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RESUMO

O presente estudo objetivou selecionar um consércio microbiano misto quanto a
biodegradacdo de bunker, bem como estudar as condigbes mais favoraveis para
esse processo. Inicialmente, linhagens isoladas da dgua do mar da regiao portuaria
de Suape — PE foram submetidas a um teste para avaliar a ocorréncia de interacdes
microbianas e, em seguida, consércios microbianos foram montados e o mais
promissor foi selecionado por meio de indicadores redox. As linhagens do consércio
selecionado foram aclimatadas a teores crescentes de bunker (1%, 2% e 3%, V/v) e
de NaCl (1%, 2% e 3%, p/v). Um ensaio prévio, em frascos agitados, foi realizado
para caracterizar o crescimento do consorcio selecionado. Posteriormente, aplicou-
se um planejamento experimental 2 para investigar a influencia das variaveis
(temperatura, pH, relagcdo C:N) no processo de biodegradacao e finalmente um
experimento em biorreator empregando as melhores condicbes encontradas no
planejamento experimental. A avaliagdo das interacdes microbianas permitiu compor
oito diferentes consércios (C1 a C8). Os testes com os indicadores redox apontaram
o consércio C5 como o mais promissor, sendo constituido por 3 bactérias, 1
levedura e 2 fungos filamentosos. No ensaio prévio de biodegradacao, o consércio
C5 alcangou degradacéao dos constituintes alifaticos e aromaticos superior a 70% e a
30%, respectivamente, o que demonstrou a importancia da execucao precedente de
um processo de aclimatacao. As variaveis estudadas: relacao C:N, temperatura e pH
foram estatisticamente significativas nesta sequencia, obtendo-se uma
biodegradacdo de hidrocarbonetos totais de 93,5%. O ensaio em biorreator foi
conduzido nas melhores condigdes encontradas no planejamento experimental
(temperatura = 25°C, pH = 6, relacdo C:N = 150:1), e se alcancou niveis de
degradacao otimizados para os constituintes do bunker. Tanto no ensaio prévio de
biodegradacdo como no experimento em biorreator, o consércio C5 apresentou um
crescimento apreciavel em duas fases, sugerindo um comportamento diauxico.
Portanto, o consércio C5 é capaz de degradar o 6leo combustivel maritimo em
questdo, podendo ser utilizado como agente biorremediador em técnicas de
biorremediacao ex-situ de ambientes poluidos por bunker.

Palavras-chave: Biodegradagéo. Biorreator. Biorremediagdo. Bunker. Crescimento
diauxico. Consorcio Microbiano Misto. HPAs. Regido Portuaria de Suape — PE.



ABSTRACT

The present study aimed to select a mixed microbial consortium regarding the
biodegradation of bunker and study the most favorable conditions for this process.
Initially, strains isolated from sea water of the port of Suape — PE were subjected to a
test to assess the occurrence of microbial interactions and then microbial consortia
were mounted and the most promising was selected by redox indicators. The
selected strains of the consortium were acclimated to increasing levels of bunker
(1%, 2% and 3%, v/v) and NaCl (1%, 2% and 3%, w/v). A preliminary test in shake
flasks was performed to characterize the growth of the consortium selected.
Subsequently, It was applied an experimental design 2° to investigate the influence of
variables (temperature, pH, C: N ratio) in the biodegradation process and finally an
experiment in bioreactor employing the best conditions found in the experimental
design. The assessment of microbial interactions allowed compose eight different
consortia (C1 to C8). Tests with redox indicators pointed to a consortium C5 as the
most promising, consisting of three bacteria, one yeast and two filamentous fungi. In
the preliminary test, the consortium C5 reached degradation of aliphatic and aromatic
constituents over 70% and 30%, respectively, which demonstrated the importance of
the implementation of a previous acclimatization process. Variables studied: C:N
ratio, pH and temperature were statistically significant in this sequence, obtaining a
total hydrocarbon biodegradation of 93.5%. The test bioreactor was conducted under
the best conditions found in the experimental design (temperature = 25°C, pH = 6, C:
N ratio = 150:1), and reached levels of degradation optimized for the constituents of
the bunker. In both preliminary test of biodegradation and the bioreactor experiment,
the consortium C5 showed appreciable growth in two phases, suggesting diauxic
behavior. Therefore, the consortium C5 is capable of degrading marine fuel oil in
question, can be used as an agent biorremediador in ex-situ bioremediation
techniques of environments polluted by bunker.

Key-words: Biodegradation. Bunker. Microbial consortium. Bioremediation. Port of
Suape — PE. Diauxic growth. PAHs. Bioreactor.
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1. INTRODUCAO

Para atender a demanda energética da populacdo atual, varios recursos
naturais tém sido explorados, porém a principal fonte de energia no mundo ainda
continua sendo os hidrocarbonetos de petréleo. Isto faz, portanto, com que estes
compostos sejam os poluentes globais mais frequentes (SATHISHKUMAR et al.,
2008).

O derrame de Oleo por acidentes navais, especialmente a partir de navios
cargueiros de grandes dimensoes, tem se tornado uma das formas, cada vez mais
frequentes, de poluicdo marinha. Estes navios comumente armazenam grandes
quantidades de 6leo combustivel maritimo, que uma vez derramado, traz efeitos,
comprovadamente, catastroficos aos ambientes aquaticos (ARA, NOJIMA e HIROMI,
2002; HUA, 2006).

Estratégias para controlar a contaminacdo ambiental por petréleo e ou
derivados tém sido objeto de varios estudos nas Ultimas trés décadas. Quando um
derrame ocorre, a primeira acao é remover a fase oleosa por processos mecanicos
ou por meios fisico-quimicos por meio da aplicacdo de agentes tensoativos para
dispersar a camada de 6leo (MIRANDA et al., 2007).

Devido a seus custos e beneficios, a biorremediagédo custitui uma alternativa
muito atraente que tem sido utilizada para eliminar ou minimizar os efeitos dos
poluentes, empregando micro-organismos com potencialidade para biodegradacao e
sendo capazes de transformar os contaminantes em substancias menos téxicas ou
mineralizando-os (CERQUEIRA et al., 2012; SATHISHKUMAR et al., 2008).

Micro-organismos com capacidade para degradar hidrocarbonetos geralmente
existem com baixa abundancia em ambientes marinhos. No entanto, uma eventual
poluicdo destes ambientes por hidrocarbonetos do petrdleo pode estimular o
crescimento desta microbiota e causar mudancas na estrutura das comunidades
microbianas das areas contaminadas (HARAYMA et al., 2004).

A biodegradacdao de hidrocarbonetos complexos geralmente requer a
cooperacdo de mais de uma Unica espécie. Isto é verdade para poluentes que
possuem diferentes compostos na sua composi¢ao, tais como petréleo e derivados.
Micro-organismos isolados podem metabolizar apenas uma parcela limitada de
hidrocarbonetos, enquanto que populagcdes mistas com ampla capacidade

enzimatica sdo necessarias para aumentar a taxa e a extensao da biodegradacao
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(GHAZALI et al., 2004). Além disso, 0 uso de um consércio composto por micro-
organismos autéctones garante que este tenha alta tolerancia a toxicidade dos
hidrocarbonetos e seja resistente as variacbes do ambiente (HADIBARATA e
TACHIBANA, 2009).

Com o aumento das atividades de prospeccao de petréleo no territério
brasileiro, € esperado um aumento na probabilidade de ocorréncia de acidentes
envolvendo este produto e seus derivados. A instalacao da refinaria Abreu e Lima no
terminal portuario de Suape, no estado de Pernambuco, provavelmente podera
contribuir para a incidéncia desse problema, o que torna importante um
conhecimento mais aprofundado das possiveis consequéncias ambientais de um
derrame junto a linha de costa maritima, sendo de extrema importancia ecolédgica o
estudo da biodegradacdo de combustiveis por micro-organismos oriundos desse
local, visto que as praias proximas estdo sujeitas a contaminacao por poluentes
provenientes do referido complexo portuario (FARIAS, 2006; MIRANDA et al, 2007;
SOUZA, 2009).

Diante do exposto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a capacidade de
degradacao de 6leo combustivel maritimo bunker por micro-organismos, em

consorcio, isolados da regido portuaria de Suape — PE.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Promover a degradacao do combustivel maritimo bunker MF — 380 utilizando
um consorcio misto de micro-organismos isolados da Regido Portuaria de Suape —
PE.

2.2. Especificos

e Realizar a caracterizacdo quimica elementar do combustivel maritimo (bunker
MF — 380);

e Selecionar micro-organismos quanto a interagdo microbiana;

e Compor consoércios mistos e selecionar o mais promissor por meio de
indicadores redox;

e Aclimatar as linhagens do consércio selecionado a teores crescentes do
combustivel maritimo e também da salinidade;

e Realizar planejamento experimental em frascos agitados com o consorcio
selecionado visando a otimizacdo das condicbes para a degradagcdao do
bunker;

e Realizar ensaio em biorreator empregando as melhores condicdes

selecionadas em frascos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Biodegradacao de Petrdleo e Derivados

A degradagéo microbioldgica é o mais dominante mecanismo de eliminacao
de produtos organicos no ambiente. A persisténcia de xenobibticos representa um
risco real para 0s ecossistemas bem como para os seres humanos. Portanto, o
conhecimento da biodegradabilidade de xenobidticos € um dos aspectos mais
importantes na compreensao do seu comportamento no ambiente natural e durante
o tratamento biolégico de aguas residuais (PAIXAO et al., 2006).

Os derivados de petr6leo sdo uma mistura complexa de hidrocarbonetos, e
sua biodegradabilidade depende da biodisponibilidade destes, bem como da sua
composi¢do, comprimento da cadeia, ramificagbes, e dos efeitos estéricos e
eletrénicos. Geralmente, os n-alcanos sdo mais susetiveis a degradacdo do que 0s
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, que, por sua vez, sdo menos degradaveis
do que aromaticos monociclicos (GOMES et al., 2009). A taxa de degradacao de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) é principalmente influenciada por
fatores ambientais limitantes (salinidade, nutrientes, pH, temperatura, oxigénio) e
pode nao ser somente devido a capacidade enzimatica de micro-organismos nativos
degradadores de hidrocarbonetos (ATLAS, 1981).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos complexos, particularmente aqueles
constituidos por uma mistura de diferentes compostos, geralmente requer a
cooperacao de mais do que uma unica espécie. Micro-organismos individuais podem
metabolizar apenas uma faixa limitada de hidrocarbonetos, enquanto que, culturas
mistas com amplo espectro enzimatico sdo necessarias para aumentar a velocidade
de biodegradacao do petréleo (CHEN et al., 2009).

Diversas populacées microbianas tém sido detectadas em solos ou aguas
contaminados com petréleo. Esse fendmeno sugere fortemente que cada espécie ou
género tem o seu papel nos processos de transformacédo de hidrocarbonetos. Nos
ultimos anos, tem-se demonstrado que muitas espécies de bactérias tém a
capacidade de utilizar hidrocarbonetos de petréleo como unica fonte de carbono e
energia (CHEN et al., 2009 ).

Os fungos estao entre os micro-organismos mais ubiquos do planeta podendo

ser considerados como decompositores primarios de compostos organicos
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encontrados em solos, sedimentos ou nos corpos d'agua. No entanto, as atividades
antropogénicas tém alterado o papel dos fungos na ciclagem de nutrientes e no
acumulo de matéria organica, sendo muitas espécies, hoje, também consideredas
como degradadoras de hidrocarbonetos, as quais vém sendo utilizadas em
tecnologias de biorremediacao de habitats de dgua doce e marinhas impactados por
6leo (SADABA e SARINAS, 2010).

Uma fantastica diversidade e adaptabilidade sao apresentadas por fungos na
utilizacdo de diferentes fontes de carbono, porém, suas habilidades podem diferir
para degradarem hidrocarbonetos especificos, servindo como fonte de energia e
biomassa. A composi¢cdo quimica de um Oleo pode também ser um fator que
determina qual tipo o de fungo que pode crescer na fonte oleosa (HADIBARATA e
TACHIBANA, 2009).

As taxas de absorcao e de mineralizacdo de muitos compostos organicos por
uma populagdo microbiana dependem da concentragdo do composto
(SATHISHKUMAR et al., 2008). A atividade microbiana é diretamente influenciada
por diversos parametros bibticos e abioticos, entre estes, atencao especial deve ser
dada a temperatura, pH, fontes de nitrogénio e fésforo, bem como microelementos
(GOMES et al., 2009). Em condic6es de temperatura e pH extremos, é provavel uma
influéncia negativa sobre a capacidade das populacbées microbianas para
degradarem hidrocarbonetos (SATHISHKUMAR et al., 2008).

Quando ha uma eventual poluicdo de ambientes marinhos por compostos do
petréleo, micro-organismos hidrocarbonoclasticos, os quais geralmente existem em
baixas densidades nestes ambientes, sdo estimulados a crescer nestas condigcdes,
causando mudancas na estrutura das comunidades microbianas das areas afetadas
(HARAYMA et al., 2004).

Como a agua do mar, geralmente, € pobre em nutrientes minerais biogénicos
e fontes carbono e de energia, comunidades microbianas marinhas sdo bem
adaptadas as baixas concentracdoes desses substratos. Portanto, a maioria dos
micro-organismos que vivem em tais ambientes oligotréficos experimenta estresse
severo quando exposta a um aumento subito nos niveis de nutrientes, como nos
casos vazamentos de petrdleo. No entanto, algumas espécies sdo capazes de se
adaptar rapidamente e, consequentemente, como resultado, se multiplicam e
superam os seus concorrentes (GERTLER et al., 2010).
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A habilidade de micro-organismos haléfilos ou halotolerantes em oxidar
hidrocarbonetos na presenca de altas concentragdes de cloreto de s6dio é uma
vantagem para o tratamento biolégico de ecossistemas salinos contaminados por
petroderivados. O crescimento de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos e a
degradacdao em condicoes salinas pode ser fortemente melhorada pela adicdo de
nutrientes, tais como o extrato de levedura (ARULAZHAGAN, VASUDEVAN e
YEOM, 2010). Altas salinidades ou amplos gradientes de salinidade podem limitar a
degradacdo microbiana de compostos organicos, tornando os procedimentos
convencionais de biorremediacdo ineficientes. Nestes casos, micro-organismos
tolerantes a salinidade devem ser utilizados e os fatores fisico-quimicos devem ser

otimizados a fim de garantir uma biorremediagdo bem sucedida (DIAZ et al., 2000).

3.2. Estratégias de biorremediacao

A contaminacgao por petréleo e seus derivados tem causado sérios danos a
saude e ao meio ambiente e cada vez mais atengdo tem sido dada para o
desenvolvimento e implementacdo de tecnologias inovadoras para a remocao
destes contaminantes (SATHISHKUMAR et al., 2008).

Varios métodos padrao de laboratério  foram  desenvolvidos
para avaliar a biodegradabilidade de produtos quimicos, e estes sao utilizados para
prever a influéncia de biodegradacao sobre o destino e transporte destes produtos
quimicos no ambiente. Estes métodos tentam razoavelmente simular as condi¢des
encontradas em um determinado ambiente ou ecossistema. Desta forma, os dados
obtidos podem ser extrapolados para prever o que poderia ocorrer no ambiente real
(PAIXAO et al., 2008).

Os métodos de biorremediacao recebem aceitacdo popular como tecnologias
ambientalmente promissoras para o tratamento de ambientes impactados por
hidrocarbonetos. Além disso, os métodos bioldgicos tém uma grande vantagem, em
termos de custos, sobre os tratamentos fisico-quimicos quando aplicados in situ
para a remocao do 6leo através dos micro-organismos (SATHISHKUMAR et al.,
2008).

A biorremediacdo pode ser descrita como a conversdo de compostos
quimicos por organismos vivos, especialmente micro-organismos, em energia,
massa celular e residuos biologicos (SATHISHKUMAR et al.,, 2008). A
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biorremediacdo se baseia na utilizacdo de micro-organismos que possuem a
habilidade de degradar poluentes, mineralizando-os ou transformando-os em
compostos menos toxicos em ambientes tanto terrestres quanto aquaticos
(TROQUEST, 2003).

Um beneficio da técnica de biorremediagdo € que uma ampla faixa de
compostos do petrdleo € submetida a esse processo, incluindo hidrocarbonetos
alifdticos de cadeia ramificada e nao ramificado e compostos aromaticos. Para
avaliar a biorremediacdo como um processo ativo, faz-se necessario uma
quantificacdo do numero de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos
presentes numa amostra. Apesar de se caminhar em direcdo a uma abordagem
molecular, existe ainda uma grande confianca nas técnicas de quantificacao
tradicionais, incluindo o numero mais provavel (NMP) e numero de unidades
formadoras de col6nias (UFC) (COULON et al., 2010).

Para otimizar o processo de biorremediagcédo, além do micro-organnismo com
capacidade de degradar a fonte de carbono contaminante, outros parametros devem
ser levados em consideracao tais como agua, oxigénio e recursos nutricionais de
nitrogénio e de fésforo. A falta de qualquer um dos parametros mencionados faz
com que o processo de recuperacao, em condi¢cées naturais, seja ineficiente (TYAGI
et al.,, 2011). No entanto, o componente-chave na biorremediacdo sdo os micro-
organismos, que produzem as enzimas envolvidas nas reacdes de degradacao que
conduzem a eliminagao ou desintoxicacao do poluente quimico (CERQUEIRA et al.,
2012).

Estratégias que envolvem a adi¢do de culturas semeadas (bioaumentagéo) ou
a adicao de nutrientes (bioestimulacdo) visam promover uma melhora nas taxas de
degradacao (TYAGI et al.,, 2011). A bioaumentacao tem sido proposta como uma
alternativa para o aumento da eficiéncia do processo de degradacdo em ambientes
contaminados. Esta técnica consiste na adicdo de micro-organismos e/ou enzimas
ao ambiente contaminado, a fim de aumentar a taxa de biodegradacdo de
hidrocarbonetos. Um passo crucial para o sucesso desse processo é o isolamento e
selecdo de um organismo ou um consorcio de micro-organismos capaz de promover
a degradacao eficiente da molécula em estudo (CERQUEIRA et al.,, 2012;
HADIBARATA e TACHIBANA, 2009).

A bicoaumentagdo pode fazer uso de micro-organismos autéctones e/ou

aléctones. Ha um interesse particular na busca de micro-organismos com potencial
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de degradacdo os quais sejam proprios dos locais contaminados devido as suas
vantagens quando comparados com micro-organismo aléctones. Micro-organismos
autdctones apresentam maior adaptabilidade para o meio, sdo mais resistentes as
variacbes das condicoes ambientais locais, menos susceptiveis as variacoes
genéticas causadas pelo estresse no meio, dentre outros (CERQUEIRA et al., 2012).

A bioaumentacao pode ser efetuada através da adicao de cultura pura ou de
consorcio microbiano ao local contaminado por compostos recalcitrantes téxicos. A
introducao de consércio microbiano tem a vantagem sobre a cultura pura, porque o
consorcio pode resistir a grandes variagcdes no ambiente natural (CHEN et al., 2009;
TYAGI et al., 2011). Esta técnica é mais adequada para os locais que (1) ndo tém
células microbianas suficientes ou (2) a populacdo nativa ndo possui as vias
metabdlicas necessarias para metabolizar os compostos alvos (TYAGI et al., 2011).

A bioestimulacdo envolve a identificacdo e correcdo de fatores, tais como
nutrientes que podem influenciar na taxa de biodegradacao dos contaminantes por
micro-organismo autoctone no local afetado, através da areacdo e/ou adicdo de
micronutrientes selecionados. Entretanto, ela sé é eficaz quando ha populacoes
microbianas degradadoras do substrato considerado (YAKUBU, 2007; TYAGI et al.,
2011).

Tem sido demonstrado que a degradacgéao de hidrocarbonetos do petréleo por
uma dada populagdo microbiana nativa pode ser favorecida pela presenca de
nutrientes necessarios ao local contaminado. Hidrocarbonetos de petréleo
derramados representam uma fonte substancial de carbono para o0s micro-
organismos autéctones, enquanto que, na maioria dos ambientes, a presenca de
nitrogénio e de fosforo é limitada. Assim, bioestimulagdo acelera a taxa de
descontaminacédo, com a adicdo de um ou mais nutrientes limitantes da velocidade
para melhorar o potencial de degradacao das populacdées microbianas (TYAGI et al.,
2011).

Além do tipo e da concentracdo dos nutrientes, os parametros fisicos e
ambientais também influenciam na taxa de mineralizacdo de hidrocarbonetos por
parte de bactérias degradadoras. Estes fatores incluem a composicdo quimica, o
estado fisico e a concentracdo do éleo cru ou de hidrocarbonetos do petréleo,
juntamente com a temperatura, disponibilidade de oxigénio, salinidade, agua,
pressao e pH do local (TYAGI et al., 2011).
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A biorremediagcao pode ser aplicada in situ ou ex situ. Dentre as tecnologias
ex-situ, o uso de biorreatores apresenta maior aplicabilidade no tratamento de
poluentes, permitindo o monitoramento efetivo do processo com maior controle das
variaveis de processo, possibilitando uma reducdo do tempo de biotratamento
(RAIMUNDO e RIZZO, 2002; BAKER e HERSON, 1994).

3.3. Acidentes envolvendo derrames de combustivel maritimo

Aproximadamente entre 1,7 a 8,8 x 10° toneladas de 6leo sdo despejadas no
mar anualmente. Durante um eventual derrame de dleo, ocorre um aumento na
comunidade de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos. Uma vez que
os derrames implicam em perdas econ6micas e ambientais, as autoridades e a
industria petroquimica foram forgadas a reduzir o risco de derrames através de
modificacbes nas normas técnicas e procedimentos operacionais (GOMES et al.,
2009; SADABA e SARINAS, 2010).

Em 2006, o petroleiro Solar M/T naufragou na costa sul da Guimaras,
Filipinas, e descarregou mais de 2x10° litros de 6leo bunker C, que afetou
sensivelmentte os habitats costeiros. Houve alteracdo na composicao das espécies
de fungos e de outras espécies dos sedimentos de mangue ou das praias afetadas.
Em 2006, foram encontradas apenas 15 espécies de fungos nos locais
contaminados, com a predominancia de Aspergillus spp., sugerindo que estas
espécies tém a habilidade para secretar enzimas que degradam o 6leo, permitindo
que elas usem os hidrocarbonetos como fonte de energia ou sugerindo que estas
espécies tolerem altas concentracboes de 6leo e alta toxicidade, permitindo-lhes
prosperar em areas impactadas por derrame de 6leo. Em trés anos, isto €, 2009,
foram coletadas dezoito espécies também com predominancia do género Aspergillus
spp. (SADABA e SARINAS, 2010).

Em janeiro de 2000, no Brasil, houve o rompimento de um duto da Petrobras,
localizado na baia de Guanabara, proximo as margens do manguezal adjacente a
REDUC (Refinaria Duque de Caxias), que liberou cerca de 1,3 milhdo de litros de
6leo tipo combustivel marinho bunker MF — 380, causando grandes danos as areas

de manguezais preservadas (FARIAS, 2006).
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3.4. Combustiveis Maritimos

“Oleo combustivel' é conhecido tipicamente como um LFNA (Liquido de Fase
Nao Aquosa) e inclui muitos outros produtos liquidos do petréleo, empregado na
gueima em fornos ou caldeiras para a geracao de calor ou utilizado em motores para
a geracdo de energia. E produzido a partir do um processo de destilacédo de petréleo
e contém principalmente hidrocarbonetos de cadeia longa, em particular alcanos,
cicloalcanos e aromaticos (LEE et al., 2011).

Existem varios tipos de 6leos combustiveis maritimos, também conhecido
como bunker. No portal da empresa distribuidora de referéncia no Brasil,
PETROBRAS, séao listados varios tipos de combustiveis maritimos (Quadro 1),
sendo que o do tipo Bunker C é o mais relatado pela literatura em casos de
derrames ou em trabalhos que focalizam a biodegradacdo de combustiveis de
navegacao (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008; SCHWARTZ et al.,, 2004;
RICHMOND, LINDSTROM e BRADDOCK, 2001).

Tabela 1 — Principais combustiveis de navegacao comercializados pela empresa
PETROBRAS Distribuidora.

Combustiveis maritimos
Oleo Combustivel Maritimo Bunker C
Oleo Combustivel Maritimo MF-30
Oleo Combustivel Maritimo MF-40
Oleo Combustivel Maritimo MF-60
Oleo Combustivel Maritimo MF-80
Oleo Combustivel Maritimo MF-100
Oleo Combustivel Maritimo MF-120
Oleo Combustivel Maritimo MF-150
Oleo Combustivel Maritimo MF-180
Oleo Combustivel Maritimo MF-280
Oleo Combustivel Maritimo MF-320
Oleo Combustivel Maritimo MF-380

Fonte: PETROBRAS (2012)

Alguns trabalhos nacionais tratam de acidentes e processos de remediacéo
de ambientes poluidos pelo combustivel maritimo MF — 380. Um dos acidentes mais
conhecidos com esse combustivel foi 0 que ocorreu na baia de Guanabara no ano
2000 (FARIAS, 2006; MENICONI, 2007).
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Alguns trabalhos de pesquisa internacionais, além do bunker C, tratam
também de acidentes e processos de biodegradacgao e biorremediacdo envolvendo o
bunker A. No entanto, de um modo geral, sdo poucos os trabalhos sobre a
degradacao de petréleo e derivados que tratam de combustiveis maritimos (ARA,
NOJIMA e HIROMI, 2002; KIM et al., 2000).

O tipo mais comum de 6leo nos ambientes marinhos é o 6leo combustivel
bunker C, que é transportado ao longo das rotas maritimas e usado para alimentar
os motores dos navios. (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008).

O combustivel maritimo bunker C € um produto refinado do petréleo e o mais
pesado dos 6leos combustiveis, sendo constituido por diversas fracbes de
hidrocarbonetos, dentre as quais a saturada, a aromatica, as resinas, os asfaltenos,
compostos contendo enxofre, dentre outras (RICHMOND, LINDSTROM e
BRADDOCK, 2001; ZAJIC, SUPPLISSON e VOLESKY, 1974). Possui altas
concentragdes de n-alcanos, variando entre n-C12 e n-C34 e quantidades
apreciaveis de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) de quatro a seis anéis
fusionados, representando 5% ou mais da concentragao total do 6leo (RICHMOND,
LINDSTROM e BRADDOCK, 2001).

Devido a sua composicao quimica e caracteristicas fisicas, o bunker C é
lentamente degradado no ambiente, e dependendo das condigdes ambientais, pode
persistir, relativamente inalterado, durante anos (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008;
SCHWARTZ et al.,, 2004). Quando derramado no mar, o bunker C tem
comportamento semelhante ao petréleo, onde as fracées mais leves, tais como os n-
alcanos, sao perdidas mais rapidamente, muito provavelmente pela acao
microbiana, restando fracdes mais pesadas, tais com as resinas € 0s compostos
polares contendo nitrogénio, enxofre e oxigénio, resultando, consequentemente,
num Oleo altamente viscoso (RASHID, 1974; STROBEL e BRENOWITZ, 1981).

3.5. Toxicidade dos compostos do petréleo

A contaminacdo de solos e ambientes aquaticos por hidrocarbonetos de
petréleo, como consequéncia de derrame acidental, pode causar graves danos aos
organismos vivos. Os efeitos toxicos do petrdleo bruto incluem necrose hepatica,
congestdao do figado, degeneracdo da gordura e dissociacdo de hepatdcitos.

Passaros e animais em areas contaminadas com oOleo sdo encontrados
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apresentando emulsdo preta no trato digestivo com odor de petrdleo
(SATHISHKUMAR et al., 2008; GOMES et al., 2009).

O bunker C € bem mais tdéxico do que os outros 6leos do petrdleo devido ao
seu alto conteudo em HPAs, que tém sido associados aos seguintes danos vitais:
insuficiéncia  reprodutiva, genotoxicidade, imunotoxicidade e mudancas
hematoldgicas em animais marinhos (SCHWARTZ et al., 2004; MOHR, LASLEY e
BURSIAN, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostra de bunker

A amostra de bunker, utilizada em todos os ensaios, foi cedida pela empresa
Petrobras Transporte S.A — TRANSPETRO. O bunker em questao é identificado
como 6leo combustivel maritimo MF-380, cuja caracterizagdo fisico-quimica esta

sumarizada na tabela 2.

Tabela 2: Aspectos fisico-quimicos do bunker MF — 380.

Propriedades fisico-quimicas

Aspecto Liguido viscoso e escuro

Odor Caracteristico de hidrocarbonetos
Ponto de fulgor 60°C

Taxa de evaporagao Muito lenta

Inflamabilidade Produto inflamavel

Densidade 0,9878 g/mL

Viscosidade 0,00038 m%/s

Fonte: PETROBRAS (2012).

A analise quimica elementar do bunker foi realizada para a determinacao das
percentagens em massa de carbono (C), hidrogénio (H), nitrogénio (N) e enxofre (S)
presentes na amostra oleosa. Essa analise foi executada pela Central Analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE (Central Analitica - DQF/UFPE).

4.2. Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho (Tabela 3) foram isolados de
diferentes pontos da agua do mar, nas proximidades da empresa TERMOPE,
localizada no Porto de Suape — PE, por meio da técnica de enriquecimento
utilizando bunker ou 6leo diesel como Unica fonte de carbono, e foram cedidos pelo
Laboratério de Farmacos e Ensaios Antimicrobianos do Departamento de
Antibiéticos da UFPE (DAUFPE). Estas culturas microbianas foram mantidas em
meios de cultura apropriados, a 4°C, pelo Laboratério de Processos Fermentativos
situado do DAUFPE.
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Tabela 3: Linhagens de bactérias e fungos isoladas da regiao portuaria de Suape — PE.

Linhagens isoladas
P11B1
P11B2
Bactérias P11B3
P11B4
P11B5
Leveduras P12
P13F2A
P13F2B
P132
Fungos filamentosos P12F4B
P22F2A
P22F2B
P23F4

4.3. Composicao do Inéculo

Os in6culos foram utilizados na forma de blocos de agar circulares (& = 6
mm) onde cada linhagem é semeada e mantida a 30°C. Para as bactérias, os blocos
de &gar foram retirados apdés 24 h de cultivo em meio Triptic-Soy-Agar — TSA
(Tabela 5 do item 4.4). Para as leveduras e fungos filamentosos, os blocos foram
retirados apos 48 h e 72 h de cultivo em meio Sabouraud — SAB (Tabela 6 do item
4.4), respectivamente. Para os consércios, os indculos foram constituidos tomando-
se um bloco de agar de cada linhagem que compde os consoércios.

Para estimar a biomassa em cada bloco de &gar, as linhagens foram
semeadas com o auxilio de swabs em placas de Petri (@ = 90 mm) contendo os
meios TSA ou SAB, conforme o micro-organismo (Figura 1A). Apds incubacdo a
30°C, toda a biomassa crescida na superficie dos meios em cada placa foi raspada
com o auxilio de uma alca de Drigalski (Figura 1B) e lavada com agua destilada
estério, tomando-se o cuidado para nao carregar também o meio de cultivo sélido e,
em seguida, a suspensao foi filtrada em membranas de porosidade igual a 0,22um e
a biomassa retida seguiu para a determinacao de peso seco. Deste modo, sabendo-
se quanto de biomassa hd em uma area circular correspondente a uma placa de
Petri de @ = 90 mm, é possivel estimar quanto de biomassa ha em uma area
correspondente a um bloco de agar circular de 6 mm de diametro.



Figura 1 — Procedimentos para estimar a biomassa. A — Medida do didmetro interno da
placa de Petri. B — Remoc¢ao da biomassa para quantificacao por peso seco.
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4.4. Meios de cultura e manutencao das linhagens

Os meios de cultura utilizados estdo descritos nas tabelas 4 a 6.

Tabela 4. Meio mineral de Bushnell-Haas (BH).

Componente

KH,PQO4 1,009
K:HPQO, 1,009
NH4NO; 1,009
MgSO, 0,209
FeCls 0,05¢
CaCl, 0,029
Agar 15g*
Agua destilada 1L

*Quando o meio é sélido.
Fonte: (ATLAS, 1995)

Tabela 5. Meio Triptic-Soy-Agar (TSA).

Componente

Tripticase 15,09

Peptona de soja 5,09

NaCl 5,09

Agar 15,09

Agua destilada 1L
pH 7,3 0,2

Fonte: (ATLAS, 1995)

Tabela 6. Meio Sabouraud (SAB).

Componente

Peptona 10,09
Glicose 40,09
Agar 15,09
Agua destilada 1L

pH 6,5 +0,2
Fonte: (ATLAS, 1995)
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As linhagens foram mantidas a 4°C em placas de Petri contendo o meio TSA
(Tabela 5) ou SAB (Tabela 6), conforme a natureza do micro-organismo, acrescidas
de 1% (v/v) de bunker. Mensalmente, foram realizados repiques para renovar 0 meio

de cultivo e manter as linhagens nestas condic¢des.

4.5. Avaliacao de interacoes antagonicas entre as linhagens e composicao de

consorcios microbianos

As linhagens foram submetidas ao teste de antibiose, baseado no método de
Bauer et al (1966), para verificar a ocorréncia de interagdes antagbnicas entre elas.
Para isso, cada micro-organismo foi semeado em placas de Petri (d = 15 cm) com o
auxilio de swabs, contendo o meio apropriado para cada gurpo microbiano. Em
seguida, blocos de agar (J = 6 mm), contendo cada linhagem ja crescida a ser
testada, foram transferidos para as placas dos micro-organismos teste e dispostos
invertidos em posicées equidistantes, conforme a figura 2. As placas foram
incubadas a 30°C, sendo verificadas diariamente a ocorréncia ou nao da formacao
de halos de inibicdo em torno de cada bloco, indicando ocorréncia ou ndo de
antagonismo. Qualquer halo produzido, independente do seu diametro, foi
considerado como inibicdo. Posteriormente, consércios microbianos foram montados
de modo a n&o conter linhagens que apresentarem antagonismo. Um segundo
critério empregado na composicdo dos consoércios exigiu a presenca de bactérias,
levedura e fungos filamentosos, a fim de aumentar a possibilidade da degradacéo do
bunker, em funcéo da diversidade microbiana (GHAZALI et al., 2004).
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Figura 2 — Teste de antagonismo: linhagens dispostas em posi¢des equidistantes.

Micro-organismo teste crescido
na superficie do meio sdlido

4.6. Selecao do consorcio mais promissor

Para a selegdo do consoércio mais promissor quanto a capacidade em
degradar bunker, foram utilizados, separadamente, dois indicadores redox: 2,6-
diclorofenol-indofenol (DCPIP) e 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC). Estes
indicadores atuam como aceptores finais de elétrons, tendo a mesma fung¢do do
oxigénio no processo de oxidacao biolégica, sendo possivel prever se 0s consorcios
a serem testados sdo capazes de oxidar algum dos constituintes presentes no
bunker pela mudancga de coloragdo do meio de cultura (HANSON, DESAI e DESAI,
1993; GOMES et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2012). O DCPIP, quando reduzido,
muda a coloragdo do meio de azul para incolor. Ja o TCC, quando sofre redugao,
muda a coloragdo do meio de incolor para rosa. Os consércios foram cultivados em
frascos de Erlenmeyer (250 ml) contendo 50 ml de meio mineral de Biishnell-Haas
(BH), 0,25ml de DCPIP ou TTC e 1% (v/v) de bunker como Unica fonte de carbono,
submetidos a temperatura de 30£1°C sob agitacdo de 150rpm. Controle abidtico foi
utiizado em todos os ensaios. O consorcio que ocasionou a reducdo dos
indicadores mais rapido foi o selecionado para os testes subsequentes.

4.7. Aclimatacao do consorcio selecionado

As linhagens que compdem o consorcio microbiano selecionado foram

submetidas a um processo de aclimatagdo durante 21 dias, variando-se,
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simultaneamente, a concentracdo de bunker e de cloreto de sédio (NaCl) antes de
serem utilizadas nos ensaios de biodegradacéo. A aclimatagao para cada linhagem
foi realizada em frascos de Erlenmeyer (500mL) contendo o meio BH (tabela 4 do
item 4.4) com o pH inicial ajustado para 7.0, dois blocos de agar (9 = 6 mm) do
micro-organismo e concentracdes crescentes de bunker (1%, 2% e 3%, v/v) e de
NaCl (1%, 2% e 3%, p/v). Os frascos foram mantidos a temperatura de 30°C, sob
agitacao de 150rpm (Incubadora Tecnal, modelo TE-421, com agitador orbital) e as
transferéncias ocorreram a cada 7 dias, sendo transferido um volume do material
bioprocessado equivalente a 10% para compor o indculo da préxima condicdo. Apds
a etapa final, a biomassa e o pH foram avaliados. As linhagens aclimatadas foram
mantidas sob refrigeracédo a 4°C.

4.8. Ensaio prévio de biodegradacao

Para avaliar sua habilidade em crescer em bunker como Unica fonte de
carbono bem como caracterizar seu tempo médio de crescimento neste combustivel,
o consorcio selecionado foi cultivado em frascos de Erlenmeyer (500 ml) contendo o
meio mineral de Blshnell-Haas acrescido de NaCl (3%, p/v) e bunker (3%, v/v) e
incubado a 25°C sob agitagdo de 150 rpm durante 35 dias. As amostras foram
coletadas nos tempos: 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de experimento. O controle
consistiu do meio mineral BH acrescido de NaCl (3%, p/v) adicionado da fonte de
carbono sem a inoculagdo do consércio. O experimento foi realizado em duplicata.
Ao longo do ensaio foram realizadas determinacdes de biomassa e pH e ao final de
35 dias a degradacéao dos constituintes do bunker foram avaliados.

4.9. Planejamento experimental

Com o consorcio selecionado e aclimatado foi realizado um planejamento
experimental com o objetivo de elucidar quais as condicées que mais favorecem o
processo de biodegradacao do bunker. Para este fim, foi aplicado um planejamento
fatorial completo 2° com dois niveis (-1 e +1) sem réplicas e trés réplicas no ponto
central, gerando onze ensaios experimentais (Tabela 7). As variaveis independentes
estudadas nos ensaios (Tabela 8) foram as seguintes: temperatura, pH inicial e



33

relacao carbono/nitrogénio (C:N), as quais foram escolhidas com base nos trabalhos
relacionados com este tipo de combustivel (KIM et al, 2000; MULKINS-PHILLIPS &
STEWART, 1974; ZAJIC, SUPPLISSON, VOLESKY, 1974), e a variavel resposta foi
a porcentagem de biodegradacao dos constituintes do bunker.

Tabela 7 — Matriz com as condigdes experimentais das variaveis independentes

codificadas.

Ensaio Temperatura pH C:N
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0

10 0 0 0
11 0 0 0

Tabela 8 — Niveis das variaveis independentes utilizadas no planejamento

experimental 2°.

. Niveis
Variaveis
-1 0 + 1
Temperatura (°C) 25 30 35
pH inicial 6.0 7.0 8.0
Relacdo C:N 150:1 100:1 50:1

Para calcular as relacées C:N, foram consideradas a massa total de carbono e
de nitrogénio presentes no bunker, e a massa total de nitrogénio presente no nitrato
de amoénio (NH4sNO3), uma das substancias componentes do meio de Bushnell-
Haas (BH). Sendo assim, para saber a quantidade de NH4;NO3 a ser adicionada ao
meio mineral de BH de modo a obter as relacdes desejadas, foram utilizadas as
seguintes equacées:
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mN = mCb—X+mNb (1)
X
N+MM(NH,NO3)
m(NH,NOg) = = "= (@)

Onde:

mN = massa de nitrogénio desejada;

m Cb = massa total de carbono presente na amostra de bunker utilizada (2,589);

m Nb = massa total de nitrogénio presente na amostra de bunker utilizada
(0,00725q);

X =relagcao C:N desejada (150:1, 100:1 ou 50:1);

mM(NH4NO3) = massa de nitrato de aménio para compor o meio BH modificado;
MM(NH4NQO3) = massa molar do nitrato de aménio (80g/mol);

MMN = massa molar referente a dois atomos de nitrogénio presentes no nitrato de

aménio (28g/mol).

As massas totais ‘mCb’ e ‘mNb’ correspondem a um volume de 3ml de bunker

utilizado em cada ensaio. Estas massas foram obtidas da seguinte forma:

mb =Db*Vbh (3)

_ 9 _
mb = 0,9878 (mL) % 3mL = 2,9634g
100g bunker - — — — — — — — — — — — — 87,0938¢gC
2,9634g bunker - — — — — — — — — — — — — mCb
mCb = 2,58g
100g bunker - — — — — — — — — — — — — 0,2447gN
2,9634g bunker - — — — — — — — — — — — — mNb

mNb = 0,00725g

Onde:
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Dd = densidade do bunker;
mb = massa do bunker,
Vb = volume de bunker;

C = Carbono;

N = Nitrogénio;

Desse modo, empregando as equacdes 1 e 2, foram obtidas, para cada relacéao
C:N, concentractes de nitrato de aménio correspondentes a um volume de 97ml do
meio de Bushnell-Haas, ja que a concentracao de bunker deve ser de 3%. Portanto,
para 1000 ml do mesmo meio, as concentracées de nitrato de aménio foram iguais

as apresentadas na tabela 9 para cada meio modificado de Bushnell-Haas.

Tabela 9 — Meios de Bushnell-Haas (BH) modificados, com variagcdes nas

concentracdes da fonte de nitrogénio.

Componentes Concentragao (g/L)

/ C:N 150:1 100:1 50:1

KH,PO, 1,00 1,00 1,00
KoHPO, 1,00 1,00 1,00
NH;NO; 0,29 0,55 1,30
MgSO, 0,20 0,20 0,20
FeCls 0,05 0,05 0,05
CaCl, 0,02 0,02 0,02

pH=7,0+0.2

Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer (500mL), contendo
97ml do meio BH modificado, 3ml de bunker, 30g/L de NaCl, 1 bloco de gelose (D =
6mm) de cada micro-organismo do consércio. Os experimentos obedeceram as
condicdes do planejamento fatorial 2° (Tabelas 7 e 8) e foram submetidos & agitacao
de 150rpm durante 14 dias. Ao final dos ensaios, os resultados dos percentuais de
degradacao dos constituintes do bunker (variavel resposta) foram analisados pelo
software STATISTICA 10.0.
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4.10. Experimento em Biorreator

Apos ter selecionado as condigdes que mais favoreceram o processo de
biodegradacao do bunker pelo melhor consércio slecionado em frasco, procedeu-se
ao experimento em maior escala utilizando um biorreator de bancada, modelo BioFlo
110, da New Brunswick (Figura 3), dotado de controle de aeracao, agitacao, nivel de
espuma, temperatura e pH, cujas caracteristicas estdo sumarizadas na Tabela 10.
Os valores de temperatura, relacédo C:N e pH para este ensaio foram estabelecidos
a partir do melhor resultado obtido no planejamento fatorial em frascos.

Figura 3 — Biorreator de bancada, modelo BioFlo 110, da New Brunswick

Company FS-5.
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Tabela 10. Principais caracg.teristicas do biorreator BioFlo 110, New Brunswick Company.

Caracteristicas Valores e faixas de operagéo
Altura da cuba 49,5 cm

Diametro da cuba 29 cm

Volume total 7,5L

Volume util 1,5L—-5,6L

Peso do vaso 18 kg

Faixa de temperatura 5°C —-70°C

Vazao maxima de ar 11.000 cm3/min

Velocidade de agitagéao 30 — 1200 rpm

O ensaio foi realizado por 24 dias empregando-se as condicées e parametros
sumarizados na Tabela 11. O in6culo foi obtido a partir de ensaio prévio com o
consorcio selecionado durante sete dias, nas mesmas condi¢des do experimento em

biorreator.

Tabela 11. Par@metros e condigbes empregadas no experimento de degradagdo em

biorreator.
Parametros Valores
Taxa especifica de aeragao 1 v.v.m.
Volume de bunker (3%, Vv/v) 120 mL
Volume do inéculo (10%, v/v) 400 mL
Volume do meio BH modificado + NaCl (3%) 3480 mL
Volume da amostra 40 mL
Intervalo de amostragem 3 dias
Velocidade de agitacao 500 rpm
Temperatura 25°C
Relagéao C:N 150:1
pH ajustado 6,0

Com a finalidade de se retirar amostras representativas durante os
procedimentos de amostragem, minutos antes da retirada de cada amostra, a
agitacao foi elevada para 700 rpm, visando, assim, reduzir a heterogeneidade do
meio. Para monitorar o tratamento biolégico do bunker, foram realizadas
determinacées de biomassa através do método do peso seco do consoércio
selecionado. Ao final do experimento, avaliou-se a degradacdo do poluente por
cromatografia gasosa.
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4.11. Avaliacao da biomassa nos ensaios

A biomassa das linhagens e do consércio em todos os ensaios foi
determinada por gravimetria pela técnica de peso seco. Aliguotas das amostras do
meio, apo6s o0 processo de biodegradacdo, foram filtradas em membranas de
porosidade (&) igual a 0,22um. As membranas com a biomassa retida foram
colocadas em placas de Petri previamente pesadas e levadas a estufa a uma
temperatura de 80°C durante 24h. Apls este periodo, foram colocadas em
dessecador por mais 30mim, e depois foram pesadas até peso constante. O
conteudo em biomassa foi calculado pela diferenca entre o peso final e inicial das
placas de Petri contendo as membranas com relagdo a cada aliquota utilizada. Em
seguida, os valores obtidos foram transformados em g/L tomando-se o volume da
aliquota correspondente.

4.12. pH

Durante os ensaios em frascos, o pH foi medido usando um potenciémetro
digital (DIGIMED® modelo DM — 21).

4.13. indice de emulsificacao

A avaliacdo do indice de emulsificacdo foi realizada apdés a filtracdo das
amostras em membrana, conforme descrito no item 4.12, ao final de cada ensaio.
Aliquotas de 2 mL de meio foram agitadas com 2 mL de querosene em tubos de
ensaio (100 mm x 15 mm) por 2 mim, utilizando um agitador de tubos. A estabilidade
da emulsificacdo foi determinada ap6s 24 h (COOPER e GOLDENBERGER, 1987) e
o indice de emulsificacao foi determinado, segundo a equagéo abaixo:

E(24)% = (g) x100  (4)

Onde:
E (24)% = indice de emulsificacao medido apds 24 h;
A = altura do 6leo emulsionado;

B = altura total do liquido do tubo.
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4.14. Técnicas analiticas utilizadas no preparo das amostras para

cromatografia.

Ao final dos ensaios de biodegradacédo, o meio residual foi submetido ao
processo de extracao liquido-liquido. Cada amostra residual foi colocada em um funil
de separacao, seguida da adicdo de 100 ml de hexano. O sistema foi agitado por
dois minutos, abrindo-se periodicamente a valvula para a saida de gases e deixando
0 sistema em repouso para ocorrer a separagao das fases. A fase organica foi
separada e se adicionou sulfato de sédio anidro para a retirada da umidade residual,
e posteiormente, foi filtrada com papel de filtro faixa branca para a remocao de
residuos. O extrato final foi mantido em frasco ambar até ser utilizado na préxima
etapa.

A fase de clean up (Figura 4), foi realizada em colunas de vidro empacotadas
com silica gel ativada a 800°C em forno mufla durante 1h. Nessa etapa, o extrato foi
separado em fracoes de hidrocarbonetos saturados e aromaticos. Inicialmente, a
coluna foi eluida com 60 mL de hexano a fim de condiciona-la. Ap6s essa operacao,
a fracdo de saturados foi eluida com 60 mL de hexano, seguido pela eluicdo da
fracdo de aromaticos com 60 mL de diclorometano. Cada fracdo foi recolhida em
frascos ambar, concentrada em fluxo de nitrogénio e mantidas sob refrigeracéo (4°C

- 10°C) até ser injetada no cromatografo gasoso.
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Figura 4 — Aspecto da coluna de vidro empacotada com silica gel apds a separacao das

fragcdes de hidrocarbonetos saturados e aromaticos.

Apbs o clean up, as fracdes, saturada e aromatica, de cada amostra,
seguiram para a analise cromatografica. Para este fim, foi utilizado um cromatdgrafo
gasoso acoplado a espectrdmetro de massa (CG — EM), marca Shimadzu®, modelo
17A/QP5050A (Figura 5). Os percentuais de degradacdo dos constituintes que
compbem as fracbes saturada e aromética foram calculados em funcdo do
decréscimo dos picos de concentracdo em funcdo do tempo de retencdo. As
condicOes operacionais da analise cromatografica estdo sumarizadas na tabela 12.
Utilizou-se uma coluna VB-5 (30 m x 0,25 mm) e o espectrobmetro de massa com
ionizacao elétrica e detector do tipo Multiplicador secundario de elétrons operou com
ionizagao por impacto de elétrons de 70 eV, temperatura da fonte de ions de 290°C
e varredura entre 35 — 500 m/z.



Figura 5 — Cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrometro de massa.
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Tabela 12 — Condi¢oes operacionais empregadas nas andlises cromatograficas do bunker.

Parametros Descricédo / Valores
Temperatura inicial de inje¢ao (°C) 290

Temperatura da interface (°C) 290

Modo de controle Split

Presséo de entrada (Kpa) 454

Fluxo da coluna (mL/min) 1

Velocidade linear (cm/seg) 35,2

Fluxo total (mL/min) 102,1

Gas de arraste Hélio

Volume injetado (uL) 1

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao quimica da amostra de bunker
Os resultados da andlise quimica elementar do bunker estao apresentados na

Tabela 13. A analise revela que a amostra de ndo possui alguma fonte de enxofre,

ou seja, compostos polares sulfurados, e possui baixas quantidades de nitrogénio.

Tabela 13 — Resultados da andlise quimica elementar da amostra de bunker MF — 380.

Elementos analisados Porcentagem em massa (%)
C 87,0938
H 11,3164
N 0,2447
S* 0,0000

* Nao foi detectado presenca de enxofre.
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5.2. Avaliacao de interacoes antagonicas entre as linhagens e composicao de

consorcios microbianos

Observou-se que 85% dos micro-organismos testados apresentaram reacao
antag6nica contra pelo menos um dentre os testados (Figura 6).

Figura 6 — Resultados do teste de antagonismo. Os quadrados marcados estéo indicando,
simultaneamente, as linhagens que provocaram inibigéo (situadas a esquerda) e as que
sofreram inibi¢do (situadas na parte superior).

prol\-lrt:laarg?rr\‘isn?l;jiz‘éo, l Linhagens que sofreram inibicdo, semeadas como tapete
colocadas na forma de
blocos de agar P11B1 | P11B2 | P11B3 | P11B4 | P11B5 | P12 | P13F2A | P13F2B P132 P12F4B P22F2A | P22F2B | P23F4
P11B1
P11B2 X
BACTERIAS P11B3 X X X
P11B4 X X
P11B5 X
LEVEDURA P12 X
P13F2A X
P13F2B X X X
P132
FILAMENTOSOS | P12F4B X X X X
P22F2A X X X
P22F2B X X X X X
P23F4 X X X X

Dentre as linhagens estudadas, as Unicas que nao provocaram qualquer tipo
de inibicAo aos demais micro-organismos foram: a bactéria P11B1 e o fungo
filamentoso P132. As linhagens que nao sofreram qualquer inibicdo foram: as
bactérias P11B1 e P11B5, a levedura P12 e o fungo filamentoso P22F2B (Figura 6).
As figuras 7 e 8 ilustram os aspectos dos halos de inibicdo quando o “tapete”
microbiano € constituido por uma bactéria e por um fungo filamentoso,

respectivamente.
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Figura 7 — Halo de inibigcdo ao redor do bloco de agar, evidenciando reacao antagénica do
fungo P12F4B contra a bactéria P11B4.

Fungo P12F4B

Bactéria P11B4 (TSA)

Figura 8 — Aspecto do halo de inibi¢cao formado ao redor dos blocos de agar das linhagens
que apresentaram reagao antagdnica contra o fungo P132 listadas na figura 6. A — Verso da
placa. B — Reverso da placa.

Halo Formado Sem formacido de Halo

Fungo Filamentoso P132 tapete
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A ocorréncia de halos de inibicdo evidencia interacbes antagbnicas,
provavelmente, devido a producdo de metabdlitos com atividade antimicrobiana,
capazes de inibir o crescimento de outros micro-organismos. Norman et al (2004)
estudaram um desses metabdlitos, a piocianina, que é produzida por Pseudomonas
aeruginosa, uma linhagem com capacidade para degradar n-alcanos,
frequentemente isolada de locais contaminados por petroderivados, com a finalidade
de melhorar sua competitividade e sobrevivéncia em varios ambientes. A piocianina
€ um pigmento capaz de inibir o crescimento de outros micro-organismos. Estes
autores monitoraram durante 50 dias o efeito desse metabdlito sobre uma
comunidade microbiana crescendo em (1%) de dleo cru e obtiveram uma reducéo
especifica na degradacado de HPAs, além de um decréscimo na diversidade dessa
comunidade, em relacédo ao controle que estava sem piocianina.

Portanto, linhagens com interagdo antagdnica ndao devem ser montados em
consércio, visto que isto inviabilizaria a sua aplicacdo em processos de
biorremediacdo. Este critério de selecdo € de suma importancia, uma vez que
permite obter consorcios microbianos onde 0s micro-organismos possam crescer e
atuar de forma sinérgica, potencializando a degradagcdo do dleo e,
consequentemente, descontaminar o ambiente (ALVAREZ, 2007). Estudos
posteriores sd0 necessarios para que se possa avaliar 0 mecanismo e o espectro de
acao dos metabdlitos, bem como estes influenciam na capacidade de degradacao
de poluentes pelas comunidades microbianas.

Com base nos resultados apresentados na Figura 6, foi possivel compor oito
diferentes consércios (Tabela 14), a serem avaliados em testes posteriores, levando-
se em consideracao os critérios previamente estabelecidos para a composi¢ao de

consorcios.
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Tabela 14 — Consércios microbianos mistos montados conforme os resultados do teste de

antagonismos e seguindo os critérios ja estabelecidos.

Micro-organismos envolvidos

Consoreios Bactérias Levedura Fungos filamentosos
C1 P11B1 P11B4 P12 P13F2B P132
C2 P11B1 P11B2 P12 P13F2B P132
C3 P11B1 P11B3 P11B4 P11B5 P12 P22F2A
C4 P11B1 P11B3 P11B5 P12 P12F4B
C5 P11B1 P11B3 P11B5 P12 P22F2A P22F2B
C6 P11B1 P11B3 P11B5 P12 P22F2A P23F4
C7 P11B1 P11B4 P11B5 P12 P22F2A P22F2B
C8 P11B1 P11B4 P11B5 P12 P22F2A P23F4

5.3. Selecao do consorcio mais promissor

Dos oito consércios testados (Tabela 14), o consorcio C5 foi o selecionado

por ter causado a completa mudancga de cor do meio de cultivo apés 48h (meio de
BH com o indicador redox DCPIP) e 72h (meio de BH com o indicador redox TTC),
respectivamente (Figura 9). Os outros consorcios provocaram a reducdo dos

indicadores testados em um periodo de tempo igual ou superior ao do consércio

selecionado (Tabela 15).
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Figura 9 — Resultado da reducao dos indicadores para o consorcio C5 selecionado. A —
Viragem do indicador DCPIP de azul para incolor apés 48h. Notar controle abiético com
coloracao azul (a esquerda, sem viragem). B — Viragem do indicador TTC de incolor para
rosa apos 72h. Notar controle abi6tico sem coloragcao (a esquerda, sem viragem).
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Tabela 15 — Resultado da sele¢cao do consorcio mais promissor.

Indicadores redox

Consorcios DCPIP TTC
C1 ++++ +
C2 ++ ++
C3 ++++ ++
C4 ++ -
C5 +4+++ +4++
C6 +++ ++
C7 +++ +
C8 ++++ ++

Tempo de reducgao do indicador. ++++: apos 48h. +++: apds 72h. ++: apds 120h. +:
apds 144h. - : ndo houve viragem do indicador.

Diversos autores tém reportado o uso de indicadores redox, tais como o
DCPIP e o TTC, para avaliar a habilidade de diversos micro-organismos em
degradar hidrocarbonetos de forma isolada (HANSON, DESAI e DESAI, 1993;
GOMES et al, 2009; CERQUEIRA et al, 2012). Neste trabalho, optou-se por
selecionar 0s micro-organismos nao isoladamente, mas em consércio, como
alternativa interessante por dois motivos: (1) em consércio, hd um maior espectro
enzimatico atuando na degradacao (GHAZALI et al., 2004), uma vez que envolve a
expressdao metabdlica de micro-organismos pertencentes a taxons distintos, tais
como bactérias e fungos; (2) devido a sua composicdo quimica complexa, o bunker
€ lentamente degradado no ambiente (MOHR, LASLEY e BURSIAN, 2008;
SCHWARTZ et al., 2004). Portanto, micro-organismos consorciados aumentam a
possibilidade de degradagdo do bunker, atuando de varias maneiras sobre as

diferentes fracoes deste combustivel maritimo.
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5.4. Composicao do Inéculo
Na Tabela 16 esta apresentada a biomassa estimada de cada bloco de agar

circular para cada linhagem do consorcio C5 selecionado.

Tabela 16 — Biomassa estimada para cada bloco de agar circular das linhagens que

compdem o consorcio C5.

Linhagens Biomassa (g) do bloco de agar (@ = 6 mm)
P11B1 0,00014 + 0,000004

P11B3 0,000138 + 0,000026

P11B5 0,000446 + 0,0001

P12 0,000751 + 000035

P22F2A 0,00035 + 00007

P22F2B 0,000066 + 000037

Com base na tabela 16, a biomassa inicial estimada para o consoércio C5 é de
0,002g.

5.5. Aclimatacao das linhagens do consoércio C5

Os ensaios de aclimatacao das linhagens que compdéem o consércio C5 ao
bunker é de extrema necessidade, pois esse 6leo combustivel é de composicao
bastante complexa, sendo rico em hidrocarbonetos recalcitrantes, tais como HPAs e
substancias polares. Por outro lado, a aclimatacdo das linhagens a salinidade
semelhante a da agua do mar é importante para manter as linhagens nas suas
condi¢des de origem visando a essa aplicabilidade em ambientes marinhos.

Os resultados obtidos ao final dos experimentos de aclimatagdo estédo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Perfis de biomassa e pH das linhagens do consércio C5, apds 21dias de
aclimatagcao nas concentracées crescentes de bunker (1% a 3%, v/v) e de NaCl (1% a 3%,

p/v).
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Linhagens do consércio C5

Péde-se observar que as linhagens foram capazes de produzir biomassa e
diminuir o pH inicial do meio durante o processo de aclimatagéo a teores crescentes
de bunker (1% a 3%, v/v) e de NaCl (1% a 3%, p/v), sugerindo que estas cepas sao
capazes de degradar o combustivel em questao e usa-lo como fonte de carbono e
energia. A diminuicdo do pH do meio € provavelmente devido a producédo de
metabolitos acidos, decorrentes do processo de biodegradacgdo, o qual leva a um
acumulo de acidos organicos e consequentemente queda do pH (GOMES, 2004;
GADD, 2000). Diversos autores tém apontado que a adaptacdo de culturas
microbianas ao poluente é preponderante no processo de biodegradagdo de
hidrocarbonetos e resulta em um aumento do potencial de oxidacdo e consequente
aumento da taxa de degradacado (SALLEH et al., 2003; AAMAND, JORGENSEN e
JENSEN, 1989; MIRANDA et al., 2007; LEAHY e COLWELL, 1990).
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Vale ressaltar que, neste trabalho, a aclimatagdo das linhagens até a
concentracao de 30g/L (3%, p/v) de NaCl se deu pelo fato de terem sido isoladas de
ambiente marinho, mais precisamente da area de estuario da regido portuaria de
Suape, cuja salinidade total S(%.) maxima da agua neste local varia entre 36,45S e
37,18S entre os periodos chuvoso e seco, respectivamente (KOENING et al, 2002).
Para efeito de calculo, como a maior parte da salinidade da dgua do mar se deve ao
cloreto de sédio, que representa 84,4% em peso de todos os sais dissolvidos (LALY
& PARSONS, 1993), a quantidade de NaCl para esta area, entre os periodos
chuvoso e seco, varia entre 30,76%. € 31,38%. (ou 3,08% e 3,1%) respectivamente,

0 que equivale a aproximadamente 30g/L de NaCl.

5.6. Ensaio prévio de biodegradacao

A Figura 11 mostra o perfil de crescimento do consércio C5 bem como os
valores de pH do meio. A biomassa inicialmente cresceu de 0,04 a 0,11g/L durante
os primeiros sete dias. Apds esse periodo o consércio C5 apresentou um lento
crescimento, alcangando um conteudo em biomassa de apenas 0,135¢g/L no 212 dia.
Em seguida, aumentou sua biomassa significativamente para 0,21g/L no 35° dia de
experimento, evidenciando duas fases distintas de crescimento separadas por um
periodo de adaptacdo, o que sugere um comportamento diduxico. A Figura 12
apresenta os perfis de degradacdo de alguns dos constituintes alifaticos e
aromaticos presentes no bunker apés os 35 dias do experimento. Com relacao aos
hidrocarbonetos alifaticos, obteve-se degradacdao de 92,97% para o tridecano,
82,54% para o tetradecano, 74,39% para o pentadecano, 87,95% para o
hexadecano e 71,73% para o octadecano. Com relacdo aos HPAs, obteve-se
degradacao de 45,42% para o acenaftileno, 46% para o fluoreno, 36,94% para o

fenantreno, 42,06% para o benzo [a] pireno e 33,67% para o pireno.
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Figura 11 — Perfil de crescimento do consoércio C5 submetido ao ensaio prévio de
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Dada a grande diversidade de hidrocarbonetos presentes no bunker,

provavelmente a maior parte dos constituintes deste 06leo responsavel pelo

crescimento do consoércio C5 na primeira fase nao fosse a mesma utilizada na

segunda fase de crescimento, o que explica o comportamento diauxico observado.

Neste caso, como mostrado na Figura 12, os constituintes alifaticos do bunker

provavelmente foram consumidos, na sua maioria, na primeira fase, enquanto que

os HPAs comecgaram a ser consumidos, em grande parte, na segunda fase.
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Figura 12 — Perfil de degradacao de hidrocarbonetos pelo consércio C5 apés 35 dias do

ensaio.
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Hidrocarbonetos

Ha varias explicacbes possiveis para o comportamento diduxico. A mais
simples é a de que a fase de adaptagédo representa um periodo durante o qual
enzimas estdo sendo sintetizadas para metabolizar completamente os acidos
organicos que se acumularam no meio durante a primeira fase de crescimento
(SARIASLANI, HARPER e HIGGINS, 1974). Esse acumulo de acidos organicos
pode ser evidenciado pela queda brusca de pH observado durante a primeira fase
de crescimento (Figura 11).

De um modo geral, o consorcio C5 alcancou degradacao dos constituintes
alifaticos e aromaticos acima de 70% e de 30%, respectivamente (Figura 12). Como
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regra geral, n-alcanos sdo mais biodegradaveis do que os alcanos ramificados, que
por sua vez sdo mais biodegradaveis do que os aromaticos monociclicos, que por
fim sdo mais biodegradaveis do que hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs)
(GOMES et al., 2009). No entanto, alcanos de cadeia muito longa e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos sdo geralmente considerados de baixa biodegradabilidade
devido a sua maior hidrofobicidade (ZHANG et al., 2011).

Ainda com relagdao ao crescimento do consorcio C5, pode-se observar que
nao houve uma fase lag aparente (Figura 11), demonstrando que a execucao prévia
de um processo de aclimatacdo € de suma importancia para aumentar a eficiéncia
da taxa de degradacdo nos ensaios subsequentes. De acordo com os estudos de
AAMAND et al (1989), a duracdo da fase lag esta relacionada com o grau de
adaptacao a exposicado prévia aos hidrocarbonetos. Também ¢é possivel observar
que ao 35° dia de experimento o consércio C5 ainda estava crescendo, sugerindo
que 6leos combustiveis complexos, tais como o bunker, necessitam de um intervalo
de tempo maior para serem efetivamente degradados. Alguns autores investigaram
a biodegradacao de bunker tém relatado intervalos de varias semanas para uma
degradacao ou transformacao aparente deste combustivel (MULKINS-PHILLIPS e
STEWART, 1974; HUA, 2006; RICHMOND et al., 2001).

ZAJIC et al (1974), avaliando o crescimento de trés bactérias quanto a
biodegradacao de bunker C (1%, v/v), durante um periodo de 15 dias em condi¢des
similares as deste ensaio, observaram que, dos componentes majoritarios do
bunker, somente a fracao alifatica decresceu durante a biodegradacao, enquanto a
fracdo aromatica permaneceu praticamente intacta. RICHMOND et al (2001)
avaliaram o potencial de mineralizacdo de constituintes do bunker C (1%, v/v) por
micro-organismos isolados da areia de praia contaminada com este combustivel.
Apés 21 dias de incubacao em meio BH contendo 3% (p/v) de NaCl e 1% de bunker
como unica fonte de carbono, obtiveram uma degradacdo expressiva de
hexadecano, seguida de uma degradacao sutil de fenantreno, no entanto, sem
degradacao aparente de pireno e fluoreno. Esses autores concluiram que devido a
recalcitrancia dos HPAs, ensaio com maior tempo de incubacao € necessario para

permitir um aumento na mineralizacao desses compostos.
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5.7. Planejamento Experimental

Na Figura 13 estdo apresentados os resultados dos percentuais de
degradacdao de constituintes do bunker que foram analisados, referentes ao o
planejamento experimental dos onze ensaios. Pode-se observar que, de um modo
geral, todos os hidrocarbonetos investigados pela analise cromatografica (decano,
undecano, tridecano, tetradecano, pentadecano e naftaleno) apresentaram
degradacao acima de 70% em todos os ensaios.

Figura 13 — Percentuais de degradacao de hidrocarbonetos pelo consércio C5 obtidos nos

ensaios do planejamento experimental 2°.
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A Tabela 17 apresenta a matriz estendida do planejamento experimental,
considerando a degradacéo total dos hidrocarbonetos analisados (Figura 13) para
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cada ensaio. Os simbolos -1, +1 e 0 que aparecem na frente dos valores reais
indicam os niveis inferior, superior e do ponto central das variadveis codificadas,

respectivamente.

Tabela 17 — Valores de degradagéo total de hidrocarbonetos pelo consorcio C5 para os

niveis das variaveis do planejamento experimental 2°.

Ensaio  Temperatura (°C) pH Relagédo C:N Degradacao total(%)

1 -1 (25) 1) -1(150:1) 93,53
2 1 (35) 1) -1(150:1) 87,68
3 -1 (25) 1(8)  -1(150:1) 91,87
4 1 (35) 1(8)  -1(150:1) 86,29
5 -1 (25) -1 (6) 1 (50:1) 87,65
6 1 (35) -1 (6) 1 (50:1) 82,72
7 -1 (25) 1(8) 1 (50:1) 83,42
8 1 (35) 1(8) 1 (50:1) 79,53
9 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 85,63
10 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 84,38
11 0 (30) 0 (7) 0 (100:1) 87,12

Pode-se observar que a variacdo nas condi¢cdes dos ensaios pertencentes ao
planejamento experimental ocasionou mudancas no percentual de degradacao total
de hidrocarbonetos, e identificou-se que as condicbes mais favoraveis para a
degradacao do bunker foram aquelas empregadas no ensaio 1 (Temperatura =
25°C, pH = 6, relagao C:N = 150:1), ou seja, nos niveis inferiores. Como uma andlise
de significancia das variaveis e de seus efeitos de interagdo € necessaria para uma
interpretacdo mais completa dos resultados obtidos, gerou-se um diagrama de
Pareto (Figura 14). Neste diagrama, a linha vermelha representa o nivel de
significancia de 95% (p=0,05). Quanto mais a direita desta linha estiverem as barras,
mais estatisticamente significativos serdo os efeitos das variaveis e da interagao
entre elas sobre o processo de biodegradacéo.

No diagrama de Pareto pode-se observar que os efeitos das variaveis relacao
C:N, temperatura e pH foram estatisticamente significativas, enquanto que os efeitos
das interacdes entre as variaveis nao apresentaram significancia estatistica ao nivel
de confianca de 95% (p=0,05).
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Figura 14 — Diagrama de Pareto, mostrando os efeitos das variaveis estudadas e de suas
interacdes ao nivel de significancia de 95% (p=0,05).
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A relacao C:N foi a variavel que apresentou maior efeito sobre a degradacgao
dos constituintes do bunker analisados, e juntamente com as variaveis temperatura
e pH, apresentou valores negativos para os efeitos, o que significa que a variavel
resposta (% degradacdo) apresenta melhores resultados quando as variaveis
independentes (relagéo C:N, temperatura e pH) foram mantidas no seu nivel inferior
(-1), o que explica o ensaio 1 ter apresentado o melhor resultado para a variavel
resposta (Tabela 17).

Curvas de contorno (Figuras 15 a 17) foram empregadas para examinar os
efeitos das interacbes entre as varidveis sobre o processo de biodegradacéo,
embora estes efeitos ndo tenham apresentado significancia estatistica, conforme o
diagrama de Pareto (Figura 14). Nas figuras 15 a 17, a melhor resposta esta
concentrada na regido vermelha mais escura da superficie e os valores -1, 0 e +1 na

escala representam os niveis das variaveis codificadas.
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Figura 15 — Curvas de contorno para o efeito do pH e da temperatura sobre a degradacao

do bunker.

Figura 16 — Curvas de contorno para o efeito da relagdo C:N e da temperatura sobre
a degradacao do bunker.
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Figura 17 — Curvas de contorno para o efeito da relagdo C:N e do pH sobre a degradagao do

bunker.
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Pode-se observar pelas curvas de contorno que, de um modo geral, a variavel
resposta (% degradacdo) obteve os melhores resultados quando as interagdes,
entre as variaveis pH e temperatura; relacao C:N e temperatura; e relagcao C:N e pH
foram estabelecidas nos seus niveis inferiores, corroborando com os resultados
obtidos no diagrama de Pareto.

Em diversos trabalhos, a relacao C:N foi encontrada como um dos fatores que
mais favoreceu o processo de degradacdo de hidrocarbonetos (MOLINA-
BARAHONA et al.,, 2004; SASAKI et al.,, 2003; SILVA, 2012). No entanto, a
suplementacao de N para compor esta relacdo deve ser a mais apropriada para a
concentracdo de Oleo utilizada, pois um fornecimento excessivo pode ser
desfavoravel ao processo de degradacao (MARTINS et al., 2012; TRINDADE et al.,
2002; WALWORTH et al., 2007). Ururahy (1998), testando o efeito de duas relagdes
C:N (50:1 e 100:1) sobre a degradacao de diferentes concentracées de borra oleosa
(5% e 10%) proveniente de refinaria, obteve, como resultado, que a maior relagao
C:N foi a que mais favoreceu a degradacdo dessa fonte oleosa. Trindade et al
(2002) obtiveram o mesmo resultado quando testaram diferentes relagdes C:N
(100:1,25 e 100:5) sobre a eficiéncia de remocao de hidrocarbonetos de um solo

contaminado, € a menor relagao provocou um efeito inibitério sobre o processo. No
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presente estudo, é bem provavel que os compostos recalcitrantes presentes no éleo
combustivel maritimo tenham mascarado a quantidade de C realmente assimilavel,
tornando a quantidade de N excessiva na relacdo C:N, alterando o “balanco”
nutricional, o que explica a relacdo de 150:1 ter favorecido mais a degradacao dos
constituintes do bunker.

A temperatura do meio varia em funcdo do ambiente e da sazonalidade, e
afeta tanto a solubilidade quanto as propriedades do 6leo derramado, refletindo, por
sua vez, na resposta fisiolégica dos micro-organismos envolvidos (DAS e
CHANDRAN, 2011; GOMES, 2004; LEAHY e COLWELL, 1990). No caso da regiao
portudria de Suape — PE, mais especificamente na area de estuario do rio lpojuca
cujas as linhagens deste trabalho foram isoladas, a temperatura média anual é em
torno de 24°C (KOENING et al., 2002), coincidindo com o valor apontado como o
mais favoravel pelo planejamento experimental (25°C) para a degradacao do bunker.
SIVA (2012), também utilizando micro-organismos isolados da regido de Suape —
PE, investigou, como uma das variaveis de um planejamento fatorial 2%, a influéncia
da temperatura (25°C; 30°C; e 35°C; niveis inferior, ponto central e superior,
respectivamente) sobre a degradacdo de d6leo Diesel, obtendo também o nivel
inferior como 0 mais promissor para 0 processo.

Segundo Leahy e Colwell (1990), valores de pH entre 6,0 e 8,0 sdo os mais
favoraveis para a agao de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos do
petréleo, embora os fungos sejam os mais tolerantes a condicbes acidas. Pelas
curvas de contorno mostradas nas Figuras 15 e 17, pode-se observar que o0s
melhores resultados para a variavel resposta, com relagdo ao pH, estao distribuidos,
na sua maior parte, entre os niveis inferior (-1) e central (0), mostrando que embora
esta variavel tenha sido estatisticamente significativa, os valores para degradacao
estdo melhor distribuidos entre seus niveis (principalmente entre pH 6,0 e 7,0,
respectivamente), diferente do que se observa para as outras variaveis estudadas,
sugerindo que esta variavel oferece uma flexibilidade maior com relacdo a acao
microbiana.

Com base nos efeitos significativos apresentados pelo Diagrama de Pareto,
foi proposto um modelo parametrizado pelo método de regressdo multipla para

descrever os dados experimentais, obtendo-se a seguinte equagao:
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Y = 86,34727 — 2,53125X; — 1,30875X» — 3,25625X5 (4)

Onde Y é a variavel resposta (% degradacao) e Xi, Xo € X3 sdo as variaveis
independentes codificadas (relagcdo C:N, temperatura e pH, respectivamente). A
analise de variancia (Tabela 18) traz os dados a respeito da significancia estatistica
para este modelo. Na Tabela 19 podem ser visualizados os coeficientes de
regressao que representam os valores das constantes relacionadas com os termos
lineares do modelo, os quais foram considerados baseando-se nos testes t e p.
Pode-se observar que somente os valores em vermelho para os coeficientes de
regressao foram considerados no modelo proposto, uma vez que somente estes

valores é que foram estatisticamente significativos a um nivel de confianca a = 95%.

Tabela 18 — Teste ANOVA para os parametros estimados.

Soma Graus de Média
quadratica liberdade Quadratica p

Temperatura 51,2578 1 51,25781 37,19224 0,003657

Fator

pH 13,7026 1 13,70261  9,94250 0,034409
C:N 84,8253 1 84,82531 61,54853 0,001426
Temperatura x pH 0,2145 1 0,21451 0,15565 0,713326
Temperatura x C:N 0,8515 1 0,85151 0,61785 0,475798
pH x C:N 2,3871 1 2,38711 1,73207 0,258500

Erro 5,5127 4 1,37819

Soma quadrética total 158,7516 10
Valores em vermelho foram estatisticamente significativos para um nivel de confianca a =

95%.

Tabela 19 — Coeficientes de regressao para o modelo proposto.

Coeficientes de Desvio

Fator regressao padrédo Teste't P
Média 86,34727 0,353963 243,9445 0,000000
Temperatura -2,53125 0,415058 -6,0985 0,003657
pH -1,30875 0,415058 -3,1532  0,034409
C:N -3,25625 0,415058 -7,8453 0,001426
Temperatura x pH 0,16375 0,415058 0,3945 0,713326
Temperatura x C:N 0,32625 0,415058 0,7860 0,475798
pH x C:N -0,54625 0,415058 -1,3161  0,258500

Valores em vermelho foram estatisticamente significativos para um nivel de confianga a =
95%.
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O modelo também foi examinado pelo coeficiente de determinacao ajustado,
R? = 0,9193, o qual sugere que 91,93% por cento das variagdes observadas sio
atribuidas as variaveis estudadas. Por outro lado, 8,07% das variacbes observadas
nao puderam ser explicadas pelo mesmo modelo, sugerindo que outras variaveis
também poderiam ser investigadas com relacdo a influéncia na degradagdo dos
constituintes do bunker analisados. A Figura 18 esta mostrando os dados conflitados
entre os valores da variavel resposta preditos pelo modelo e os valores observados
no planejamento experimental. P6de-se observar que houve um bom nivel de
correlacdo entre os valores observados e previstos, indicando um bom ajuste do

modelo proposto.

Figura 18 — Valores preditos pelo modelo proposto x valores observados.
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5.9. Experimento em Biorreator

A Figura 19 mostra o perfil de crescimento do consércio C5 durante o ensaio

em biorreator.

Figura 19 — Perfil de crescimento do consoércio C5 no ensaio em biorreator contendo 3%
(v/v) de bunker e 3% (p/v) de NaCl.
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O perfil de biomassa para o consoércio C5 no ensaio em biorreator apresentou
inicialmente uma fase lag durando pelo menos 6 dias, ap6s esse periodo exibiu o
que novamente sugere ser um crescimento diauxico: passou de 0,013g/L para
0,103g/L no 9° dia, ou seja, um crescimento de quase 10 vezes, em seguida, uma
fase lenta de crescimento até o 12° dia (0,123¢g/L), e outra vez um crescimento
rapido até o 152 dia (0,33¢g/L). Posteriormente sofreu um pequeno declinio até o 21°
dia (0,28g/L), e depois ascendeu novamente, alcangando o valor de 0,32g/L ao final
de 24 dias de experimento.

Possivelmente a fase /lag observada no inicio do crescimento esteve mais

relacionada ao aumento de escala, proporcionado pelo experimento em biorreator,
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visto que o consorcio C5 ja havia sido aclimatado ao bunker e mostrou-se bem
adaptado no ensaio prévio de degradacao, sem evidéncia de uma fase lag aparente.
Isto pode estar relacionado com os efeitos de heterogeneidade e de limite de difusdo
intrinsecos de um aumento de escala (KRISTENSEN et al, 2010), além do fato de o
consércio C5 nao ter sido gradualmente submetido a um aumento de escala.
Mahanty et al (2008), avaliando a degradacdo de pireno pela linhagem
Mycobacterium frederiksbergense em biorreator de sistema bifasico, também atribuiu
a fase lag de 7dias ao sistema utilizado, uma vez que a bactéria j& havia sido
avaliada quanto a degradacao do pireno, apresentando excelente desempenho.

O pequeno declinio da populagdo microbiana, observado a partir do 152 dia,
estd muito provavelmente relacionado ao aparecimento de moléculas
biotransformadas nas fases anteriores, resultantes do metabolismo microbiano,
possivelmente com acentuada toxicidade (MELO, 2004).

No experimento prévio de degradacédo de bunker em frascos (Figura 11), o
consoércio C5 alcancou crescimento maximo de 0,21g/L no 35° dia de ensaio
enquanto que em biorreator (Figura 19), o0 mesmo consoércio ja havia alcancado
0,33g/L somente no 15° dia. Como pode ser observado, o consércio C5 teve seu
crescimento otimizado no sistema em biorreator em comparagcédo ao ensaio prévio de
degradacao em frascos, além de haver uma reducado no tempo de biotratamento.
Isto demonstra a vantagem de se empregar sistemas de biorreator, os quais
assumem as configuracées desejadas e, assim, permitem um maior controle das
condigdes otimizadas que mais favorecem ao bioprocesso (SILVA, 2012).

A figura 20 mostra o aspecto do bunker ao longo do ensaio em biorreator.
Péde-se observar que houve uma mudancga de coloragdo gradativa do bunker para
marrom, além de uma diminuicdo notavel deste 6leo no meio. Melo (2004),
realizando o biotratamento de borra oleosa em biorreator, também observou uma
modificacao do meio, para marrom escuro apos o 5° dia de ensaio. Segundo o autor,

essa mudanca foi um forte indicativo de intenso crescimento microbiano.
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Figura 20 — Aspecto do bunker submetido ao biotratamento em biorreator no 6°, 122 e 24°

dia de experimento. Notar a mudanca de coloracdo do bunker ao longo do ensaio.

A Figura 21 mostra perfil de degradacdo de constituintes alifaticos e

aromaticos ao final do ensaio em biorreator.
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Figura 21 — Perfil de degradagao de constituintes alifaticos e aromaticos do ensaio em
biorreator.
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Péde-se observar que o consércio C5 priorizou a degradacdo dos
constituintes alifaticos do que os aromaticos, apresentando mesmo comportamento
que no ensaio prévio. Para os constituintes alifaticos: tetradecano, pentadecano,
hexadecano e octadecano, a degradacdo obtida foi de 100% ao final do
experimento, enquanto que para undecano e tridecano a degradacgao foi de 85,60%
e 85,69%, respectivamente. Para os constituintes aromaticos, a degradacéao foi de
81,66% para naftaleno, 68,27% para o fluoranteno, 42,15% para o benzo (a) pireno,
33,51% para o benzo (k) fluoranteno e de 27,47% para o dibenzo (a,h) antraceno.
Para estes ultimos, houve uma sucessao aparente na degradacao desses HPAs em
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funcédo do numero de anéis na seguinte ordem: Naftaleno (2 anéis) > Fluoranteno (4
anéis) > Benzo (a) pireno (5 anéis) > Benzo (k) fluoranteno (5 anéis) > Dibenzo (a,h)
antraceno (5 anéis). Como constatado, a biodegradacdo dos HPAs esta
inversamente relacionada ao numero de anéis fusionados, o que por sua vez esta
relacionado ao peso molecular destes compostos (ARULAZHAGAN et al., 2010;
SALLEH et al., 2003).

Analisando a Figura 22, que compara o desempenho do consércio C5 no
ensaio prévio de degradagdo em frascos e em biorreator, &€ possivel observar uma
degradacdo mais expressiva dos constituintes do bunker no ensaio em biorreator,
apontando para uma otimiza¢ao do processo.

Thorpe e Hellenbrand (1987) avaliaram a biodegradacédo de bunker C em
reator de sedimento marinho por micro-organismos da agua do mar durante 11
meses de experimento, a temperatura de 15°C. No estudo, foi incorporado,
previamente, concentracdes de 1 a 3% de bunker ao sedimento, o qual foi
submetido ao biotratamento. Como resultado, obteve-se uma reducao de apenas 5%
do contelido total de bunker, com taxa diaria de degradacdo de 12mg/m?, atribuida,
em parte, tanto a baixa temperatura, quanto aos préprios hidrocarbonetos, alguns
dos quais reportados como toxicos para alguns tipos de bactérias, segundo os
préprios autores, demonstrando a importancia de uma aclimatacao prévia das

linhagens para este tipo de abordagem.
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Figura 22 — Comparacao da degradacao de hidrocarbonetos constituintes do bunker no

frascos e no experimento em biorreator.
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5.8. indice de emulsificacdo

Nenhuma atividade emulsificante das linhagens isoladas ou do consoércio C5
foi detectada em qualquer dos ensaios realizados neste trabalho, conforme é

observado na Figura 23.

Figura 23 — Resultado do teste de emulsificagdo. Nenhuma formacao de emulsédo aparente.

Consoércio C5

Zajic et al (1974) estudaram o efeito da salinidade simulada da agua do mar
(NaCl 3%) sobre a emulsificagdo de bunker C. Ap6s 24h de teste, com o
sobrenadante livre de células da bactéria B2 previamente cultivada por 7 dias,
observaram que a dispersdo do bunker tornou-se mais dificil nessa concentragao
salina. Segundo os mesmo autores, niveis elevados de sal tendem a inibir o
processo de emulsificacdo, embora mesmo que nessas concentracdes ela possa
ocorrer. Desse modo, os resultados obtidos neste trabalho ndo permitem afirmar
com seguranca que as linhagens do consércio C5 ndo produzem nenhum tipo de
emulsificante, pois, é possivel que, mesmo que haja produgéo, esta pode esta sendo

menos visivel por influéncia da salinidade do meio de cultivo.
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6. CONCLUSOES

e Qs testes de antibiose permitiram compor oito diferentes consércios
microbianos mistos, constituidos por bactérias e fungos sem interacao
antagdnica;

e Os testes com os indicadores redox DCPIP e TTC mostraram-se
eficiente na selecdo de um consoércio microbiano misto promissor
quanto a biodegradabilidade de bunker;

e Qs valores de biomassa e de pH obtidos nos ensaios de aclimatacao
sugerem que as linhagens que compdéem o consoércio C5 adaptaram-se
bem as concentracdes de 3% da fonte oleosa e de 3% de NaCl;

e O consoércio C5 selecionado mostrou um comportamento diduxico para
o crescimento na condicdo de 3% de bunker e 3% de salinidade,
apresentando uma biodegradacdo dos hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos analisados superior a 70% e a 30%, respectivamente;

e Com o planejamento fatorial 2° foi possivel selecionar as melhores
condicoes experimentais de temperatura, pH e relacao C:N, resultando
na maior degradacéao de hidrocarbonetos pelo consércio C5;

e Nas condicoes do experimento em biorreator, verificou-se também um
comportamento didauxico para o crescimento do consércio C5 em 3%
de bunker e 3% de NaCl, obtendo-se uma 6tima degradacao de
hidrocarbonetos  alifdticos e  expressiva  degradacdo  dos
hidrocarbonetos aromaticos;

e Nao foi detectada nenhuma atividade emulsificante das linhagens ou
do consorcio C5 em qualquer dos ensaios realizados;

e O consorcio C5 tem potencialidade para degradar o 6leo combustivel
maritimo bunker MF-380, e pode ser empregado como agente

biorremediador de ambientes poluidos por este combustivel.
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o ' IDENTIFICAGAO DO PRODUTO EDA EMPRESA = e

Nome do produto:

Cadigo interno de identificacao:
Nome da empresa:

Endereco:

Telefone:
Telefone para emergéncias:

2 EDENT!FiCAGAO DEPERIGOS

PERIGOS MAIS IMPORTANTES

EFEITOS DO PRODUTO

- Efeitos adversos a saude humana:
- Efeitos ambientais:

- Perigos fisicos e quimicos:
Perigos especificos:

- Principais sintomas:

- Classificagao de perigo do produto:

- Sistema de classificagao adotado:

OLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF 380
BR0361
PETROBRAS DISTRIBUIDORA S.A.

Rua General Canabarro 500
20271-900 - Maracana - Rio de Janeiro (RJ).

0800 78 9001
08000 24 44 33

Liquido e vapores inflamaveis. Causa |rr|tag:ao moderada a pele
Suspeito de causar cancer. Pode causar irritagdo respiratéria
(irritac@o da area respiratéria). Pode causar sonoléncia e vertigem
{efeitos narcdticos). Pode ser nocivo em caso de ingestdo e por
penetragdo das vias respiratorias. Este produto contém géas
sulfidrico, extremamente inflamavel e téxico.

Pode causar irritagdo do trato gastrointestinal. O produto pode irritar
as vias aéreas superiores e causar efeitos narcoticos se inalado.
Causa irritagdo a pele e pode causar leve irritagdo ocular. Pode
causar cancer. Pode causar danos se aspirado aos pulmdes.

Este produto pode apresentar perigo para o meio ambiente em casos
de grandes derramamentos.

Liquido e vapores inflamaveis.

Produto inflaméavel. Recipientes podem explodir quando aquecidos.
Quando aquecido pode liberar vapores toxicos e irritantes.

Vermelhiddo e lacrimejamento oculares. Vermelhidao e dor na pele.
Tosse, dor de garganta e falta de ar. Dor de cabega, tontura,
sonoléncia, confusdo mental e perda de consciéncia. Nduseas e
vOmitos.

Liquidos inflamaveis — Categoria 3

Corrosivo/irritante a pele — Categoria 3

Carcinogenicidade — Categoria 2

Toxicidade sistémica ao Orgdo-alvo apds Unica exposicio —
Categoria 3

Perigo por aspiragdo — Categoria 2

Norma ABNT-NBR 14725-Parte 2:2009.
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- Visao geral das emergéncias:

Adocéo do Sistema Globalmente Harmonizado para a Classificagéo
e Rotulagem de Produtos Quimicos, ONU.

LIQUIDO INFLAMAVEL E PERIGOSO PARA A SAUDE HUMANA.

ELEMENTOS APROPRIADOS DA ROTULAGEM

- Pictogramas

- Palavra de adveriéncia

- Frases de perigo:

- Frases de precaugio:

CUIDADO

Liquido e vapores inflamaveis.

Causa irritagdo moderada a pele.

Suspeito de causar cancer.

Pode causar irritacé@o respiratdria (irritagdo da area respiratéria).
Pode causar sonoléncia e vertigem (efeitos narcoticos).

Pode ser nocivo em caso de ingestdo e por penetracdo das vias
respiratorias.

Mantenha afastado de calor [faiscas] [e chama] [ndo fume].

Armazene em local fresco/baixa temperatura, em local bem ventilado
[seco] [afastado de fontes de calor e de ignicdo].

Nunca aspire (poeira, vapor ou névoa).

Quando em uso nao [fume] [coma] [ou beba].

Nao use em local sem ventilagdo adequada.

Evite contato com olhos e pele.

Use equipamento de protecéo individual apropriado.

Se ingerido, lave a boca com &gua [somente se a vitima estiver
consciente].

Em caso de indisposigdo, consulte um médico.

Use meios de contengdo para evitar contaminagdo ambiental.
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Nao permita o contato do produto com corpos d’agua.

3 - COMPOSICAO EINFORMACAO SOBRE OS INGREDIENTES
>>>SUBSTANCIA
Nome quimico ou comum: Hidrocarbonetos.
Sindénimo: Marine fuel 380, MF-380
Numero de Registro CAS: 68476-33-5
Imp_urezas que centribuam para o Ingredientes Concentracido CAS
perigo: (%)
Oleo combustivel 1A 86,5 — 95,5 (V/v) NA
Oleo diesel maritimo. 4,5-13,5 (Vv) NA

4 - MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCOHFIOS i

Inalagdo: Remova a vitima para local arejado e mantenha-a em repouso.
Monitore a fungdo respiratéria. Se a vitima estiver respirando com
dificuldade, fornega oxigénio. Se necessario aplique respiragéo
artificial. Procure atengdo médica. Leve esta FISPQ.

Contato com a pele: Remova as roupas e sapatos contaminados. Lave a pele exposta
com grande quantidade de &agua, por pelo menos 15 minutos.
Procure atencdo médica. Leve esta FISPQ.

Contato com os olhos: Lave com agua corrente por pelo menos 15 minutos, mantendo as
palpebras abertas. Retire lentes de contato quando for o caso.
Procure atengdo médica imediatamente. Leve esta FISPQ.

Ingestao: Lave a boca da vitima com dgua em abundéancia. NAO INDUZA O
VOMITO. Procure atengdo médica. Leve esta FISPQ.

Protecdo do prestador de socorros Evite contato com o produto ao socorrer a vitima. Mantenha a vitima

e/ou notas para médico: em repouso e aquecida. Nao fornec¢a nada pela boca a uma pessoa
inconsciente. O tratamento sintomatico deve compreender,
sobretudo, medidas de suporte como corregdo de distirbios
hidroeletroliticos, metabdlicos, além de assisténcia respiratéria.

5 - MEDIDAS DE}coMBATE-iAmcENmo:f“-_: e

Meios de extin¢do apropriados: Produto inflamavel. Compativel com pé quimico, espuma resistente a
élcool, diéxido de carbono (CO;) e neblina de 4gua.

Meios de extin¢do nao recomendados: Jatos d’agua. Agua diretamente sobre o liquido em chamas.

Perigos especificos no combate: Recipientes podem explodir quando aquecidos. Vapores podem se
dispersar e atingir fontes de ignigdo e provocar chamas de



Ficha de Informacao de Seguranca

de Produto Quimico - FISPQ

probuto: QLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF-380 Pagina 4 de 10

Data: 03/01/2011 N2 FISPQ: BRO0361 Versado: 1 Anula e substitui versdo: todas anteriores

Métodos especiais de combate:

Protecao de bombeiros/brigadistas:

6 - MEDIDAS DE CONTROLE PARA DERRAMAMENTO OU VAZAMENTO

Precaucdes pessoais
- Remocao de fontes de ignigao:

- Prevencao da inalacao e do contato
com a pele, mucosas e olhos:

Precauc¢des ao meio ambiente:

Métodos para limpeza

- Procedimentos a serem adotados:

- Prevencgao de perigos secundarios:

retrocesso. Risco de explosao em ambientes fechados. Este produto
contém gas sulfidrico, extremamente inflamavel.

Contéineres e tanques envolvidos no incéndio devem ser resfriados
com jatos d’agua.

Equipamento de protecao respiratéria do tipo autbnomo (SCBA) com
presséo positiva e vestuario protetor completo. Em locais fechados,
utilize equipamento de seguranga com sistema de ar autbnomo.

Produto inflamavel. Remova todas as fontes de ignicdo. Impecga
fagulhas ou chamas. Nao fume.

Nao toque nos recipientes danificados ou no material derramado
sem o uso de vestimentas adequadas. Evite inalacdo, contato com
os olhos e com a pele. Utilize equipamento de protecdo individual
conforme descrito na Segéo 8.

Evite que o produto derramado atinja cursos d'dgua e rede de
esgotos.

Colete o produto derramado e coloque em recipientes proprios.
Adsorva o produto remanescente, com areia seca, terra, vermiculite,
ou qualquer outro material inerte. Coloque o material adsorvido em
recipientes apropriados e remova-os para local seguro.

N&o descarte diretamente no meio ambiente ou na rede de esgoto. A
agua de diluicdo proveniente do combate ao fogo pode causar
poluigao.

7 - MANUSEIOE ARMAZENAMENTO

MEDIDAS TECNICAS APROPRIADAS PARA O MANUSEIO

- Precaucdes para o0 manuseio seguro:

- Prevencao da exposicao do
trabalhador:

- Precaugdes e orientagcoes para
manuseio seguro:

Manuseie o produto em local ventilado ou com sistema geral de
exaustao local. Evite contato com materiais incompativeis. Nao fume.

Evite inalag&o e o contato com a pele, olhos e roupas. Evite respirar
vapores/névoas do produto. Utilize equipamento de protegao
individual ao manusear o produto, descritos na Segao 8.

Manuseie o produto somente em locais bem arejados ou com
sistemas de ventilagdo geral/local adequado. Evite formagédo de
vapores ou névoas.
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- Medidas de higiene:

N&o coma, beba ou fume durante o manuseio do produto. Lave bem
as maos antes de comer, beber, fumar ou ir ao banheiro. Roupas
contaminadas devem ser trocadas e lavadas antes de sua
reutilizagdo.

MEDIDAS TECNICAS APROPRIADAS PARA O ARMAZENAMENTO

Apropriadas:

Inapropriadas:

Materiais seguros para embalagens:

Mantenha o produto em local fresco, seco e bem ventilado, distante
de fontes de calor e igni¢cdo. O local de armazenamento deve conter
bacia de contengdo para reter o produto, em caso de vazamento.
Mantenha os recipientes bem fechados e devidamente identificados.
O local de armazenamento deve ter piso impermeavel, isento de
materiais combustiveis e com dique de contengio para reter em
caso de vazamento.

Temperaturas elevadas. Fontes de ignicdo. Contato com materiais
incompativeis.

Recomendadas: Nao especificado.
8 - CONTROLE DE EXPOSICAO E PROTEGAO INDIVIDUAL
”P”arametros de controle especificos
Limite de exposi¢édo ocupacional:
Ingredientes TLV -TWA TLV - STEL
(ACGIH) (ACGIH)
0,2 mg/m* NA

Medidas de controle de engenharia:

Promova ventilagdo combinada com exaustio local, especialmente
quando ocorrer formagdo de vapores/névoas do produto. E
recomendado tornar disponiveis chuveiros de emergéncia e lava
olhos na area de trabalho.

Equipamento de protecéo individual apropriado:

- Protecdo respiratoria:

- Protecao das mios:
- Protecao dos olhos:

- Protegéo da pele e corpo:

Recomenda-se a utilizagdo de respirador com filiro para vapores
organicos para exposigdes médias acima da metade do TLV-TWA.
Nos casos em que a exposicdo exceda 3 vezes o valor TLV-TWA,
utilize respirador do tipo auténomo (SCBA) com suprimento de ar, de
peca facial inteira, operado em modo de pressdo positiva. Siga
orientacdo do Programa de Prevengao Respiratéria (PPR), 32 ed.
Sao Paulo: Fundacentro, 2002.

Luvas de protecao de PVC.
Oculos de protegao ou protetor facial contra respingos.

Vestuario protetor adequado.
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Evite usar lentes de contato enquanto manuseia este produto.

Precaugbes especiais:

9 - PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS it A
Aspecto: Liquido viscoso e escuro.
Odor: Caracteristico de hidrocarbonetos.
Ph: Nao aplicavel.
Ponto de fusao/ponto de Nao aplicavel.
congelamento:
Ponto de ebuli¢c&o inicial e faixa de N&o aplicavel.

temperatura de ebuligao:
Ponto de fulgor:

Taxa de evaporacao:
Inflamabilidade:

Limite inferior/superior de
inflamabilidade ou explosividade:
Pressao de vapor:

Densidade de vapor:
Densidade:

Solubilidade:

Coeficiente de particdo — n-
octanol/agua:

Temperatura de auto-ignicao:
Temperatura de decomposicéo:
Viscosidade:

Faixa de destilagéo:

Ponto de combustao:

60 2C; Método: vaso fechado.
Muito lenta.

Produto inflamavel.

N&o disponivel.

Desprezivel.

Nao disponivel.

0,9878.

Na &gua: desprezivel.

Em solventes organicos: Nao disponivel.
Nao disponivel.

Né&o aplicavel..

N&o disponivel.

380 Cst @ 50 T, Método: MB 293
N&o disponivel.

Nao disponivel.



Ficha de Informacao de Seguranca
de Produto Quimico - FISPQ

proouto: QOLEO COMBUSTIVEL MARITIMO MF-380 Pégina 7 de 10

Data: 03/01/2011 N2 FISPQ: BR0361 Versdo: 1 Anula e substitui versédo: todas anteriores

Estabilidade quimica: Estavel sob condigbes usuais de manuseio e armazenamento. Ndo
sofre polimerizagéo.

Materiais/substéancias incompativeis: Agentes oxidantes fortes, como peréxidos, cloratos e nitratos.

Produtos perigosos da decomposigcdo: Em combustdo libera hidrocarbonetos poli-aromaticos na forma de
particulas e vapores.

/11 - INFORMAGOES TOXICOLOGICAS =

Toxicidade aguda: . Como possivel depressor do sistema nervoso central pode causar
efeitos narcdticos como dores de cabecga, tontura, nauseas e
sonoléncia. Pode causar irrita¢do das vias aéreas superiores com
tosse, dor de garganta e falta de ar. Pode causar confusdo mental e
perda da consciéncia em casos de exposi¢ao a altas concentragdes.
Causa irritagdo moderada & pele com vermelhiddo e dor no local
atingido. Pode causar leve irritagdo ocular com vermelhiddo e
lacrimejamento. Pode causar pneumonia quimica se aspirado. Este
produto contém gas sulfidrico, extremamente téxico.

Informagdes referentes ao:
- Oleo combustivel:

DL, (oral, ratos): > 5000 mg/kg
DLs, (dérmica, ratos): > 3000 mg/kg

Toxicidade crénica: A exposigdo repetida e prolongada pode causar dermatite por
ressecamento.
Efeitos especificos: Carcinogenicidade: Suspeito carcinégeno humano (GHS e

Regulamento (CE) n? 1272/2008).

Mutagenicidade: Resultado positivo para ensaio de troca de
cromatides-irméas. Resultado positivo em teste de Ames (Salmonella
typhimurium — in vitro).

Efeitos ambientais, comportamentos e impactos do produto

Ecotoxicidade: Em casos de grandes derramamentos o produto pode ser perigoso
aos organismos aquaticos devido a possibilidade de formagéo de um
filme do produto sob a superficie da a4gua, 0 que pode reduzir os
niveis de oxigénio dissolvido.

Persisténcia e degradabilidade: E esperada baixa degradacgéo e alta persisténcia.

Potencial bioacumulativo: E esperado potencial de bioacumulag@o em organismos aquaticos.
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CONSIDERAGOES SOBRE TRATAMENTO E DISPOSIQAO '

Log kow: 3,9 - 6,0 (dado estimado).

Métodos recomendados para tratamento e dlsposu;ao aplicados ao:

« Produto:

- Restos de produtos:

- Embalagem usada:

- INFORMACOES SOBRE TRANSPORTE
Regulamentagoes nacionais e internacionais

Terrestre:

Hidroviario:

Aéreo:

Evite a exposigdo ocupacional ou a contaminagdo ambiental. Recicle
qualquer parcela néo utilizada do material para seu uso aprovado ou
retorna-lo ao fabricante ou ao fornecedor. Outros métodos consultar
legislacédo federal e estadual: Resolucdo CONAMA 005/1993, NBR
10.004/2004.

Manter restos do produto em suas embalagens originais, fechadas e
dentro de tambores metdlicos, devidamente fechados, de acordo
com a legisla¢éo aplicavel. O descarte deve ser realizado conforme o
estabelecido para o produto, recomendando-se as rotas de
processamento em cimenteiras e a incineracgao.

Nunca reutilize embalagens vazias, pois elas podem conter restos do
produto e devem ser mantidas fechadas e encaminhadas para serem
destruidas em local apropriado. Neste caso, recomenda-se envio

para rotas de recuperacdo dos tambores ou incineragdo. :

Decreto n? 96.044, de 18 de maio de 1988: Aprova o regulamento
para o transporte rodoviario de produtos perigosos e da outras
providéncias.

Agéncia Nacional de transportes terrestres (ANTT): Resolugdes Ne.
420/04, 701/04, 1644/06, 2657/08, 2975/08 e 3383/10.

DPC - Diretoria de Portos e Costas (Transporte em aguas brasileiras)
Normas de Autoridade Maritima (NORMAM)

NORMAM 01/DPC: Embarcagdes Empregadas na Navegag;ao em
Mar Aberto

NORMAM 02/DPC: Embarcagdes Empregadas na Navegacdo
Interior

IMO - “International Maritime Organization” (Organizacdo Maritima
Internacional)

International Maritime Dangerous Goods Code (IMDG Code) —
Incorporating Amendment 34-08; 2008 Edition.

DAC -Departamento de Aviacao Civil: IAC 153-1001.
Instrugao de Aviagdo Civil — Normas para o transporte de artigos
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perigosos em aeronaves civis.

IATA — “ International Air Transport Association” ( Associagdo
Nacional de Transporte Aéreo)

Dangerous Goods Regulation (DGR) - 51

Numero ONU: 1268

Nome apropriado para embarque: DESTILADOS DE PETROLEO, N.E. (Oleos combustiveis pesados).
Classe e subclasse de risco principal 3

e subsidiario:

Numero de risco: 30

Grupo de embalagem: i

REGULAMENTAGOES

Regulamentacdes: Decreto Federal n? 2.657, de 3 de julho de 1998
Norma ABNT-NBR 14725-4:2009

Lei n*12.305, de 02 de agosto de 2010 (Politica Nacional de
Residuos Sdlidos).

Decreto n°7.404, de 23 de dezembro de 2010.

Esta FISPQ foi elaborada baseada nos conhecimentos atuais do produto quimico e fornece informagdes quanto &
protecéo, & seguranga, a salde e ao meio ambiente.

Adverte-se que 0 manuseio de qualquer substancia quimica requer o conhecimento prévio de seus perigos pelo

usuario. Cabe & empresa usudaria do produto promover o treinamento de seus empregados e contratados quanto
aos possiveis riscos advindos do produto.

Siglas:

ACGIH - American Conference of Governmental Industrial Hygienists
CAS - Chemical Abstracts Service

DL5, - Dose letal 50%

TLV - Threshold Limit Value

TWA - Time Weighted Average
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