano de um
6leo combustivel corresponde ao
percentual volumétrico de cetano e
alfametilnaftaleno contido neste dleo.
Quando maior for o nimero de cetano,
menor serd o retardo de ignicdo e por
conseguinte melhor seré sua capacidade
de incendiar-se. Um oOleo diesel
comumente empregado em motores
térmicos tem o numero de cetano
compreendido entre 40 e 60. Os
melhores Oleos diesel sdo encontrados
nas fracbes perto do querosene.
Dependendo da constituicdo do dleo
combustivel, pode-se elevar até 13
pontos 0 “NC” (nimero de cetano). Na
Tabela 3.3 sdo apresentadas as
caracteristicas de um 0Oleo combustivel
leve e pesado (DEMEC, 2005).

Tabela 3.3 — Caracteristicas de um 6leo

combustivel leve e pesado.

Caracteristicas Leve Pesado
NUmero de cetano 50 -60 30-45

Agua Zero 0-0,50
Ponto de anilina°C 65 54
Ponto de
congelamento °C -34 -18
Viscosidade
centistoke a 37,7 °C 18 4.2
Ponto de

imflamabilidade ~ ° > &

Ponto de ebulicdo 174 198
Grau api 42 28
Fonte: (DEMEC, 2005)

3.4-Crescimento de Microrganismos

O crescimento em uma cultura
microbiana normalmente significa um
crescimento no namero total de células
devido a reproducdo dos organismos
individuais na cultura. Dois fenémenos
ocorrem (LIVRONLINE, 2006): (1) o
crescimento, ou reproducdo das células
individualmente; (2) crescimento ou
aumento na populacdo de uma cultura

microbiana.

3.41-A Curva de Crescimento
Microbiano

Apos a inoculagdo do meio de
cultura, devidamente favoravel ao
desenvolvimento do microrganismo em
estudo, sob condi¢bes operacionais
controladas e adequadas de temperatura
e agitacéo, observa-se um
comportamento  nos  valores da
concentragéo celular, conforme indica a

Tabela 3.4 (SCHIMIDELL et al., 2001).



Tabela 3.4 — Fases no crescimento microbiano

Fase de Taxa de
crescimento crescimento

Caracteristicas

Nenhum aumento no niimero de células, aumento de

Lag Zero tamanho, sdo sintetizadas novas enzimas para as
células se adaptarem ao novo meio.
Condicbes de crescimento balanceado; as células sdo
Exponencial Maéaxima ou uniformes em termos de composi¢do quimica e
ou log constante atividades metabdlicas e fisioldgicas. Pico da atividade
e eficiéncia fisiologica.
Acumulo de produtos metabolicos toxicos e/ou
L exaustdo de nutrientes. Algumas células morrem,
Estacionaria Zero L ., ]
outras crescem e se dividem. O numero de células
viaveis diminui.
Acumulo adicional de produtos metabdlicos
. inibitdrios. A taxa de morte € acelerada; o nimero de
Morte Negativa

células diminui de modo exponencial. Tipicamente

todas as células morrem em dias ou meses.

3.5-Microrganismos Envolvidos no

Processo de Biodegradacao

Os microrganismos apresentam
uma imensa diversidade genética e
desempenham func¢des Unicas e cruciais
na manutencdo de ecossistemas, como
componentes fundamentais de cadeias
alimentares e ciclos biogeoquimicos.
Apesar de sua grande importancia na
manutencdo da biosfera, estima-se que
menos de 5% dos microrganismos
existentes no planeta tenham sido
caracterizados e descritos. E importante
ressaltar que grande parte dos avancos
da biotecnologia moderna e agricultura
séo derivados das descobertas recentes
nas areas de genética, fisiologia e
metabolismo de microrganismos. A

diversidade genética e metabodlica dos

microrganismos tem sido explorada ha
muitos anos visando a obtencdo de
produtos biotecnologicos, tais como a
producéo de antibioticos
(estreptomicina, penicilina etc.), de
alimentos (cogumelos etc.),
processamento de alimentos (queijo,
yogurte,  vinagre etc.), bebidas
alcodlicas (vinho, cerveja etc.), acidos
organicos (citrico e fumarico), alcoois
(etanol), alimentos fermentados (molho
de soja), tratamento e/ou remediacao de
residuos, e, na agricultura, na
fertilizacdo de solos (fixacdo bioldgica
de nitrogénio) e controle biologico de
pragas e doencas (controle de lagarta da
soja, da cigarrinha da cana de aguUcar, de
fitopatdgenos como Rhizoctonia e

outros) (COUTINHO et al., 1998).



A capacidade microbiana de
degradar alguns compostos organicos
também ocorre em locais contaminados,
mesmo que 0S componentes sejam
completamente xenobidticos e nenhuma
rota metabdlica de degradacdo natural

exista.

3.5.1-Producéo de Biosurfactantes

Os  microrganismos  como
bactérias e fungos quando estimulados
sdo capazes de produzir certas
substancias que agem como detergentes
naturais (biosurfactantes). Entre estes
microrganismos estdo bactérias dos
Candida,

Bacillus e outros. Os biosurfactantes

géneros Pseudomonas,
possibilitam a mistura (emulsdo) de
compostos como agua e 06leo, o que
normalmente ndo acontece devido a alta
tensdo de superficie da agua. O termo
surfactante foi criado a partir de partes
da expressdo inglesa surface active
agents — agentes ativos na superficie.

4-MATERIAIS E METODOS

4.1-Matéria-Prima: Efluente

Contaminado

Utilizou-se como Unica fonte
de carbono e energia o efluente

contaminado gerado em terminais
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terrestres de distribuicdo de 6leo diesel
e gasolina. O efluente era coletado
periodicamente em uma lagoa que
situava nos fundos do terminal,
conforme mostra a Figura 4.1, e
armazeno em galGes de 50 litros, sob
refrigeracdo a 4°C. Durante todo o
desenvolvimento do trabalho foi
utilizada a mesma amostra para cada
etapa do estudo visando evitar qualquer
variacdo de composicdo e concentracao
da matéria-prima.
4.2-Fonte dos Microrganismos

Empregados

Foram utilizadas quatro
culturas sendo uma cultura mista (C,) e
trés culturas puras de linhagens
conhecidas: Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145,

aeruginosa ATCC 9027 e Pseudomonas

Pseudomonas

aeruginosa PATC, as duas primeiras
culturas foram obtidas de um banco de
cultura da Fundacdo Osvaldo Cruz
(FIOCRUZ) e mantido em gelose
nutriente (DIFCO 0003) inclinado sob
refrigeracdo a 4°C, para diminuir o
metabolismo da bactéria, até futura

necessidade de uso.
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Figura 4.1 — Foto da lagoa mostrando a canaleta e o bocal de descarga do efluente na

mesma.

4.3-Meio de Cultura

Os meios  de  cultura
empregados neste trabalho sdo descritos

a seguir.

4.3.1-Meio de Cultura para a
Manutencéo das Culturas Puras

As bactérias foram
conservadas através de  repiques
mensais, em tubos de ensaio contendo
gelose nutriente inclinada.  ApoGs
incubacdo por 48 horas em estufa a
30+1°C, as culturas foram mantidas
sob refrigeracdo a 4°C, para diminuir o
metabolismo  celular, até futura

necessidade de uso.

4.3.2-Manutencdo das  Culturas

Mistas

As culturas mistas foram
mantidas a 4 + 1°C no meio sintético,
apOs crescimento a temperatura de
30+1°C por 24 horas, conforme
descrito por Vieira et al. (2007).

4.3.3-Meio de Cultura Utilizado no

Isolamento

Para o isolamento das culturas
bacterianas foi utilizado o meio M,
proposto por Cunha e Leite (2000), cuja
composicdo  estd  apresentada na
Tabela 4.1.



Tabela 4.1 — Meio de cultivo utilizado

no isolamento dos microrganismos.

Componentes M (g/L)

NaCl 5,0

K2HPO4 1,0

NH4H,PO4 1,0

(NH,),S0, 1,0

MgSQO4.7H0 0,2

KNO3 3,0

Agar - Agar 20

4.3.4-Meio de Cultura para o
Crescimento dos Microrganismos —
Meio Sintetico para Prévia

Adaptacao

Os microrganismos  foram
cultivados em  meio  inorgénico
adicionado da concentracdo da mistura
Oleo diesel e gasolina de 4% de
combustiveis, sendo 2% de gasolina e
2% de Oleo diesel em volume/volume
(constituindo um efluente sintético),
cuja composicdo estd relacionada na
Tabela 4.2.

O pH do meio foi ajustado na
faixa 7-7,2 com solucdo de NaOH e
HCL a 0N e posteriormente
esterilizado a 121°C durante 20 min,
antes da adicdo da mistura 6leo diesel e

gasolina.
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Tabela 4.2 — Composicdo do meio

inorganico para adaptacao prévia.

Componentes g/L
K;HPO, 0,5
KHPO,4 1,4

MgS0O,4.7H,0 0,1

CaCl,.2H,0 0,02
MnS0O,.H,0 0,03
Extrato de levedo 2,0
NH4NO; 1,0

4.4-Adaptacdo das Culturas ao
Efluente Sintético

Apo6s a obtengdo da cultura
mista C; em meio liquido, 10 mL da
respectiva cultura crescida (inoculo) foi
adicionada a erlenmeyers de 500 mL,
contendo 100 mL de meio sintético. A
densidade microbiana foi aumentada,
devido a repiques sucessivos realizados
a cada 48 horas durante 12 dias a 30
1°C e 150 rpm. Os inéculos das culturas
puras foram obtidas atraves de trés
alcadas da cultura estoque cultivadas
em 100 mL de meio sintético (0 mesmo
meio utilizado para cultura mista) nas
mesmas condicbes operacionais e
adotando-se 0 mesmo procedimento

experimental citado anteriormente.
4.5-Caracterizacao do Efluente
As seguintes andlises foram

realizadas para a caracterizagdo do
efluente:  hidrocarbonetos totais de



petréleo (TPH); oOleos ou graxas totais
pelo método gravimétrico modificado
(Macedo, 2003); demanda quimica de
oxigénio (DQO) foi realizada segundo a
metodologia de refluxo fechado pelo
método  titulométrico  descrita no
Standard Methods (APHA, 1999);
demanda bioguimica de oxigénio
(DBO) (STANDARD METHODS,
1998); nitrogénio total pelo método
kjeldahl e fosforo total pelo método
colorimétrico por reducdo com é&cido
ascorbico (STANDARD METHODS,
1998). Caracterizacdo em relacdo ao
carbono organico total foi realizada
através da técnica de combustdo
catalitica a alta temperatura.

4.6-Adaptacdo das Culturas ao
Efluente

Ao efluente  contaminado
foram adicionadas as culturas puras e
mista e as seguintes substancias em g/L.:
1,2 fertilizante nitrato de amédnio; 4,8
fertilizante superfosfato simples e 2 de
extrato de levedo. O pH foi ajustado
para 7,0 e a densidade microbiana foi
aumentada  através de  repiques
sucessivos a cada 96 horas durante 24
dias. Nesta etapa, foi acompanhado o
resultado de crescimento celular para as

culturas estudadas.
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Os principais microrganismos
presentes na cultura C; depois de
adaptada ao efluente foram devidamente
isolados e identificados.
4.7-Estudo da Cinética de
Biodegradacgéo de Efluente
Contaminado Empregado Culturas

Puras e Mista

Os experimentos  foram
desenvolvidos utilizando-se efluente de
terminal de  combustivel  com
concentracdo de TPH inicial de 8960
mg/L.

Os experimentos foram
realizados em erlenmeyer de 500 mL,
tampados com rolha de borracha, para
evitar a perda dos hidrocarbonetos mais
leves. Aos reatores contendo 100 mL de
efluente foi adicionado fertilizantes e o
extrato de levedo e foram inoculados
com uma concentracdo de inoculo em
peso  Umido  correspondente  a
aproximadamente 0,3 g/L de massa seca
das respectivas culturas crescidas a
temperatura ambiente por 96 horas sob
agitacédo de 150 rpm.

O sistema foi incubado durante
56 dias a temperatura de 30 +1°C e
agitacdo de 150 rpm. Com intervalo de
48 horas em fluxo laminar foi realizada

aeracdo do meio através da retirada da



tampa de borracha e ligeira agitacdo
manual por 3 minutos.

Para determinar o potencial de
biodegradagéo dos contaminantes foram
realizadas analises de hidrocarbonetos
totais de petroleo (TPH) e crescimento
celular. As amostras dos reatores foram
retiradas diariamente até o 7° dia e a pos
este tempo a cada 7 dias de processo
para as respectivas analises. Para cada
condicdo estudada foram utilizados
reatores em triplicata e a cada dia de
operagdo um reator era sacrificado para
realizacdo das analises de TPH e
crescimento celular. Para todos os
ensaios foram realizados testes de
controle (sem adicdo de
microrganismos) visando determinar as

perdas abioticas.

4.7.1-Modelagem Matematica

Balancos de massa para o
crescimento celular e consumo de
substrato foram realizados nos reatores
bateladas para estabelecer a formulacédo
matematica. A formulacdo utilizada
para a cinética do crescimento celular
foi 0 modelo logistico ndo estruturado
descrito por Verhulst-Pearl apud Bailey
(1986), (Eq. 4.1) e para degradacdo dos
combustiveis dos combustiveis a
equacdo proposta por Luedeking Piret
(1959), (Eq. 4.2)
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o)
2 ds 1 dx

dt Y, dt (4.2)
Sendo:

Hmax - Taxa maxima especifica de
crescimento [T™];

X* - Parametro de crescimento celular
estacionario [ML];

S — Concentracdo de hidrocarbonetos
totais de petréleo — TPH - [ML];

X - Concentracdo de crescimento
celular [ML™®];

Yx/s- Rendimento do crescimento
celular em relacdo a degradacédo de TPH
[M X.MS™].

Os valores dos parametros
(Hmax, X~ € Yxss) foram calculados a
partir dos resultados experimentais de
ensaios efetuados sob  condigcOes
controladas. Utilizou-se a técnica de
regressdo  ndo-linear, usando em
algoritmo  de
(MARQUARDT, 1963). A integracdo
do conjunto de equacdes diferenciais

resposta  multipla

para o calculo dos parametros por ajuste
dos dados experimentais foi realizada
com auxilio de um método de Runge-
Kutta de quarta ordem. A identificagdo
paramétrica foi ilustrada por uma boa

correlacéo entre 0S valores



experimentais e aqueles fornecidos pelo

modelo.

4.8-Estudo da Substituicdo da Adicao
de Extrato de Levedo por Levedura
Autolizada Cervejeira Empregando
as Culturas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 e Mista C;.

Apds a etapa do estudo da
cinética de biodegradacdo, obteve-se
melhores resultados de crescimento e
biodegradacdo do efluente quando
empregada as culturas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e a mista C;.
Por este motivo, nesta etapa foi
realizado o estudo da substituicdo da
adicdo de extrato de levedo por levedura
cervejeira autolizada.

Os experimentos foram
desenvolvidos utilizando-se efluente de
terminal de combustivel ap6s a adicédo
dos fertilizantes na mesma concentracao
utilizada no estudo da cinética de
reducdo de TPH e levedura cervejeira
residual nas seguintes concentragdes:
0,5,1,0,2,0,3,0e4,09/L.

Os experimentos foram
realizados em erlenmeyer de 500 mL,
tampados com rolha de borracha. Os
reatores contendo 100 mL de meio
foram inoculados com 0,3 g/L das

respectivas  culturas crescidas em
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efluente a temperatura ambiente por 24
horas.

O sistema foi incubado durante
14 dias sob agitacdo a 150 rpm. Com
intervalo de 48 horas em camara
asséptica foi realizada a aeracdo do
meio através da retirada da tampa de
borracha e ligeira agitagdo manual (3
minutos).

Para determinar a melhor
concentracdo de levedura de cervejeira,
que proporciona-se uma remocdo de
TPH préxima a encontrada quando se
utilizou o extrato de levedo foram
coletadas amostras nos reatores para a
realizacdo das andlises de TPH e
crescimento celular.

Para as analises de TPH foram
retiradas amostras em 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 e 14 dias de processo. Para cada dia
de amostragem um reator foi
sacrificado, ou seja, durante os 14 dias
foram sacrificados 9 reatores e suas
réplicas. Em relacdo ao crescimento
celular, foi realizada a técnica de massa
seca no inicio e no final do processo.
Neste caso, 0s reatores dos quais se
retiraram as amostras também foram
sacrificados.

Para todos os ensaios foram
realizados teste controle (sem adicéo de
microrganismos) visando determinar as

perdas abidticas.



4.9-Analises Quantitativas

4.9.1-Demanda Quimica de Oxigénio
-DQO

A andlise de Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) foi
realizada através do método de
oxidacdo por dicromato de potassio em
meio acido, empregando 0
procedimento descrito no STANDARD

METHODS, 5210 D1995 (1998).

4.9.2-Demanda
Oxigénio - DQO

Bioquimica de

Para determinacéo da
Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) foi utlilizado o Método de
incubacdo  (20°C, cinco dias) -
(SANDARD METHODS, 1998).

4.9.3-Determinacdo de Fosforo Total

O fosforo foi determinado pelo
Método colorimétrico por redugdo com
acido  ascérbico, que cobre a
determinacdo de formas especificas de
compostos fosforados, em A&guas e
aguas de despejos. O método € usado
numa faixa de 0,01 mg/L a 0,5 mg/L de
fosforo. Esta faixa aplica-se a medidas
fotométricas efetuadas a 880 nm em

células de 20 mm a 25 mm. Altas
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concentracfes também podem  ser
determinadas por diluicdo da amostra
ou pela medi¢do da cor em 625 nm a
650 nm.

O método tem como principio
a formacdo de um complexo de
antiménio-fosfato-molibdato, pela
reacdo do molibdato de amoénio e do
tartarato de potassio e antiménio com o
ortofosfato. Este complexo é reduzido
com acido ascorbico para formar uma
coloragdo  azul caracteristica  do
complexo de molibdénio. A intensidade
da cor € proporcional a concentragédo de
fosforo (SANDARD METHODS,

1998).

4.9.4-Determinagcdo de Nitrogénio
KJELDAHL TOTAL

O método Kjeldahl foi usado
na determinacdo de nitrogénio total, que
consiste na soma do nitrogénio organico
e nitrogénio amoniacal. O método
aplica-se em amostras de agua de
abastecimento publico, aguas
residuarias e efluentes domésticos,
conforme descrito no STANDARD
METHODS (1998).

A amostra é aquecida em
presenca de acido sulfurico
concentrado, sulfato de potassio e
sulfato de cobre, evaporada até o

aparecimento de fumacas de SOj; e total



decomposi¢cdo da materia organica. O
residuo era alcalinizado e passava pela
destilagho da amonia presente e

posterior titulag&o.

4.9.5-Carbono Organico Total

A metodologia e as condigdes
operacionais empregadas na analise de
carbono organico total (TOC) estdo de
acordo com a STANDARD METHODS
(1998), gentilmente realizada pela
empresa CARGIL AGRICOLA S/A
Uberlandia-MG.

4.9.6-Determinacgao de
Hidrocarboneto Total de Petroleo
(TPH)

A dosagem de TPH foi feita
utilizando-se o  solvente  S-316
(fluorocarbono) para extrair a mistura
de combustiveis da amostra e um
espctofotdbmetro  de  infravermelho
(equipamento OCMA - 350) da marca
Horiba, no qual € realizada a leitura da
amostra. O S-316 é um solvente de
propriedade da Horiba usado para a
extracdo de hidrocarbonetos de petréleo
em amostras de solo e liquido.

Essa metodologia é adequada
para medir hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos, independe de sua faixa de

carbono. A luz emitida na faixa do
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infravermelho é usada para irradiar o
extrato e medir a concentracdo de TPH.
A andlise de infravermelho utilizada
para medir TPH envolve medidas de
absorbancia, visto que as ligaches
carbono-hidrogénio nos
hidrocarbonetos absorvem luz na faixa
do infravermelho.

Durante a analise, absorbancias
associadas com as configuracbes CH,
CH, e CHz; sdo medidas em um
comprimento de onda préximo de 3,4
um. O equipamento opera numa faixa
de comprimento de onda de 3,8 a 3,5
um, sendo capaz de medir as
configuragbes CH (3,8 um), CH; (3,42
pum) e CHsz (3,50 pm) e possui o
software para converter as medi¢des em
teor total de hidrocarboneto (U. S. EPA,
2001).

Para as andlises foram
utilizados 10 mL de amostra de efluente
e adicionado acido cloridrico para levar
0 pH para valor igual ou inferior a 2,0.
Posteriormente, o0s hidrocarbonetos
totais de petréleo (TPH) foram
extraidos utilizando o solvente S-316. A
leitura foi feita no equipamento OCMA-
350 da Horiba devidamente calibrado
com a solucao span — solucdo preparada
a partir de um concentracdo conhecida
do 6leo de calibracdo (6leo padréo tipo
B, fornecido pelo fabricante do



instrumento) dissolvida no solvente do
teste (S-316).

4.9.7-Quantificacdo do Crescimento

Celular

O crescimento celular das
culturas estudadas ao longo do processo
foi avaliado pela massa seca. Uma
amostra do meio foi centrifugada, as
células precipitadas foram lavadas e
secadas em estufa a 90°C até peso

constante.

5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1-Caracterizacao do Efluente
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5.1.1-Caracterizacdo Fisico-Quimica
do Efluente

Os resultados de caracterizagao
do efluente antes e ap0Os a correcao de
nutrientes (nitrogénio e fosforo) estdo
apresentados na Tabela 5.1, onde se
observa que o efluente apresenta valores
relativamente elevados de demanda
quimica de oxigénio (DQO) e
hidrocarbonetos totais de petroleo
(TPH), indicando a elevada carga
organica apresentada pelo efluente.
Pode se constatar, as baixas
concentracdes de nitrogénio e fosforo
no efluente in natura, sendo necessaria
a adicdo de nutrientes para possibilitar o

processo de biodegradacéo.

Tabela 5.1 — Caracterizacdo do efluente antes e ap6s a correcdo nas concentragcdes de

nutrientes (adicionado de fertilizante e extrato de levedo).

Variaveis Resultados Antes da Correcdo de Resultados Apds de
Medidas Nutrientes (valor min — valor mdx)  Nutrientes (valor min — valor
max)

TPH (mg/L) 7050 — 8960 7050 — 8960
DBOsoiavel (MQ/L) 1200 - 1500 1300 - 1750
Oleos ou Graxas 7400 - 11196 7400 - 11196

(mg/L)
DQOsolivel (MY/L) 7100 — 9500 7900 — 10400
Nitrogénio total 50-70 600
(mg/L)
Nitrogénio 10-15 260
amoniacal (mg/L)
Fdosforo total 20 - 40 400
(mg/L)
pH 6,5-6,8 6,7-6,8




5.2 - Caracterizacdo microbioldgica
das amostras de solo contaminada

Na Tabela 5.2 s&o mostrados 0s
resultados da caracterizagéo
microbiologica das amostras coletadas
no solo da lagoa, que recebe efluente
contaminado com ¢6leo diesel e gasolina.
As culturas mistas obtidas destes locais

foram adaptadas ao efluente sintético
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contendo O6leo diesel e gasolina. O
critério de escolha das fontes destas
culturas teve como objetivo verificar o
desempenho das culturas mistas de
ambiente contaminado com derivados de
petréleo (solo da lagoa contaminada).
Foram coletadas amostras na superficie
do solo (C;) e a aproximadamente 30 cm
de profundidade no solo (C,) da lagoa

contaminada.

Tabela 5.2 - Quantificacdo microbioldgica dos solos utilizados como fontes das

culturas mistas utilizadas na biodegradacao dos poluentes presentes no efluente.

Bactérias

i Fungos Bactérias
Amostras Aerobias (UFC/g de Anaerobias BRS (NMP/g
(UFC/g de de solo)
(NMP/g de solo)
solo)
C: 3,8+0,1x10" 2,4+0,05x10° 2,4 +0,1x10* 1,1+0,2x10°
C, 52 +0,08x10° 1,3+0,15x10* 7,7 +0,3x10'° 2,7 +0,07x10’

Pela  analise = microbioldgica
verifica-se que a concentracdo de
bactérias aerobias e de fungos coletadas
no solo da superficie da lagoa (culturas
C,) foram superiores as coletadas em
profundidade. Como 0 processo a ser
estudado sera realizado com aeracdo
intermitente optou por trabalhar com
essa cultura.

MORGAN e WATKINSON
(1989) encontraram a uma profundidade
de 0-8 cm da superficie, quantidades de
bactérias aerdbias de 2,8x10" UFC/ g de

solo e de fungos de 2,4x10°> UFC/g de

solo, em solos que ndo sofreram
contaminagdo com hidrocarbonetos.
RIBEIRO (2003) coletou o solo virgem,
proximo da lagoa contaminada com
o0leo diesel e gasolina (culturas C; e C,)
e obteve uma relevante populacdo de
bactérias aerobias, 1,10 x 10° células/g
solo. Este resultado foi superior ao
encontrado em outros solos, tais como:
4,0 x 10* células /g solo para o solo
arenoso (OLIVEIRA, 2001) e de 2,7 x
10° ufc/g solo para o solo argilo arenoso
(TRINDADE, 2002). A concentracéo de

fungos  nestes  solos  foi  de



7,2 x 10° ufc/g

considerada elevada.

solo, o que foi

5.3-Adaptacdo de Culturas Puras e
Mista ao Efluente

As culturas puras
(Pseudomonas  aeruginosa  ATCC
10145,  Pseudomonas  aeruginosa

ATCC 9027 e Pseudomonas aeruginosa
isolada PATC) e mista C; utilizada
neste trabalho foram inicialmente
adaptadas, conforme descrito na secéo
4.4. Este procedimento visava adaptar
as culturas mencionadas ao efluente
contaminado por 6leo diesel e gasolina
(com correcdo nas concentragdes de

nitrogénio e fosforo e suplementado

3,5 4
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com extrato de levedo), para assim
selecionar 0S microrganismos
capacitados e com maior potencial
metabdlico em biodegradar as fracdes
de hidrocarbonetos constituintes da
mistura oOleo diesel e gasolina.

A Figura 5.1 o crescimento das
culturas  microbianas em efluente
natural com corregdo nas concentragdes
de nitrogénio e fosforo. O crescimento
foi observado pela quantificacdo
microbioldgica empregando a técnica de
peso seco, ao final de cada cultivo

sucessivo.

N
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R @ @
& Q\Q\) N
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O Pseudomonas aeruginosa PATC

O Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027

™ (5] ©
& & &
N S N
& & &
B Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

O Cultura Mista C1

Figura 5.1 — Adaptacgdo das culturas em efluente



Comparando o desempenho
entre as culturas estudadas, a cultura
C, foi a que apresentou maior
crescimento entre cada repique. O
que provavelmente, esta relacionado
ao fato da cultura esta ser advinda
de local com historio de
contaminagdo por derivados de
petroleo, onde provavelmente sofreu

uma pré-adaptacéo.

5.4-1dentificacdo da Cultura Mista
C,

Na identificacdo da cultura
C,, foram isolados 6 membros
pertencentes a esta cultura dos seis
membros isolados 4 foram
identificados, sendo eles:
Pseudomonas sp., Serratia sp.,
Klebsiella sp e Bacillus sp.

Nota-se que 0s principais
géneros de microrganismos que
compdem a cultura mista C; sdo
facultativos, sugerindo que a
pequena aeracdo (3 minutos) em
intervalos de 48 h favoreceu o
crescimento de microrganismos com
metabolismo facultativo. Por outro
lado, os géneros Pseudomonas,

Serratia e Bacillus sdo produtores

de biosurfactantes e segundo
relatado por PRUTHI e
CAMEOTRA  (1997), a boa
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performance destas culturas na
biodegradacdo de hidrocarbonetos
esta relacionada, em muitos casos, a
producédo de biosurfactantes
(moléculas anfipaticas que reduzem
a tensdo superficial do meio),
facilitando a biodisponibilidade dos

compostos as bactérias.

5.5-Cinética de Biodegradacéo

Os dados
concentracdo de TPH e suas

obtidos de

remocdes estdo apresentados nos
graficos das Figuras 5.2 e 5.3 e na
Tabela 4.4 ao longo dos 56 dias de
processo.

Observando os graficos das
Figuras 5.2 e 5.3 constata-se que 0s
microrganismos estudados
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas
ATCC 10145 e cultura mista Cy,

foram eficazes na degradacdo dos

aeruginosa

contaminantes presentes no
efluente, promovendo remog¢bes com
valores superiores a 70% decorridos
7 dias de processo. No grafico da
Figura 5.2 observa-se, que houve
um decréscimo continuo do TPH
neste periodo, mantendo-se
inalterado até os periodos de 35 dias
para a cultura Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027 e 42 dias



para a cultura Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e mista.

Ao final do processo o0s
maiores valores de remocédo de TPH
encontrados foram de 81,9% para a
cultura Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 e de 85,6% para a
cultura mista C;.

Pode-se destacar também,
que em um pequeno periodo de
tempo de operacdo (7 dias) a
biodegradacéo foi alta (76,8% para a
cultura Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 e de 79,3% para a

cultura Cy).

5.6-Modelagem da Cinética de
Crescimento e Biodegradacéao

Nos sistemas testados
evolvendo o uso das 4 culturas,
Pseudomonas aeruginosa ATCC,
Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 e mista C;, o0S
resultados do crescimento celular
foram bem ajustados pelo modelo
ndo estruturado descrito pela
Equacgdo (4.1), enquanto a Equacédo
(4.2) foi utilizada para verificar o

comportamento da biodegradacéao
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(consumo) da mistura de Oleo diesel
e gasolina.

As linhas solidas mostradas
nas Figuras 5.2 e 5.3 sdo os
resultados dos ajustes do modelo
para as condi¢Bes estudadas e a
Tabela 5.3 mostra os parametros
ajustados para o crescimento (MUmax €
X") e degradacdo dos contaminantes
da mistura de 6leo diesel e gasolina
(Yxis).

Na Tabela 5.3 pode-se
verificar, que a cultura C;
apresentou maior valor de pmax
1,088 d* e as demais culturas,
apresentaram  valores de  Hmax
estatisticamente iguais de 0,900 d™*.

Em relacdo a degradacéo
dos contaminantes verifica-se pela
Tabela 5.3 que o valor Yyxs também
foi maior para a cultura mista e para
a cultura Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145. Estes resultados
comprovam a discussdo anterior em
relaghio ao maior desempenho da
biodegradacdo dos contaminantes e
aumento do crescimento observados
em relacdo as culturas C; e
Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145.
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Figura 5.2 - Crescimento celular em 42 dias de processo
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Figura 5.3 - Concentracdo de TPH durante 42 dias de processo

Tabela 5.3- Valores dos parametros ajustados.
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Parametros Ajustados

M. T desvio X"+ desvio Yx/s + desvio
Culturas max
(d? (9/L) (gX/gS)
Pseudomonas aeruginosa 9411093 2 ,.890+0,08 0,425+0,08
PATC
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 0,900+0,05 3,570+0,16 0,472+0,11
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027 0,903+0,03 3,074+0,08 0,408+0,08
Cultura Mista C; 1,088+ 0,06 3,960+0,17 0,505+0,10




5.7- Estudo da substituicdo de
extrato de levedo o meio por
residuo de levedura cervejeira

autolizada

A justificativa deste
trabalho para utilizacdo de extrato
de levedo como suplemento esta
relacionada aos bons resultados que
diversos autores obtiveram ao
emprega-lo em estudos no qual
visava-se aumentar o poder de
culturas mistas na degradagdo de
hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PAHs) em solos (YUAN
et al, 2000; LETHOMAKI e
NIEMELA, 1975). Além destes
pesquisadores outros tém tambem
mostrado que a presenca de co-
substratos (extrato de levedo)
aumentam a degradacdo de PAHS
(BOSSERT E BARTHA, 1986).

Desta maneira, com a
escolha das duas melhores culturas
(Pseudomonas aeruginosa ATCC
10145 e cultura mista C;) obtidas na
etapa da cinética de biodegradacao
realizou-se, este estudo na tentativa
de substituir o suplemento extrato
de levedo adicionado ao efluente
por levedura cervejeira autolizada
(LCA).

Um parametro de

comparacdo adotado para selecdo da
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concentracdo de LCA foi utilizar os
resultados obtidos de crescimento
celular e remocdo de TPH
empregando o extrato de levedo a
2 g/L, no mesmo periodo de tempo
adotado. As concentracBes adotadas
neste estudo foram realizadas com
base em concentragBes superiores e
inferiores ao valor utilizado de
extrato de levedo (2 g/L).

O critério de selecdo do
tempo de operacdo (14 dias) foi
realizado com base nos resultados
obtidos na etapa da cinética de
biodegradacdo. Foi observado que
ao final dos 56 dias de operagao,
ocorreu um pequeno aumento nas
remocdes de TPH de 4,4% e 52%
para as culturas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e mista
respectivamente, ap6s o 14° dia de
operagdo. Por isso, ndo haveria
necessidade de prolongar o tempo de
processo (além dos 14 dias) para obter
um pequeno aumento nos valores de

remocéo.

5.7.1-Crescimento Celular

A Tabela 5.4 mostra os
resultados de crescimento celular das
culturas  Pseudomonas

ATCC 10145 e mista C; em 14 dias de

aeruginosa



processo nas varias concentracfes de
residuo de levedura cervejeira.

Para facilitar a comparacao
entre o crescimento dos microrganismos
na presenca de concentracbes de
levedura cervejeira autolizada (LCA) e
extrato de levedo, estas tabelas
apresentam os resultados de ambos os
casos.

De acordo com a Tabela 5.4,
pode-se observar que houve
crescimento celular de todas as culturas
estudadas nas varias concentracdes de
LCA indicando, que ndo houve inibicao
do crescimento em nenhuma das
condigdes estudadas. Porém, observa-se
que a concentracao celular variou com a
concentracdo de levedura de cervejeira
empregada.

A presenga de levedura
autolizada cervejeira utilizada como

suplemento ao meio pode ter
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contribuido para o crescimento dos
microorganismos ao longo do processo.

Verifica-se ainda pela Tabela
5.4, que a substituicdo do extrato de
levedura por LCA na concentracdo de
2 g/L, proporcionou uma concentracao
de biomassa préxima a obtida utilizando
extrato de levedo (2 g/L). Portanto, em
relacio a quantidade de biomassa
presente no meio ao final do processo, o
melhor resultado obtido para a
concentracdo de LCA foi utilizando

2glL.
5.7.2-Biodegradacéao
A Tabela 5.5 e as Figuras

54 e 5.5

porcentagens de remocdo de TPH de

apresentam as

cada experimento nas varias

concentracdes de LCA estudadas.

Tabela 5.4-Crescimento Celular para as culturas Pseudomonas aerugionosa ATCC

10145 e mista C;.

Culturas

Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145

Cultura Mista C;

Concentracéo Celular Concentracéo
(g/L) Celular (g/L)
Con(cj:entragag d.e Levedura 0 dias 14 dias 0 dias 14 dias
e Cervejaria (g/L)
0,5 0,356 2,32 0,325 2,71
1,0 0,327 2,64 0,304 3,02
2,0 0,318 3,21 0,288 3,61
3,0 0,298 3,01 0,331 3,43
4,0 0,642 2,87 0,363 3,17
Extrato de Levedo (2 g/L) 0,301 3,52 0,294 3,87
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Tabela 5.5-Resultados de remocdo de TPH aos 14 dias de processo para as
culturas Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 e mista C;.
Dias
Levedura
Autolizada 0 1 2 3 4 5 6 7 14
(9/L)
0.5 10'1'45 0 145+2 27,8+2 379+2 46,0£2 50,0+2 52,7+2 53,7+2 54,0+2
C, 0 195+1 30,0+2 41,742 483+2 53,1+2 548+2 557+2 60,042
P.
1.0 10145 0 17,2+3 32,9+3 46,5+3 554+3 61,3+3 654+3 66,7+3 67,2+4
C, 0 215+1 369+2 495+4 584+4 62,8+4 685+4 69,0+4 70,8+4
P.
2.0 10145 0 20,7+2 39,7+3 54,2+3 65,7+3 71,4+3 753+3 76,7+3 77,2+3
C, 0 28,7+3 493+3 596+3 689+3 739+3 765+3 78,9+3 815+3
3.0 10'1'45 0 18,7+1 37,7+2 515+2 62,4+2 67,8+2 725+2 757+2 73,312
C, 0 247+1 417+2 548+2 64,0+2 69,8+2 70,8+2 73,0+2 75542
4.0 10'1'45 0 16,5+1 33,0+1 49,3+2 57,4+2 67,8+2 67,8+2 72,3+2 72,712
C, 0 225+1 38,0+2 50,4+2 595+2 68,8+2 69,8+2 71,8+2 74,142
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Foi

variacdo das concentracdes de LCA

observado que a

resultou em cerca de 54 a 81,5% de

remocdo de TPH empregando
culturas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 10145 e mista C;j.

Comparando os resultados verifica-
se que 0 aumento na concentracdo
de LCA de 0,5 para 4,0 ¢/L
ocasionou um aumento na remocgao
de TPH até concentracdo de 2 g/L e
a partir desta ocorreu uma ligeira
queda na

remocdo ao longo do

processo. Isto sugere que para
concentracOes superiores a 2 g/L o
aumento na concentracdo de LCA
ndo proporcionou um aumento na

remocdo de TPH fato este que pode

ser verificado através dos perfis de
remocdo obtidos nos graficos das
Figuras 5.2 e 5.3. Portanto, em
relacdo as concentracdes de LCA
estudadas o melhor resultado obtido
de

concentragdes de LCA de 2g/L para

remocao foi utilizando
ambas as culturas (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145 e mista
Ci1). Além disto,

concentragao

esta mesma
proporcionou
resultados bem préximos ao obtido
quando empregado o extrato de
levedo (2 g/L). Com o emprego do
extrato de levedo as remocdes de
TPH obtidas no 14° dia para as

culturas Pseudomonas aeruginosa



ATCC 10145 e mista C; foram: 77,5
e 80,4%, respectivamente.

Entre as duas culturas
estudadas na melhor concentragao
obtida (2 g/L) a cultura mista C; foi
capaz de proporcionar  maiores
remocdes de TPH e portanto maior
potencial em biodegradar 0S
contaminantes presentes no efluente
durante todo o processo. Assim para o
estudo da otimizacdo das condicbes
operacionais empregando planejamento
experimental foi utilizada a cultura

mista C;.

6-CONCLUSOES

A partir dos resultados
obtidos neste estudo, podem-se
enunciar as seguintes conclusdes:

» Na etapa de adaptacdo das
culturas puras (Pseudomonas
aeruginosa ATCC 10145,
Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Pseudomonas aeruginosa
PATC) e da mista (Ci) em
efluente  de terminais de
combustiveis, todas as culturas
mostraram capacidade de crescer
em meio contaminado pelos
hidrocarbonetos gasolina e dleo
diesel;

» A cultura mista coletada na

superficie do solo da lagoa
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contaminada por Oleo diesel e
gasolina foi selecionada para as
demais etapas a serem
desenvolvidas no projeto por
apresentar maior remocdo de
TPH;

» Foi possivel a identificacdo dos
principais membros pertencentes
a cultura mista apds a adaptacgédo
no efluente. Foram identificados
géneros pertencentes aos géneros
das Pseudomonas sp, Serratia
sp, Klebisiella sp e Bacillus sp.

» Dentre as concentracdes de
levedura cervejeira autolizada
estudada, a concentracdo de 2g/L foi
a que promoveu remocdes de TPH
proximo ao obtido quando se
utilizou o extrato de levedo, para

ambas as culturas estudadas.
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