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RESUMO

CAETANO, Rosana Maria Juazeiro. Sintese de poli (succinato de butileno) (PBS) para a
imobilizacdo de ureia na biodegradacdo de petréleo em sistemas aquaticos artificiais.
Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Engenharia Ambiental, Escola
Politécnica e Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

Atividades petroliferas oferecem riscos de acidentes e 0s danos socioambientais
decorrentes de vazamentos podem ser bastante significativos. Desta forma, pesquisas sobre
alternativas de remediagdo sdo cada vez mais necessarias, merecendo destaque as baseadas
em processos bioldgicos que sao mais seguros e baratos em comparacdo aos fisico-quimicos.
Uma das técnicas de remediacdo biologica € o bioestimulo, que consiste na adicdo de
nutrientes ao local contaminado para acelerar o processo de degradacdo microbioldgica.
Entretanto, a superdisponibilidade de nutrientes pode gerar efeito inibitorio, eutrofizacdo da
area afetada e custos relacionados as perdas para o ambiente e como forma de controlar a
liberacdo dos nutrientes durante a biorremediacdo, estdo sendo pesquisadas formas de
imobilizacdo desses ativos em diversos polimeros. A proposta deste trabalho foi o uso de
ureia imobilizada em polimero biodegradavel denominado poli (succinato de butileno) (PBS)
na bioestimulacdo de Pseudomonas aeruginosa para biodegradacdo de hidrocarbonetos de
petréleo. Os compositos PBS-Ureia 10% p/p foram obtidos por fusdo a 110°C com posterior
aplicacdo de radiacdo gama nas doses de 15, 25, 50 e 75 kGy para promover reticulagéo da
cadeia polimérica. As caracterizagdes fisico-quimicas indicaram diminuicdo da cristalinidade
apos fusdo dos materiais, implicando na reducdo da estabilidade térmica dos compdsitos. O
aumento da dose de radiacdo gama promoveu reticulacdo da cadeia polimérica melhorando a
imobilizacdo e retardando a liberagdo imediata de ureia no intervalo méximo de 24 horas. O
desenvolvimento bacteriano foi satisfatorio em sistemas contendo compositos PBS-Ureia
10% p/p irradiados, cujas razdes podem estar associadas a liberacdo gradual de ureia ou uso
dos compdsitos como superficies favoraveis de crescimento. No intervalo de analise proposto
para avaliar a biodegradacdo de Oleo combustivel observou-se discretas redugdes de
hidrocarbonetos nos sistemas, embora tenha havido crescimento bacteriano e consumo de
ureia, indicando que os compositos PBS-Ureia 10% p/p obtidas por fusdo e irradiacdo gama

fornecem condicdes favoraveis para aplicacdo em ambientes naturais.

Palavras-chave: biodegradacéo, liberagcdo controlada, ureia, poli (succinato de butileno),

radiacdo gama.



ABSTRACT

CAETANO, Rosana Maria Juazeiro. Synthesis of poly (butylene succinate) (PBS) for the
immobilization of urea in the biodegradation of petroleum in artificial aguatic systems.
Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Engenharia Ambiental, Escola
Politécnica e Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

Oil activities offer risks of accidents and the social and environmental damages
resulting from leaks can be quite significant. Thus, research on alternative remediation is
increasingly necessary, with emphasis on those based on biological processes that safer and
cheaper compared to physic-chemicals. One of the biological remediation techniques is the
biostimulation, which consists of adding nutrients to the contaminated site to accelerate the
microbiological degradation process. However, nutrient over-availability can generate
inhibitory effect, eutrophication of the affected area and costs related to losses to the
environment and as a way to control the release of nutrients during bioremediation, ways of
immobilizing these assets in several polymers researched. The purpose of this work was the
use of immobilized urea in a biodegradable polymer called poly (butylene succinate) (PBS) in
the biostimulation of Pseudomonas aeruginosa for the biodegradation of petroleum
hydrocarbons. PBS-Urea 10% w/w composites obtained by melting at 110°C with subsequent
application of gamma radiation at the rates of 15, 25, 50 and 75 kGy to promote crosslinking
of the polymer chain. The physic-chemical characterization indicated decreased crystallinity
after melting of the materials, implying the reduction of the thermal stability of the
composites. Increasing the dose of gamma radiation promoted polymer chain crosslinking by
enhancing immobilization and delaying the immediate release of urea within the maximum
range of 24 hours. Bacterial development was satisfactory in systems containing PBS-Urea
10% wi/w irradiated composites, whose ratios may be associated with the gradual release of
urea or use of the composites as favorable growth surfaces. In the proposed analysis interval
to evaluate the fuel oil biodegradation, there were discrete hydrocarbon reductions in the
systems, although there was bacterial growth and urea consumption, indicating that the PBS-
Urea 10% w/w composites obtained by melting and gamma irradiation provide favorable

conditions for application in natural environments.

Keywords: biodegradation, controlled release, urea, poly (butylene succinate), gamma
irradiation.
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1. INTRODUCAO

O petrdleo é uma complexa mistura de compostos de ocorréncia natural com
predominio de hidrocarbonetos que podem apresentar-se na forma de moléculas alifaticas
(ciclicos e aciclicos) e aromaticas e, em menor quantidade, de derivados organicos sulfurados,
nitrogenados, oxigenados e organo-metélicos (ZILIO; PINTO, 2002). E reconhecidamente o
maior recurso natural ndo renovavel que a maioria dos paises utiliza como matriz energética,
além da producdo de derivados e de produtos petroquimicos.

Grande parte dos componentes do petroleo, entre 60% a 90%, sdo biodegradaveis, ja
que muitas espécies microbianas adquiriram a capacidade de utilizar esses compostos como
substrato de crescimento (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010). Entretanto, a
biodegradacdo do petréleo pode ser limitada pela falta de microrganismos degradadores
naturais, pela presenca de condicGes desfavoraveis a esses microrganismos ou pela baixa
disponibilidade dos contaminantes a biota degradadora (JACQUES et al., 2007).

Diante dos riscos inerentes das atividades petroliferas com possiveis efeitos
indesejaveis sobre os ecossistemas atingidos e sobre as atividades socioeconémicas, assim
como os elevados custos operacionais de controle e corre¢do de vazamentos (MONTEIRO,
2003), pesquisas com novas alternativas de remediacdo estdo sendo desenvolvidas, em
particular aquelas que utilizam processos biologicos, considerados mais seguros, mais
eficientes e com custos mais reduzidos quando comparados aos fisico-quimicos (VARJANI,
2017).

A remediacéo bioldgica ou biorremediacéo pode ser entendida como um processo que
utiliza de forma tecnoldgica organismos vivos tais como microrganismos ou plantas, para
remover ou reduzir poluentes do meio ambiente (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO,
2005). Esse tipo de tecnologia tem tido aceitacao e interesse nas pesquisas por tratar-se de um
tratamento com menos restricbes ambientais e por utilizar, na maioria das vezes, processos
naturais locais (REIS, 2015).

Os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos do petréleo estdo distribuidos
ubiqguamente nos ecossistemas terrestres e aquaticos, embora haja limitagdes para a
biodegradacdo devido a falta de nutrientes ou a baixa biodisponibilidade de determinadas
fragdes do contaminante (JACQUES et al., 2007; VARJANI, 2017; YAKIMOV et al., 1998).

Estudos tém demostrado que as comunidades microbianas sdo compostas por bactérias
degradadores de petroleo (GERTLER et al., 2012) cujo crescimento é influenciado
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significativamente pela adicdo de nitrogénio e fosforo (HASSANSHAHIAN et al., 2014). O
estabelecimento de condicdes favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos é essencial
a eficiéncia da biodegradacdo e uma das técnicas mais utilizadas na biorremediacdo é o
bioestimulo que compreende a incorporacdo de agentes estimulantes no sistema impactado
para aceleracdo do processo metabdlico (AULENTA et al., 2005).

Prevendo a liberacdo controlada dos nutrientes na biorremediacdo de areas
contaminadas, tem-se utilizado diferentes formas de imobilizacdo de agentes ativos (REIS,
2015; VENOSA; ZHU, 2003). A imobilizacdo parte do principio da retencdo ou recobrimento
de substancias ativas por um material de revestimento por meio de técnicas diversas que
deverdo ser escolhidas de acordo com o objetivo final que se queira alcancar, por exemplo,
protecdo e conservacdo de substancias, melhoria das propriedades organolépticas, reducdo de
acoes adversas e de interacbes com outras substancias, liberagdo gradual, diminuicdo da
toxicidade, etc (BRASILEIRO, 2011; ALVIM, 2005). As técnicas de imobilizacdo tém sido
extensivamente estudadas e utilizadas em diversas areas cientificas e industriais, buscando
otimizar a acdo de substancias bioativas assim como a descoberta por novos materiais de
revestimento como os polimeros biodegradaveis (LA MANTIA et al., 2018; LIU; PAN;
FENG, 2010; PHUA; CHOW; MOHD ISHAK, 2011).

Os polimeros biodegradaveis sintéticos ou naturais sdo Uteis para a imobilizacdo de
diversas substancias, visto que exercem adequada funcdo de material de revestimento devido
a sua capacidade de facil manipulacdo durante o processo; habilidade de selar e reter o
material ativo dentro da estrutura; sdo atdxicos e biodisponiveis, possuem baixo custo de
aquisicdo, etc (SILVA et al, 2003; SUAVE et al., 2006). Dentre os polimeros
biodegradaveis, destaca-se o poli(succinato de butileno), PBS, que pode ser obtido de fontes
petroquimicas ou por uma rota totalmente renovavel a partir de bio-intemediérios quimicos,
mais especificamente o acido succinico e o 1,4-butanodiol, produzidos na fermentacdo de
carboidratos, como sacarose, glucose, maltose e frutose (XU; GUO, 2010). O PBS possui boa
processabilidade, biodegradabilidade, baixo valor de produgdo e sua degradagéo pela acéo
microbiana gera como produtos finais CO2 e H20 (KIM et al., 2015; FERREIRA et al., 2014;
JACQUEL et al., 2011).

Embora o PBS apresente boas propriedades para aplicacdo como material de
revestimento em sistemas de liberagdo controlada, sua estrutura altamente linear implica em
baixa resisténcia a fusdo e baixa viscosidade (WANG; GUO; LI, 2012), assim como baixa
propriedade de barreira a gases, entre outras, limitando algumas aplicacdes finais desse
biopolimero (SINHA RAY; OKAMOTO; OKAMOTO, 2003). Dessa forma, estratégias de
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melhoria das propriedades termo-mecéanicas do PBS e de outros polimeros similares estdo
sendo usadas, tais como a reticulacdo entre as cadeias poliméricas, promovida por irradiacdo
eletromagnética (KIM et al., 2015).

A irradiacdo é usada originalmente como técnica de esterilizacdo para dispositivos
médicos termolabeis, mas seus efeitos sobre os polimeros biodegradaveis variam desde a
cisdo das cadeias até ligacdo cruzada ou reticulacdo, muitas vezes ambos os efeitos ocorrendo
simultaneamente. No caso da aplicacdo de radiacdo gama sobre sistemas poliméricos
microparticulados podem ocorrer modificagdo na morfologia dos materiais, aumento da massa
molar e alteracéo do perfil de liberagdo de ativos imobilizados (COSTA, 2017).

Este trabalho estudou a aplicacdo de compositos de PBS-Ureia 10% obtidos por fuséo
e irradiacdo gama na bioestimulacdo de microrganismos degradadores de petréleo em

processo de biodegradacéo de hidrocarbonetos de petrdleo em sistemas aquéticos artificiais.
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2. JUSTIFICATIVA

A sociedade contemporanea ainda € bastante dependente do petréleo. Gasolina, gas
natural e produtos petroquimicos, usados na fabricagdo de plésticos, medicamentos,
fertilizantes, etc., sdo alguns exemplos de utilizacdo desse recurso féssil ndo-renovavel.

Os riscos de danos ambientais sdo inerentes a atividade petrolifera e por isso ha constante
preocupacdo da sociedade em geral com os derramamentos de Oleo, principalmente em
regides costeiras (PALADINO, 2000). Vérios sdo os esforgos por novas tecnologias de
producéo e reducéo de riscos. O “Relatorio de Tecnologia Petrobras 20147, (2015) apresenta
resultados de tecnologias para otimizacao de processos produtivos com énfase em automacao,
manutencdo de instalacdes e seguranca, além de tecnologias de identificacdo e recuperacédo de
ambientes degradados. Entretanto, qualquer atividade antropogénica que possa introduzir
contaminantes no meio ambiente, oferece riscos & natureza e & saude humana e como 0
petréleo ainda é o0 mais importante recurso energético, torna-se necessario a busca constante
por tecnologias de recuperacao de areas impactadas por vazamentos de 6leo.

Os custos elevados das descontaminagfes fisico-quimicas, 0s riscos associados a esses
tratamentos e a lenta degradacdo por processos naturais tém impulsionado pesquisas por
tecnologias ambientalmente aceitaveis como a biorremediacéo, que baseia-se na existéncia de
microrganismos degradadores possivelmente presentes no solo e em sistemas aquaticos.

No contexto da aplicacdo de alternativas biotecnoldgicas de remediacdo assim como no
uso de sistemas de liberacdo lenta de nutrientes, que se torna essencial no controle e na
eficiéncia da biorremediacdo, os polimeros biodegradaveis usados como materiais de
revestimento, como exemplo o PBS, tém tido destaque por possuirem caracteristicas
aplicaveis ao que se propdem, tais como facilidade de processamento e bioegradabilidade,
além de formarem subprodutos atoxicos e apresentar baixo custo de obtencdo (PHUA,;
CHOW,; MOHD ISHAK, 2011; NIKOLIC; DJONLAGIC, 2001; SONG; SUNG, 1995).

A aplicacdo de radiacdo eletromagnética em polimeros biodegradaveis para melhorar
suas propriedades termo-mecénicas assim como aumentar a imobilizacdo de ativos em
sistemas de liberacdo lenta, apresenta-se como uma alternativa viavel economicamente.
Considerando dados disponiveis sobre unidades industriais para a irradiacdo de alimentos, a
operacdo dessas unidades é simples, como pouca manutencao, flexibilidade de producéo e boa
produtividade anual (40.000 toneladas) (WIELAND; LUSTOSA; MACEDO-SOARES,
2010).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Petréleo

O petroleo é um material féssil, oleoso e inflamavel, de alto valor energético,
geralmente menos denso do que a 4gua, com cheiro caracteristico e coloracdo que
pode variar do incolor até o preto. Extraido em terra (onshore) ou abaixo do
assoalho do mar (offshore), a prospeccéo e futura exploracdo comercial do petréleo
demandam anos de preparacdo e grandes investimentos, que sdo progressivamente
mais altos conforme a localizacéo e a forma como os reservatdrios se apresentam?.

O petroleo (conhecido também como O6leo bruto ou d&leo cru) é formado
predominantemente de hidrocarbonetos, que variam de 60 a 90% da sua composicdo, e de
derivados sulfurados (sulfetos, dissulfetos, benzotiofenos, mercaptanas), nitrogenados
(piridina e pirrol), oxigenados (&cidos nafténicos) e organo-metalicos (ferro, zinco, cobre,
chumbo, molibdénio, cobalto, arsénio, manganés, cromo, sodio, niquel e vanadio) conforme
mostrado na Figura 1. Impurezas inorganicas como agua, sais, argila, areia e sedimentos
também estdo presentes (BARCZA, 2017; ZILIO; PINTO, 2002).

Figura 1 - Resumo da composicédo do petroleo e sua classificagdo (BARCZA, 2017).

HIDROCARBONETOS NAO HIDROCARBONETOS
{c, H) (C, H, S, N, O, METAIS)

PETROLEO

ALIFATICOS |arROMATICOS RESINAS CONTAMINANTE
ORGANICOS
OLEFINAS ASFALTENOS
TADETAX MONONUCLE ‘:’
RETAS TRACOS @
CADEIAS | POLINUCLEARES
cICLICAS
CADEIAS
RAMIFICADAS

Os hidrocarbonetos do petroleo podem ser divididos em saturados de cadeia normal ou
ramificada (parafinicos) e os de cadeia ciclicas (nafténicos) e os hidrocarbonetos aromaticos,

com moléculas aromaticas puras ou associadas a hidrocarbonetos saturados ciclicos ou

Yhttp://www.anp.gov.br/wwwanp/petroleo-e-derivados?2
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compostos ciclicos de enxofre. A fracdo sem hidrocarbonetos € composta de resinas e
asfaltenos, que sdo moléculas policiclicas de alto peso molecular contendo nitrogénio, enxofre
e oxigénio (ver Figura 1) (ZILIO; PINTO, 2002).

De acordo com diversos autores, a formagdo de petroleo acontece a partir do acimulo
de sedimentos ricos em matéria organica que sofrem transformacGes quimicas e bioquimicas
sob condicGes especificas de temperatura e pressdo. Essas reagfes costumam acontecer em
sitios cataliticos das superficies de rochas na presenca de compostos inorganicos e agua.
Devido as condicdes tdo peculiares que variam de regido para regido, os 6leos apresentardo
caracteristicas fisicas e quimicas distintas. Sendo assim, existem algumas formas de
classificar os 6leos das diversas reservas no mundo (BARCZA, 2017):

(1) Quanto a faixa de temperatura de ebulicdo, Ponto de Ebulicdo Verdadeiro (PEV),
que separa o petroleo em fragbes de acordo com os tipos de hidrocarbonetos presentes;

(if) Quanto ao grau de densidade API, do American Petroleum Institute, que usa como
referéncia a agua, ou seja, quanto maior °API, mais leve é o composto;

(iii) Quanto ao teor de enxofre (S), que classifica o0 6leo com alto teor de S (>1%),
com baixo teor de S (<1%), em azedo (>2,5%) ou doce (<0,5%);

(iv) Quanto a razdo dos componentes quimicos presentes no 6leo que os diferencia
entre 6leos parafinicos, nafténicos e aromaticos;

(v) Quanto as grandezas Indice de Acidez Nafténica (TAN), Teor de sal, Ponto de
fluidez e Teor de cinzas.

Até a descoberta das reservas do Pré-sal na plataforma continental brasileira, entre 2005
e 2012, a maior parte dos reservatorios no Brasil eram de 6leos pesados de baixo grau API
(<20°), alta viscosidade e elevada acidez total (FORTUNY et al., 2008). Com a descoberta de
reservatorios nas Bacias de Campos e Santos, comprovou-se a existéncia de petroleo de boa
qualidade quanto a densidade, com 28° — 30° APl (MORAIS, 2013).

O petroleo é uma importante matéria-prima petroquimica, entretanto seu grande valor
na economia mundial € como fonte de energia. A partir do século XX, a industria de petréleo
tornou-se o principal fornecedor de energia, principalmente com o advento do automovel
(ATWATER; RIVA, 2011). Sendo assim, os derivados de petréleo sdo usados tanto como
combustiveis quanto como matérias-primas nos processos industriais para a producdo de
fertilizantes, plasticos, fibras quimicas, tintas, corantes, elastdbmeros, adesivos, solventes,
tensoativos, gases industriais, detergentes, inseticidas, fungicidas, herbicidas, bernicidas,

pesticidas, explosivos, produtos farmacéuticos, entre outros.



22

3.1.1. Impactos ambientais de vazamentos

A contaminagdo? por 6leo, principalmente em ambientes marinhos, é proveniente de
fontes naturais ou de origem antropogénica, podendo ser dividida nas seguintes categorias
(MONTEIRO, 2003):

= Fontes naturais — exsudacdes ou afloramentos submarinos causados por processos
geotectbnicos ou desgastes de rochas sedimentares por lixiviacdo (rios e correntes
subaquaéticas);

» Poluicdo atmosférica — lancamento de SO: (didxido de enxofre), NOx (6xidos de
nitrogénio) e outros gases das refinarias; hidrocarbonetos provenientes da combustdo
incompleta de combustiveis fosseis; vazamentos de valvulas, juntas de bombas e maquinas,
etc.,;

= Operagdes com petroleiros — incidentes (colisdes, explosfes) durante o transporte
de petroleo resultando em derramamento do 0leo e a¢des rotineiras nos terminais que incluem
carga, descarga e limpeza de porfes e maquinas dos navios;

» Producdo offshore — lancamento de residuos durante as operacgdes de perfuracéo e
exploracdo de petréleo, assim como lavagem das plataformas pelas &guas das chuvas,
acidentes e explosoes;

= Despejos industriais e urbanos — residuos industriais e de postos de gasolina;

residuos agricolas como pesticidas e fertilizantes e residuos domésticos.

Acidentes com vazamento de petréleo sdo classificados como de pequeno porte (<7
toneladas ou 50 barris), médio porte (7-700 toneladas ou 50-5000 barris) ou grande porte
(>700 toneladas ou 5000 barris). Até 2010, registros de mais de 80 acidentes de média e alta
gravidade espalharam cerca de 7,4 milhGes de litros de petrleo nos mares e oceanos ao redor
do mundo, sendo 10 responsaveis por 68% do total de 6leo derramado. Mas, de acordo com a
International Tanker Owners Pollution Federation (ITOPF), varios destes acidentes causaram
pouco ou nenhum dano ambiental ja que ocorrem distante da costa (“Oil Tanker Spill
Statistics 2016, 2017; BARBOSA, 2010).

A Tabela 1 mostra um resumo dos maiores acidentes com vazamentos de petréleo pelo
mundo e no Brasil, em termos de volumes perdidos, incluindo aqueles provocados por agoes

de guerra como o do Golfo Pérsico, que ndo foi propriamente um acidente, visto que as

2Contaminacdo de um ambiente é quando a concentracio de alguma substancia encontra-se acima dos niveis
naturais (ALLOWAY, 1995).
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valvulas dos pocos e oleodutos foram abertas propositadamente pelas forgas iraquianas ao se
retirarem do local no final do ataque. Ja no acidente terrestre ocorrido no Uzbequistdo, uma
regido altamente povoada e agricola foi atingida pelo 6leo ap6s a explosdo do poco Fergana
Valley (BARBOSA, 2010).

Tabela 1- Os maiores vazamentos de petr6leo da histéria em ordem cronoldgica.

SISTEMA DE
ARMAZENAMENTO OU LOCAL DATA QUANTIDADE
(toneladas)
TRANSPORTE
PETROLEIRO
Bretanha — Franca Margo/1978 223.000
AMOCO CADIZ
PETROLEIRO IXTOC | Campeche — Golfo do México Junho/1979 454.000
PETROLEIRO )
Tobago — Caribe Julho/1979 287.000
ATLANTICA EMPRESS
PETROLEIRO NOWRUZ Ird — Golfo Pérsico Fevereiro/1983 260.000
PETROLEIRO ) o
Cidade do Cabo — Africa do Sul Agosto/1983 252.000
CASTILLO DE BELLVER
PETROLEIRO ODYSSEY Nova Escécia — Canada Novembro/1988 132.000
POCOS E OLEODUTOS ] ) ]
Kuwait — Golfo Pérsico Janeiro/1991 1.360.000
(Durante a Guerra do Golfo)
PETROLEIRO HAVEN Génova — Italia Abril/1991 144.000
PETROLEIRO ABT SUMMER Costa da Angola Maio/1991 260.000
POCO FERGANA VALLEY Uzbequistdo Margo/1992 285.000
PLATAFORMA DEEPWATER . .
Golfo do México — EUA Abril/2010 669.500
HORIZON
BRASIL
OLEODUTOS DA REFINARIA ] ) _
Baia de Guanabara — Rio de Janeiro  Janeiro/2000 1.105
DUQUE DE CAXIAS
REFINARIA DA PETROBRAS ) )
Baia do Rio Iguagu — Parana Julho/2000 +3.250

EM ARAUCARIA
POCO DA CHEVRON Bacia de Campos — Rio de Janeiro = Novembro/2011 +500

Fontes: (“Oil Tanker Spill Statistics 2017~ (2018); PETRONOTICIAS, (2015); “Top 5 - Piores vazamentos de
petrdleo da histéria” (2013); BARBOSA (2010).

Um acidente de grande repercussdo na midia internacional por seus danos ambientais e
por ser o primeiro de grande propor¢do em aguas Americanas, mas que ndo aparece entre 0s
maiores em termos de volume perdido, € o do petroleiro Exxon Valdez que colidiu com

rochas submersas liberando cerca de 42 milhdes de litros (37.000 toneladas) de petrdleo na
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baia do Principe William no Alaska, EUA, em mar¢o de 1989. Mesmo com todos os esforcos
de contencdo e recuperacdo, a fase aguda de mortalidade incluiu as mortes de cerca de
250.000 aves marinhas, entre 1000 a 2500 lontras marinhas e mais de 300 focas do porto.
Houve morte em massa de macroalgas e invertebrados bentdnicos devido a toxicidade
quimica, sufocamento e deslocamento do habitat pela acdo de lavagem pressurizada do local.
Como efeitos a longo prazo, constatou-se 0 aumento da mortalidade nos anos seguintes ao
acidente pela exposicdo cronica aos residuos ndo degradados, em virtude da diminuicao das
taxas de dispersdo e degradacgdo do 6leo (PETERSON, 2003).

A ITOPF é organizacdo, criada em 1968 ap0s o acidente com o petroleiro Torrey
Canyon em 1967, com a funcdo original de administracdo dos esquemas de compensacao de
vazamentos junto aos membros associados ou a pedido do governo ou de organizagdes
intergovernamentais. Segundo estatisticas recentes levantadas pela ITOPF, o nimero de
acidentes com embarcacdes que transportam petréleo e derivados vem diminuindo ao longo

dos anos, apesar do aumento do volume transportado como mostra a Figura 2.

Figura 2 - Diminuicéo do numero de acidentes com petroleiros versus aumento do volume transportado. Fonte:
“QOil Tanker Spill Statistics 20167, 2017

m Nesber of spills *7 Tonnes e Tootal Crude O, Petrobeus product and gas loaded (Milion Metric tons) (Data source: UNCTADStE)

Ainda assim, acidentes de grandes propor¢des tém sido registrados nos Gltimos anos
envolvendo plataformas ou pogos de petréleo. Em abril de 2010, iniciou-se o maior
vazamento de petréleo da histdria no qual a explosdo da plataforma Deepwater Horizon da
petrolifera British Petroleum (BP) provocou a morte de onze trabalhadores e espalhou

669.500 toneladas (cerca de 5 milhdes de barris) de petréleo ao longo de 1,5 km da costa
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norte-americana por um periodo de 87 dias®>. Em 2015, cinco anos apds o vazamento, 0s
efeitos ainda eram sentidos pela presenca de compostos quimicos do petréleo presentes no
ambiente e nos animais, inclusive em ovos de passaros da regido, além de impactos socio
econdmicos das industrias de pesca e do turismo locais®.

No Brasil, o Gltimo acidente de grande repercussdo aconteceu em novembro de 2011
em um poc¢o da petroleira norte-americana Chevron. Os relatos sdo controversos em relacédo
as quantidades de Oleo vazado durante a perfuracdo, mas a Agéncia Nacional de Petrdleo
(ANP) avaliou o vazamento em cerca de 4 mil barris de petréleo cru®.

A despeito das contribui¢bes inquestiondveis que o petréleo e seus derivados vém
promovendo ao longo dos seculos ao desenvolvimento das na¢cfes pelo mundo, vazamentos
de 6leo podem causar danos extensivos e permanentes nos ecossistemas, ja que muitos
constituintes sdo de dificil degradacdo (recalcitrantes) e altamente toxicos com efeitos
hemotdxicos, carcinogénicos e teratogénicos (VARJANI, 2017).

Os topicos abaixo resumem os efeitos da poluicdo® por vazamento de Oleo
relacionados a qualidade ambiental e a saide humana com base em BERTI et al, 20009:

a) a presenca de oleo dificulta a transferéncia de oxigénio para o corpo hidrico,
principalmente em agua paradas, levando a escassez de oxigénio, eutrofizacgdo, asfixia de
animais e diminuicdo da fotossintese;

b) o 6leo derramado tende a se depositar sobre plantas aquéticas dificultando a
absorcdo de gas carbonico para a fotossintese;

c) sobre a superficie do solo, pode impedir a entrada de oxigénio favorecendo
condicgdes anaerodbicas e comprometendo o metabolismos das raizes;

d) os compostos do 6leo, em contato com o sedimento ou no meio aquéatico, podem
sofrer alteragdes fisicas, quimicas ou bioldgicas, transformando-se em compostos mais ou
menos toXicos;

e) organismos de maior nivel de energia dentro das cadeias tréficas tornam-se
extremamente vulneraveis, pois acumulam contaminantes pelos processos de biocaumulagéo

e biomagnificagéo, podendo afetar o homem;

3http://veja.abril.com.br/economia/bp-pagara-us-21-bi-por-vazamento-no-golfo-do-mexico-em-2010/
“http://www.greenpeace.org/brasil/pt/Noticias/Pior-vazamento-de-petroleo-completa-cinco-anos/
Shttps://www.petronoticias.com.br/archives/73744

8«poluigdo ¢ uma alteragdo indesejavel nas caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas da atmosfera, litosfera
ou hidrosfera que cause ou possa causar prejuizo a salde, a sobrevivéncia ou as atividades dos seres humanos e
outras espécies ou ainda deteriorar materiais”. Sob o ponto de vista legal, as alteracBes indesejaveis sdo
provocadas pelas atividades e intervengdes humanas no ambiente (BRAGA et al, 2005).
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f) alguns grupos de organismos sdo bastante afetados por vazamentos de 6leo, tais
como crustaceos, insetos, artropodes aquaticos e anfibios que apresentam mucosa cutanea
altamente permeavel;

g) peixes em contato direto com Oleo sofrem com dificuldades respiratorias, de
locomocdo, falhas no metabolismo hepatico e enddcrino, disturbios neuroldgicos, etc.;

h) mamiferos e aves em contato direto com 6leo tém seus pelos e penas recobertos,
dificultando a flutuabilidade, o voo e o isolamento térmico. Vapores toxicos também podem

levar a efeitos nocivos no sistema nervoso central, coracdo, pulmdes, entre outros.

Impactos socioecondmicos negativos compreendem outros efeitos relevantes dos
vazamentos de 6leos. No caso de ambientes marinhos, as atividades econémicas associadas ao
mar, como a pesca, 0 turismo e as industrias que dependem da qualidade da &gua, serdo
suspensas. Além dos riscos a saude publica, como intoxicacdo pela ingestdo de alimentos
contaminados, problemas dermatoldgicos e oftalmoldgicos causados pelo contato direto com
0 0Oleo e os riscos inerentes de mortes por incéndios e explosdes (MONTEIRO, 2003).

Por fim, os vazamentos de Oleo acarretam prejuizos financeiros as empresas
petroliferas. Um exemplo consideravel foi o da explosdo na plataforma da British Petroleum
Deepwater Horizon, no Golfo do México, Estados Unidos, em 20 de abril de 2010°. Do total
de 6leo derramado, apenas 20% foi recuperado; a area costeira atingida abrangeu cinco
estados e promoveu milhares de pedidos de indeniza¢Ges e multas que giraram em torno de 18
bilhdes de dolares®.

3.1.2. Remediacdo de ambientes marinhos impactados por vazamento de petréleo

H& uma tendéncia historica e Legal de aplicar técnicas de remediagdo que sejam
eficientes, ao menos visualmente, e que gerem descontaminacdo num curto intervalo de
tempo. Entretanto, técnicas de limpeza rapida nem sempre resultam em recuperacdo ambiental
(MIRANDA; ANJOS; MOREIRA, 2014).

A escolha das tecnologias de limpeza a serem utilizadas para recuperar uma area
contaminada por petréleo deverd considerar as caracteristicas do local ou ecossistema

atingido, tipo, quantidade de Oleo vazado e fatores técnicos como acesso e tipo de

"http://www.pensamentoverde.com.br/meio-ambiente/o-vazamento-golfo-mexico-e-suas-consequencias/
8https://infopetro.wordpress.com/2010/08/23/a-bp-e-as-alternativas-do-desastre-a-esperanca/
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equipamento a ser utilizado, condicdes climaticas e sazonalidade, padrdes de regulamentacao
local e custos operacionais (PRENDERGAST; GSCHWEND, 2014; CANTAGALLO;
MILANELLI; BRITO, 2007).

As técnicas de remediacdo ou limpeza de petréleo e derivados sdo classificadas como
mecanicas/fisicas, quimicas e bioldgicas e estdo relacionadas, respectivamente, a contencédo
ou remocdo do Oleo; dispersdao ou reducdo da tensdo superficial entre 6leo e agua e;
degradacéo do 6leo por meio da atividade bioldgica de microrganismos locais.

Dentre as tecnologias utilizadas (ver Figura 3) em ambientes marinhos e zonas costeiras
estdo a limpeza natural, remocdo mecanica ou manual, jateamento com &gua a diferentes
pressdes, jateamento com areia, uso de dispersantes quimicos, barreiras flutuantes, trincheiras,
corte de vegetacdo, biorremediacdo e outras tecnologias mais novas como queima controlada
in situ; materiais absorventes pra uma méxima remocdo do 6leo derramado; skimmers que s&o
equipamentos para remover o 6leo da superficie da agua; particulas magnéticas como
alternativa para os materiais absorventes e; malhas hidrofobicas que fazem a separacao entre
0leo e 4gua sem gasto de energia (PRENDERGAST; GSCHWEND, 2014).

As metodologias tradicionais fisico/quimicas de descontaminacdo muitas vezes
incorporam 0s custos de preparacdo da area para tratamentos in situ ou de transporte do
contaminante no caso de tratamento ex situ, assim como 0s custos do proprio tratamento
qguimico que podem incluir uso de produtos como dispersantes, surfactantes ou reagentes
especificos em grandes quantidades. No caso de outros mecanismos fisico-quimicos
disponiveis naturalmente como diluicdo, sorcdo, volatilizacdo, entre outros, a eficiéncia do
tratamento em curto prazo podera ser prejudicada pelas caracteristicas relacionadas ao tipo e
quantidade do contaminante, local de vazamento e condi¢des ambientais (CRAIG et al., 2012;
MONTEIRO, 2003; MILANI et al., 2000).

Figura 3 - Técnicas de remediacao de petréleo em ambientes marinhos: (a) dispersante quimico, (b) queima
controlada in situ, (c) limpeza mecanica, (d) jateamento com agua pressurizada.

(a) . i 2 T

Por outro lado, a biorremediacdo microbiolégica tem despertado cada vez mais

interesse nas pesquisas para descontaminacdo de ambientes poluidos por petréleo e outros
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poluentes como inseticidas, por ser uma estratégia biotecnolégica com baixo custo de
aplicacdo, segura e eficiente (ZHANG; WANG; YAN, 2011).

A Figura 4 mostra os resultados da pesquisa bibliografica usando as expressdes
Remediation of oil spills e Biorremediation of oil spills para os periodos entre 2000 a 2010 e
2011 a 2017 na base de busca Periodicos Capes. E possivel observar que o nimero de
publicacbes que abordam técnicas de remediacdo, ou seja, técnicas fisicas, quimicas e
bioldgicas, ainda é bem superior as técnicas exclusivamente biotecnoldgicas em ambos 0s
periodos. Entretanto, as publicagdes sobre biorremediagdo tiveram aumento de 10,5% do
primeiro para o segundo periodo de pesquisa, enquanto publicacdes sobre remediacdo em
geral tiveram queda de 4,6% para a mesma correlacdo de periodos.

Os baixos custos e a seguranca da biorremediagdo estdo associados ao (1) uso de
mecanismos naturais de degradacdo; (2) tratamento feito no local atingido, dispensando o
transporte do contaminante para locais fora da area atingida e (3) ndo utilizacdo de métodos
fisico/quimicos onerosos e muitas vezes com maiores riscos de acidentes durante a execucgao.
Outra vantagem da utilizagdo de microrganismos na remediacdo de contaminantes é a relativa
eficiéncia do método, ja que ha reducdo ou total degradacdo dos compostos tdxicos com
formacdo de substancias indcuas como diéxido de carbono (CO2), metano (CH4), agua e
biomassa celular (RON; ROSENBERG, 2014).

Figura 4 - Levantamento bibliografico sobre o niimero de trabalhos que tratam de remediagédo em geral e de
biorremediacéo de vazamentos de petrdleo. Fonte: Periddicos Capes. Acesso: Set/2017.

Remediation of oil spills Bioremediation of oil spills

* 2000-2010 -~ 2011-2017
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3.2. Biodegradacéo/Biorremediacao

Seres microbiol6gicos sdo um grupo diverso de organismos microscopicos constituidos
de uma ou de vérias células. A célula é a unidade béasica na qual rea¢cdes quimicas acontecem
com o objetivo de fornecer energia para realizacdo de processos vitais.

O conjunto das reacfes gquimicas no interior das células é chamado de metabolismo
celular e é capaz de rearranjar substancias em novas moléculas ou macromoléculas para
manutencéo e crescimento dos individuos. Os nutrientes surgem neste contexto como fonte de
substancias essenciais que devem ser oferecidas aos microrganismos para 0 Seu
desenvolvimento.

Os nutrientes sdo classificados como macro ou micronutrientes de acordo com as
quantidades necessarias para o crescimento e desenvolvimento dos microrganismos. Os
macronutrientes sdo necessarios em grandes quantidades e incluem principalmente carbono,
nitrogénio, fosforo e enxofre. JA 0s micronutrientes sdo necessarios em quantidades muito
baixas, sendo considerados elementos-traco. Entre os micronutrientes estéo o zinco, o cobre, 0
molibdénio e o ferro (MADIGAN, 2015).

O carbono é o elemento principal das moléculas organicas que compdem as células. E
um atomo unico que consegue fazer quatro ligagfes covalentes com outros atomos, incluindo
0 préprio carbono. Como esses compostos organicos sdo formados por varios atomos de
carbono, suas ligacfes quimicas armazenam energia que é liberada e utilizada em outra reacéo
bioquimica, como por exemplo a construgdo de membranas celulares. Desta forma,
compostos organicos como carboidratos, aminoacidos, vitaminas, proteinas e acidos nucléicos
sdo construidos e descontruidos, necessitando frequentemente de fontes de carbono assim
como de outros nutrientes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012; RICKLEFS, 2003).

Dessa forma, podemos entender a biodegradacdo como um processo natural dos
organismos e microrganismos para utilizacdo de substancias como fonte de energia e
suprimento, tornando-se parte essencial nos processos de biorremediacdo das contaminacoes.

A biorremediacdo pode ser entendida como um processo que utiliza de forma
tecnologica a atividade metabdlica de organismos vivos como microrganismos ou plantas,
para remover ou reduzir poluentes do meio ambiente (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO,
2005).

As estratégias de biorremediacdo como técnica de descontaminagdo ambiental podem
ser usadas individualmente ou de forma a se complementarem, j& que variam desde a

utilizacdo de microrganismos locais, sem interferéncia humana, num processo denominado
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atenuacdo intrinseca ou natural, até a alteracdo proposital e controlada das condi¢des do meio
(p. ex. nutrientes, oxigénio) ou da populacdo microbiana em estratégias denominadas
bioestimulacdo e bioaumentacéo .(VENOSA; ZHU, 2003).

A bioaumentacéo é a introduz de culturas individuais ou consorcios microbianos para
acentuar o processo de biodegradacéo, ja que a abundancia de espécies naturalmente capazes
de degradar compostos especificos € muito baixa em ambientes marinhos.

A bioestimulacéo é a insercdo de nutrientes ou de outros agentes estimulantes no meio
para acelerar a biodegradagdo. Por exemplo, a correcdo dos baixos teores disponiveis de
nutrientes como nitrogénio e fésforo em areas contaminadas, ja que a presenca de petréleo ou
derivados aumenta a carga de carbono no meio e consequentemente elevam as taxas de
biodegradacdo até o limite das concentraces de nutrientes presentes naturalmente
(ZACHARYASZ; SIEPAK; ROSADA, 2012). A partir do momento que a propor¢ao C:N:P
torna-se insuficiente a biodegradacéo, a adicdo de fontes externas de nutrientes passa a ser um
mecanismo de aceleracdo da descontaminacdo. A bioestimulacdo tem sido uma estratégia
mais facilmente aplicAvel em processos de degradacdo de 6leo em comparacdo a outras
estratégias de biorremediacdo (WARR et al., 2013).

3.2.1. Petréleo como fonte de carbono

O petroleo tem sua origem a partir de sedimentos ricos em matéria organica e por isso
sua composicao é predominantemente de moléculas de carbono e hidrogénio. Por se tratar de
um recurso natural presente em varias regides da crosta terrestre ha milhdes de anos,
microrganismos autoctones, ou seja, existentes no local, desenvolveram mecanismos de
utilizacdo de seus hidrocarbonetos como fonte de energia e substrato de crescimento
(DELLAGNEZZE et al., 2014). A Figura 5 mostra alguns tipos de hidrocarbonetos presentes

no petroleo.

Figura 5 - Exemplos de hidrocarbonetos do petréleo.
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A maioria dos hidrocarbonetos do petréleo, em ambientes marinhos, tem como destino
final a biodegradacdo por comunidades microbioldgicas locais, sendo que as taxas de
degradacdo natural sdo extremamente lentas e dificeis de estimar ja que outros processos
fisicos e quimicos atuam conjuntamente. Processos como foto-oxidagdo, volatilizacéo,
dispersdo, entre outros, sdo capazes de degradar fracdes lineares de baixo peso molecular
enquanto fracbes de maior peso molecular ou altamente ramificados permanecem inalteradas
(RON; ROSENBERG, 2014). Dessa forma, muitos hidrocarbonetos complexos tornam-se
poluentes organicos persistentes, promovendo fendmenos de bioacumulacio® e
biomagnificacdo® que causam danos severos e persistentes no ecossistema (CHANDRA et al.,
2013).

Dentre os constituintes do petréleo que sdo considerados altamente recalcitrantes e
toxicos estdo os pertencentes a sigla BTEX (Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xileno) e os
HPAs (Hidrocarbonetos Poli Aromaticos). A Tabela 2 resume algumas caracteristicas fisico-
quimicas e a toxicidade das fragdes mais comuns do 6leo cru.

Tabela 2- Propriedades fisico-quimicas e toxicoldgicas de alguns hidrocarbonetos do petréleo. Adaptado de
FUENTES et al., (2014).

Solubilidade em Toxicidade*
dgua 25°C (mg/L) (mg/kg)

Ponto de fusdoPonto de
ebulicao(°C)

Férmula

Hidrocarboneto molecular (°C)

Alifaticos

n-Hexano CeHis -95,4 68,7 9,5-262 25.000
n-Octano CsHas -56,8 125,7 0,5-14,0 nd
Ciclohexano CeH12 6,6 80,7 50,2 - 88,8 nd
Arométicos

Benzeno CeHs 55 80,1 1.402 - 2.167 930
Etilbenzeno CsHao -95 136,2 1310 - 208 3.500
HPA

Naftaleno CioHs 80,3 2179 12,5-38,4 533
Antraceno CuaH1o 215,8 339,9 0,03-0,09 4.900
Benzopireno CaoH12 181,1 495 4x10°® - 6x10°° 300
Derivado

Querosene 205 - 300 48-104 15.000

nd — ndo determinado; * DLsg

°Processo pelo qual substancias sdo absorvidas pelos organismos.
0corre quando ha um acumulo progressivo de substancias de um nivel tréfico para o outro ao longo da cadeia
trofica.Fonte: http://www.i0.usp.br/index.php/oceanos/textos/antartida/31-portugues/publicacoes/series-

divulgacao/poluicao/811-bioacumulacao-e-biomagnificacao. Acesso 05/11/2017 as 14:52



http://www.io.usp.br/index.php/oceanos/textos/antartida/31-portugues/publicacoes/series-divulgacao/poluicao/811-bioacumulacao-e-biomagnificacao
http://www.io.usp.br/index.php/oceanos/textos/antartida/31-portugues/publicacoes/series-divulgacao/poluicao/811-bioacumulacao-e-biomagnificacao
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3.2.2. Mecanismos de biodegradacédo de hidrocarbonetos de petréleo

A biodegradacdo do petroleo é um processo natural no qual microrganismos
degradadores de 6leo, comumente bactérias, sdo capazes de transformar hidrocarbonetos em
moléculas menores ou mais simples dentro de suas vias metabdlicas, sejam elas aer6bias ou
anaerdbias, a partir de um conjunto de diferentes enzimas (ABBASIAN et al., 2015;
ZANAROLI et al., 2010) com o propoésito de obter energia ou constituicdo de biomassa
celular para crescimento (LEAHY; COLWELL, 1990) .

A degradacdo microbioldgica dos hidrocarbonetos do petr6leo necessariamente seguira
uma das trés possiveis rotas metabdlicas descritas a seguir: (a) Fototréfica anoxigénica; (b)
Quimiotréfica aerdbia ou (c) Quimiotréfica anaerdbia, mostradas na Figura 6. Os produtos
resultantes do catabolismo desses contaminantes muitas vezes sdo intermediarios menos
toxicos ou compostos inocuos tais como CO2, CH4, H20 (VARJANI, 2017).

Figura 6- Esquema das rotas aerdbia e anaerdbia da degradagdo microbiana de hidrocarbonetos do petréleo,
mostrando os diferentes aceptores finais de elétrons em cada via metabdlica. Adaptado de (VARJANI, 2017).
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hidrocarbonetos por meio de enzimas denominadas oxigenases ou peroxidases, que facilitam
0 reconhecimento do composto pela célula (ROJO, 2009).

Na rota aerébia mais comum de catélise de hidrocarbonetos alifaticos (saturados), o
primeiro passo € a oxidagdo dos grupos metilicos pelas monoxigenases até formacdo de
acidos graxos que por B-oxidacdo geram acetil-CoA (ABBASIAN et al.,, 2015; DAS e
CHANDRAN, 2011), intermediario central de um dos principais ciclos do metabolismo
celular de microrganismos aerobios, o Ciclo de Krebs ou Ciclo do &cido citrico. Para os
hidrocarbonetos aromaticos, a degradacdo pode ser dividida em trés partes: (1) adicdo de
grupos hidroxila por enzimas periféricas ao anel aromatico, transformando-o em um
intermediario central da via de degradacdo de HPAs, normalmente um catecol; (2) clivagem
do anel catecol por enzimas dioxigenases que catalisam a adicdo de oxigénio molecular ao
anel e (3) o produto resultante da abertura do anel (p. ex. acetil-CoA, succinato, piruvato)
entra na via comum de degradacdo de carbono e energia das bactérias (Ciclo de Krebs)
(TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos estéo
sendo degradados na auséncia de oxigénio por bactérias sulfato-redutoras, ou bactérias
desnitrificantes, ou microrganismos do grupo Archae metanogénicas, cujos aceptores de
elétrons no final do metabolismo anaerdbio sdo sulfato (SO4%), nitrato (NO3’) e didxido de
carbono COg2, respectivamente. Em ambientes de metanogénese, bactérias hidroliticas
transformam hidrocarbonetos em acetato que é descarboxilado pelas archae metanogéncias
com reducdo de CO: e producdo de metano (CHs) e a&gua. Bactérias sulfato-redutoras
transformam alcanos em &cidos graxos e depois por B-oxidagédo esses acidos graxos resultam
em CO:2 ou sdo incorporados na biomassa celular. Outra rota anaerobia possivel para
degradacdo de alcanos é por denitrificacdo na qual bactérias denitrificadoras adicionam
fumarato ao hidrocarboneto para formar (1-metilalquil) succinato que geram COz2 no final do
processo. Para hidrocarbonetos aromaticos, a rota anaerdbia pode ser dividida em trés fases:
(1) formagdo de um intermediario aromatico, geralmente benzoil-CoA, (2) abertura do anel
aromatico, transformando-o em 3-hidroxipimelil-CoA, que sofre a acdo de uma enzima
desidrogenase com formacdo de glutaril-CoA ou acetil-CoA e (3) a enzima glutaril-CoA
desidrogenase produz crotonil-CoA que é transformado em acetil-CoA e passa a seguir
normalmente o ciclo de Krebs. Sobre a biodegradacdo de hidrocarbonetos poliaromaticos
(HPAS), os mecanismos de degradacdo anaerdbia ainda ndo estdo bem compreendidos. Ha
duvidas se os HPAs servem realmente de fonte de carbono e energia para 0 metabolismo

bacteriano ou se sdo parcialmente oxidados através do co-metabolismo com outros substratos
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(LEITE, 2015; FUENTES et al., 2014; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010;
HARAYAMA; KASAI; HARA, 2004).

As bactérias oferecem vantagem nos processos de biodegradacdo por metabolizarem
muitas substancias que sdo toxicas para a maioria dos animais e plantas e também por
apresentarem caracteristicas como crescimento rapido, versatilidade metabdlica, plasticidade
genética, rapida adaptacdo a variagdes do meio, que as habilitam a estarem naturalmente
presentes no solo ou na &gua (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

3.2.3. Biorremediacdo de petroleo

O petréleo quando derramado no mar esta sujeito a modificacGes e sua composicao é
alterada com o tempo. Sob a acdo do intemperismo, o éleo comeca a ser decomposto por
processos como evaporacgdo das fragdes de baixo peso molecular, dispersdao de componentes
solGveis em agua, mistura e dispersdo do 0leo na dgua, oxidacdo fotoquimica e biodegradacéo
(HARAYAMA,; KASAI; HARA, 2004).

A biorremediacg&o do petroleo envolve a combinagéo dos fatores citados anteriormente e
a biodegradacgéo tem tido papel fundamental na desintoxicacdo total dos sistemas atingidos.
Mas a degradacdo microbiologica natural em ambientes marinhos ocorre muito lentamente
devido as condigdes ambientais como baixas temperaturas, baixa disponibilidade de nutrientes
como nitrogénio e fosforo e a formacdo de emulsdes do poluente com a agua que se
acumulam no sedimento dificultando a biodegradagéo (YAKIMOV et al., 1998).

Os microrganismos degradadores de Oleo desenvolveram ao longo do tempo
caracteristicas importantes para conseguirem quebrar as ligacbes quimicas dos
hidrocarbonetos, entre essas (1) a presenca de enzimas especificas (dioxigenases) na
membrana celular e (2) producdo de substancias (biosurfactantes) capazes de melhorar a
interacdo entre a célula e o composto hidrofébico (VYAS; DAVE, 2010).

A concentracdo do poluente e as caracteristicas quimicas de cada molécula de
hidrocarboneto também influenciam na biodegradacdo (COSTA et al., 2012). Por exemplo, a
baixa solubilidade de alguns hidrocarbonetos dificulta sua disponibilidade aos
microrganismos e a biodegradacdo. Dessa forma, varias reacfes sdo comuns durante a
degradacdo microbioldgica, tais como oxidagdo, reducdo, hidroxilacdo e desidrogenacao
como forma de aumentar a polaridade desses compostos e melhorar sua interacdo com a
superficie celular e o transporte atraves da membrana fosfolipidica (TONINI; REZENDE;
GRATIVOL, 2010).
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Outro mecanismo caracteristico dos microrganismos degradadores de O6leo para
melhorar a biodisponibilidade dos compostos hidrofobicos € a producdo de surfactantes
naturais ou biossurfactantes, sendo a maioria desses compostos produzida por
microrganismos cultivados em hidrocarbonetos hidrofobicos. Os biossurfactantes possuem
forte capacidade de emulsificacdo de compostos imisciveis em agua, melhorando a
biodisponibilidade desses compostos através do aumento da area superficial das gotas de 6leo
e, por conseguinte, 0 acesso dos microrganismos ao substrato. Os biossufarfactantes também
melhoram a afinidade das células microbianas pelos contaminantes organicos apolares e
consequente absorc¢do direta e metabolizacdo (ZHANG; WANG; YAN, 2011).

Levando-se em consideracdo que os microrganismos degradadores de hidrocarbonetos
de petrdleo estdo naturalmente presentes nos ambientes marinhos, diversos trabalhos tém
estudado a biodegradacdo de petrdleo por diferentes grupos de microrganismos em culturas
individuais ou em consércios microbianos. Além disso, varios estudos tém identificado o
aumento da abundancia de determinadas bactérias em uma area somente ap0s a contaminacgéo
com Oleo, indicando que esses microrganismos, denominados de bactérias
hidrocarbonoclésticas, ja evoluiram para usarem o carbono desses contaminantes como Unica
fonte de suprimento e energia (VARJANI, 2017; RON; ROSENBERG, 2014).

ABIOYE; AGAMUTHU; ABDUL AZIZ (2012) registraram e identificaram as
bactérias Acinetobacter sp., Bacillus sp., Micrococcus, e Pseudomonas aeruginosa na regiao
da rizosfera da planta Hibiscus cannabinus durante estudo de fitodegradacdo de dleo
lubrificante.

BORAH; YADAV (2014) estudaram a biodegradacdo de diesel, o6leo cru, 6leo
lubrificante usado e querosene pela bactéria Bacillus cereus e encontraram valores de
degradacéo de 71, 64, 52 e 83%, respectivamente, em meio com suplementacdo de nitrogénio
e fosforo.

WALLENIUS et al. (2012) identificaram os géneros Acidovorax, Aeromonas e
Pseudomonas como bactérias degradadoras de naftaleno gasoso.

CERQUEIRA et al. (2012) estudaram o uso de Stenotrophomonas acidaminiphila,
Bacillus megaterium, Bacillus cibi, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus como
microrganismos promissores para inoculacdo (bioaumentacdo) em areas contaminadas com
residuos petroquimicos.

A Tabela 3 mostra uma série de outros microrganismos isolados e identificados em

amostras de agua marinha contaminada com hidrocarbonetos. Destaque para 0 género
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Pseudomonas que aparece como microrganismo degradador de diferentes contaminantes do

petréleo ou de seus derivados.

Tabela 3 - Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos de petréleo. Adaptado de :VARJANI, (2017).

Fracdo do

petréleo ou  Microrganismos

Referéncias

derivados

Acinetobacter sp.
Alcanivorax sp.

Bacillus sp.
Brevibacterium
Marinobacter sp.
Micrococcus sp.
Alifaticos Ochrobactrum sp.
Oleispira sp.
Pseudomonas sp.

Thalassolituus sp.
Aspergillus sp.
Candida sp.
Penicillium sp.

Yakimov et al., 1998; Mittal and Singh (2009) e
Foght (2008)

Harayama; Kasai; Hara, 2004 e

Brooijmans et al. (2009)

Ghazali et al. (2004) e Das and Mukherjee (2007)
Leahy and Colwell (1990)

Yakimov et al. (2007)

Roy et al. (2002) e Ghazali et al. (2004)

Varjani et al. (2015)

Harayama et al. (2004) e Brooijmans et al. (2009)
Mittal and Singh (2009), Rocha et al. (2011),
Sajna et al. (2015), Varjani et al. (2015) e
Varjani and Upasani (2016c)

Brooijmans et al. (2009)

Wilkes et al. (2016)

Leahy and Colwell (1990)

Atlas (1981)

Achromobacter insolitus
Bacillus pumilus
Cycloclasticus sp.
Pseudomonas sp.

Janbandhu and Fulekar(2011)

Mittal and Singh (2009) e Patowary et al 2015
Harayama et al. (2004)

Widdel and Rabus (2001) e Meckenstock et

HPA al.(2016)
Vibrio sp. Widdel and Rabus (2001)
Penicillium janthinellum Boonchan et al. (2000)
Resinas Pseudomonas sp. Leahy and Colwell 1990

As bactérias do género Pseudomonas apresentam-se na forma de bastonetes Gram-

negativos e locomovem-se por meio de flagelo polar ou em tufos (ver Figura 7). Séo

microrganismos quimiotroficos'! aerdbios, embora alguns sejam capazes de realizar

respiracdo anaerobia substituindo o oxigénio pelo nitrato como aceptor final de elétrons. S&o

organismos presentes naturalmente no solo e em sistemas aquéaticos. A maioria das espécies

utiliza uma grande diversidade de compostos organicos como fonte de carbono para o seu

desenvolvimento. Muitas espécies causam doencas em plantas e animais, inclusive no ser

humano (MADIGAN, 2015).

HUtilizacdo de compostos quimicos inorganicos como fonte de energia.
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Figura 7 - Exemplar de Pseudomonas aeruginosa em micrografia eletrénica de transmissdo. Célula com
aproximadamente 1 um de didmetro. Fonte: (MADIGAN, 2015).

Uma caracteristica interessante de muitas bactérias, entre elas a Pseudomonas
aeruginosa, é a capacidade de formacédo de biofilmes (ver Figura 8). Biofilmes sdo formados
por diversos microrganismos, mono ou multiespécies, que se desenvolvem dispersos em uma
matriz composta de polissacarideo extracelular (exopolissacarideos — EPS), proteinas e acidos
nucléicos. Os biofilmes aprisionam nutrientes e impedem o destacamento de células de
superficies dinamicas (MADIGAN, 2015; COSTA et al., 2014).

Figura 8 - Biofilme de Pseudomonas aeruginosa. Fonte: http://www.imperial.ac.uk/mrc-centre-for-molecular-
bacteriology-and-infection/research/research-groups/professor-alain-filloux/. Acesso em 17/01/2018

25kV  X8,500 2pm

Geralmente os biofilmes comecam a se formar sobre uma superficie (pedra, dente,
mucosa) na qual uma célula bacteriana livre natatdria fixa-se e passa a desenvolver-se em
comunidade com outros individuos. Dessa forma, as bactérias podem compartilhar nutrientes,
protegerem-se de condicdes ambientais desfavoraveis e trocarem informacGes genéticas
(TORTORA,; FUNKE; CASE, 2012).
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3.3. Suplementacgéo de nutrientes em ambientes marinhos

Nutrientes inorganicos como nitrogénio e fosforo sdo encontrados em baixas
concentracbes em ambientes marinhos, principalmente em mar aberto (zona pelégica), por
haver baixo retorno desses nutrientes das aguas profundas para as aguas de superficie
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Quando ha um vazamento de petréleo ou derivados
nessa regido, o aumento da fonte de carbono disponivel faz com que os nutrientes inorganicos
tornem-se fatores limitantes a biorremediacdo natural (FUENTES et al., 2014).

Como as concentracdes dos nutrientes essenciais, nitrogénio e fosforo, também séo
baixas nas amostras de Oleo cru, torna-se necessario o ajuste da propor¢do C:N:P para que
haja crescimento microbiano e aceleracdo do processo de biodegradacdo dos hidrocarbonetos.
Esse balango entre carbono disponivel e nutrientes essenciais pode ser feito por meio da
bioestimulacdo ou adicdo de fontes de nutrientes como ureia, fosfatos, fertilizantes N-P-K,
entre outros (RON; ROSENBERG, 2014; BOOPATHY, 2000; LEAHY; COLWELL, 1990).

A adicdo de nutrientes nos ecossistemas marinhos, para efeito de biorremediacdo de
petroleo, deve ser feita com muita cautela devido aos riscos dos nutrientes em excesso, p. ex,
amonia, provocarem efeito tOXico aos organismos marinhos, além de superestimularem a
produtividade de algas (VENOSA; ZHU, 2003).

Embora nitrogénio e fosforo sejam essenciais ao metabolismo microbiano, a
quantidade requerida de nitrogénio é cinco vezes maior que a de fosforo para a conversao de 1
grama de hidrocarbonetos em biomassa celular (ROSENBERG; RON, 1996).

REIS (2015) mostrou em seu trabalho que tanto o nitrogénio quanto o fosforo e as
interacBes entre eles sdo significativos na biodegradacdo de 6leo nos sistemas estudados,
sendo que melhores indices de degradacdo foram obtidos nos sistemas em que as quantidades
de fosforo eram menores que as de nitrogénio. HUANG et al. (2008) e VIEIRA et al. (2009)
também demostraram que o nitrogénio produz maiores efeitos sobre a biodegradacdo que o
fosforo.

Como fonte de nitrogénio em sistemas agricolas, a ureia tem sido amplamente
utilizada por ser um composto com maior teor de N (46%) em comparagdo a outros
compostos nitrogenados. Essa caracteristica faz com que a ureia tenha um valor mais atrativo
por tonelada de N, assim como redugdo dos custos de armazenamento e transporte
(PROCHNOW; ABDALLA, 2007).

Apesar da alta solubilidade em &gua e da facilidade de mistura com outras fontes, a

ureia possui forte capacidade de volatilizacdo de amdnia (NH3) principalmente em regides de
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temperaturas elevadas. O processo de volatilizacdo envolve a hidrélise da ureia por meio de
uma enzima extracelular denominada urease produzida por diversos microrganismos. Fatores
ambientais como temperatura, umidade, pH, entre outros, afetam a hidrdlise da ureia e por
isso torna-se necessaria a busca de alternativas que diminuam as perdas de nitrogénio através
que podem ser através do uso de sistemas de liberagcdo lenta ou controlada do nutriente
(FRAZAO et al., 2014).

As pesquisas para desenvolvimento e aplicacdo de sistemas de libertacdo controlada
de nutrientes na biorremediagdo de 6leo tem avancado objetivando melhorar a interacéo entre
0s nutrientes e 0 6leo no ambiente impactado, evitar perdas de nutrientes em ambientes de alta
energia (p. ex. regides costeiras), evitar acumulo de nutrientes em ambientes de pouca energia

e maior controle sobre o processo de biorremediacdo (VENOSA; ZHU, 2003).

3.4. Liberacao controlada de substancias ativas

Os sistemas de liberagdo controlada ou lenta de substancias ativas surgiram da
necessidade de proteger ou isolar substancias ativas de agentes ou interferentes do meio,
assim como possibilitar a liberacdo do ativo em locais especificos, em taxas controladas e/ou
condicdes especificas (MENEZES et al., 2013; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).
N&o ha diferenciacdo oficial entre os conceitos de liberacdo controlada e liberacdo lenta de
ativos; ambos objetivam a liberacdo gradual das substancias ativas a fim de aumentar a
eficiéncia do processo a qual se destinam. Entretanto, o termo controlado pressupdem que a
taxa, o tipo e a duragdo sejam conhecidos ao passo que no conceito de “lento” ndo é possivel
conhecer ou controlar tais fatores (PEREIRA, 2014).

As primeiras tentativas de aplicacdo de sistemas de liberacdo controlada surgiram na
década de 1950 com o uso de materiais poliméricos como transportadores de substancias
ativas, inicialmente pesticidas Sobral (1994) citado por (ROUXINOL, 2009). Outro registro
de 1954 é sobre a comercializacdo do primeiro produto microencapsulado comercializado por
uma empresa norte-americana, cuja substancia ativa era um pigmento para uso em papéis de
copia sem carbono (RE, 2000).

A partir de 1980, avancaram as pesquisas sobre sistemas poliméricos que incorporam
substancias ativas para liberacdo controlada e ndo somente a area farmacéutica beneficiou-se
do desenvolvimento de novos produtos e formulagdes, mas outras areas apropriaram-se do

conhecimento como a inddstria agro-quimica (fertilizantes e pesticidas), industria de
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alimentos (vitaminas, aromas), areas medica e veterinaria, cosmetica, produtos domésticos e
grafica (ESTEVINHO, 2010; ROUXINOL, 2009; SILVA et al.,, 2003). Recentemente,
pesquisas de imobilizagdo de nutrientes tém sido conduzidas para aplicagdo na
biorremediacéo de hidrocarbonetos de petroleo (REIS, 2009, 2015; VENOSA; ZHU, 2003).

A constituicdo de sistemas de liberacdo controlada parte do principio da imobilizacédo
ou apreensdo da substancia ativa em um material ou matriz de revestimento que pode ser
formado por substancias de origem natural ou sintética e devem apresentar propriedades como
baixa viscosidade, facil manipulacdo, ser quimicamente estavel e inerte, boa propriedade
emulsificante e de formacdo de filmes, resisténcia mecanica adequada, biodegradabilidade,
baixo custo, entre outras (SUAVE et al., 2006). Sdo exemplos de materiais de revestimento as
macromoléculas como carboidratos, gomas, lipidios e proteinas e polimeros sintéticos ou
naturais (REIS, 2015; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

Como citado anteriormente, os sistemas de liberacdo controlada tém tido aplicacdo em
diversas areas cientificas e industriais que abrangem uma grande diversidade de substancias
como farmacos, corantes, aromatizantes, pesticidas, 6leos, sais, enzimas, microrganismos etc.
Para constituicdo desses sistemas de liberagdo, uma série de técnicas diferentes podem ser
usadas de acordo com as propriedades fisico-quimicas tanto da substancia ativa quanto do
material de revestimento (p. ex. solubilidade), assim como para o proposito final que se quer
alcancar, por exemplo: (I) mascarar propriedades indesejaveis das substancias ativas como
sabor e odor; (1) converter o estado fisico das substancias para melhor manipulagéo; (111)
melhorar formulagdes para possibilitar liberagdo controlada de ativos; (1) proteger o material
ativo da acdo de enzimas, microrganismos, pH, radiacdo, temperatura, oxidagédo e humidade;
(V) reduzir ou eliminar o efeito de reagbes adversas de algumas substancias no meio de
atuacdo; (VI) diminuir a toxicidade do material ativo; (V1) controlar sua biodisponibilidade;
(VI1I) aumentar o tempo de conservacgéo, entre outras (MENEZES et al., 2013; BANSODE et
al (2010) citado por BRASILEIRO, 2011; SUAVE et al., 2006).

As técnicas de imobilizacdo para obtencdo de sistemas de liberacdo controlada de ativos
podem ser divididas em métodos quimicos e fisicos. Dentre os métodos quimicos, as técnicas
disponiveis podem promover ligacGes covalentes ou interagdes ibnicas entre 0S grupos

funcionais do polimero e da substancia ativa, conforme mostrado na Figura 9.
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Figura 9 - Esquema dos tipos de intera¢es quimicas entre a matriz de revestimento e a substancia ativa.
Adaptado de ROUXINOL (2009).
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Os métodos fisicos incluem a microencapsulacdo ou nanoencapsulacdo, que
correspondem ao revestimento/recobrimento de uma substancia ativa com um material

polimérico, formando micro ou nanoparticulas com diametros variados (ver Figura 10).

Figura 10 - Morfologia das microparticulas. Fonte: SILVA et al. (2003).

microcapsulas microesferas
mononuclear polinuclear  heterogénea homogénea
[ | Principio ativo

Polimero

Ainda entre os métodos fisicos estd a oclusdo, que consiste no aprisionamento do ativo
no interior de uma matriz polimérica que limita sua movimentagdo pelo grau de reticulacao,

tamanho dos poros ou propriedades mecanicas do polimero (ver Figura 11).

Figura 11 - Esquema da imobilizag8o por oclusdo. Adaptado de HOLOWKA,; BHATIA (2014).
Cadeia polimérica
Nutriente )
@) o .
O (o) Reticulagdo

De acordo com a técnica de imobilizacdo escolhida, os materiais obtidos ao final do

processo podem variar de unidades isoladas como microparticulas ou nanoparticulas até
agregados de varias particulas como filmes ou matrizes solidas (ESTEVINHO, 2010;
ROUXINOL, 2009).
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No contexto da eficiéncia dos sistemas de liberacdo controlada associada as restricdes
quanto ao controle da toxicidade em determinadas areas de aplicagéo, a busca por materiais de
revestimentos poliméricos biodegradaveis tem se tornado de grande interesse académico e

industrial.

3.5. Polimeros biodegradaveis como matrizes de revestimento

Polimeros biodegradaveis sdo degradados pela acdo de microrganismos de ocorréncia
natural como bactérias e fungos, através de processos de quebra de cadeias moleculares com
modificacdo da massa molar e solubilidade do polimero. Além de mecanismos bioldgicos,
processos fisicos e quimicos estdo envolvidos na biodegradacdo (VILLANOVA; OREFICE;
CUNHA, 2010; PRADELLA, 2006).

Os polimeros biodegradaveis podem ser obtidos de matérias-primas renovaveis como
milho, celulose, cana-de-acuUcar, batata, trigo, entre outras, ou serem sintetizados por
bactérias. Sdo classificados estruturalmente como polissacarideos, poliésteres ou poliamidas
(BRITO et al., 2011).

A aplicacdo de polimeros biodegradaveis ou mistura de polimeros biodegradaveis
naturais ou sintéticos tem sido muito utilizada na liberacdo controlada de farmacos (CERINI
A., 2004; HAYASHI T, 1994 citado por SUAVE et al., 2006), assim como na inddstria de
alimentos e na area biomédica, ja que muitos deles possuem as caracteristicas ideais como
materiais de revestimento, dentre elas serem atdxicos, capacidade de modulacdo para
formagéo de particulas de tamanho desejavel, permeabilidade, estabilidade, compatibilidade
celular e biodegradabilidade. Como exemplos de poliésteres biodegradaveis temos o acido
poliglicolico (PLGA), que possui aprovagdo de uso regulamentada e o poli(succinato de
butileno) (PBS), cujos produtos de degradacdo sdo atoxicos (COSTA, 2017; ETCHEPARE et
al., 2015; SILVA et al., 2003; SONG; SUNG, 1995).
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3.5.1. Poli (succinato de butileno)

O poli (succinato de butileno) (PBS) é um poliéster alifatico biodegradavel e comparado
a outros poliésteres alifaticos, tais como poli (etileno succinato), poli (adenato de etileno), poli
(butileno adipato), possui temperatura de fuséo cristalina (Tm) mais elevada, na faixa de 111-
115°C, assim como maior resisténcia a tracao e rigidez. Por ser um polimero com estrutura de
cadeia altamente linear, o PBS exibe baixa resisténcia a fusdo e baixa viscosidade de fusdo,
limitando sua aplicacdo no processamento termopléstico e na formagdo de filmes (GIGLI et
al., 2016; KIM et al., 2015; WANG; GUQ; LI, 2012).

O PBS pode ser obtido a partir de derivados fésseis ou de matérias primas renovaveis
como sacarose, glicose, maltose e frutose. Esses carboidratos quando submetidos ao processo
de fermentacdo por algumas espécies de bactérias, geram acido succinico e 1,4-butanodiol
que sdo 0s precursores para a sintese quimica do PBS (XU; GUO, 2010). A Figura 12

apresenta um esquema das formas de obtencao do PBS.

Figura 12 - Fluxograma de obtencéo de PBS. Adaptado de XU; GUO (2010).
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A sintese do PBS ocorre em duas etapas principais, sendo a primeira de esterificacdo
dos precursores acido succinico e 1,4-butanodiol, cuja reacdo produz dgua como subproduto
(ver Figura 13). Para que a dgua seja removida satisfatoriamente do sistema afim de produzir
boa converséo e um polimero de alta massa molar, deve ser aplicado vacuo ou gés nitrogénio

seco ao sistema reacional. A segunda etapa € a de policondensacao dos oligdbmeros formados
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sob altas temperaturas para aumentar a velocidade de reacdo. O catalisador frequentemente
usado na sintese de PBS ¢ o tetrabutdxido de titanio (FERREIRA et al., 2014).

O processo metabdlico do qual podem ser extraidos os intermediarios dos poliésteres
alifaticos é o Ciclo do Acido Citrico ou Ciclo de Krebs que em seu curso normal é capaz de
oxidar seus intermediarios (acetato em acetil-CoA) gerando produtos como gas carbbnico e
agua. Espera-se que a biodegradacdo de poliésteres alifaticos como o PBS, obtidos de
matérias-primas renovaveis pela acdo de microrganismos, gerem subprodutos biocompativies
e biodegradaveis com producdo de residuos ndo téxicos, fazendo com que estes materiais
tenham grande importancia na areas biomédica e ambiental (NIKOLIC; DJONLAGIC, 2001;
SONG; SUNG, 1995).

Polimeros como o PBS podem ser degradados sob condi¢cGes moderadas de temperatura
e pressdo (BALDISSERA, 2004, VOGELSANGER Jr. et al, 2004) e sua capacidade de
biodegradacdo esta diretamente ligada a presenca do grupo éster, em destaque na Figura 13,
que é facilmente hidrolisado, levando a quebra das ligacbes. Dessa forma, ocorre a
despolimerizacdo pela acdo de enzimas do tipo esterase, provenientes de microrganismos
encontrados no solo (FERREIRA, 2013).

Figura 13 - Esquema da sintese de PBS. Adaptado de GIGLI et al. (2016); WANG; GUO; LI, (2012).
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Para ampliar o uso do PBS em diversas aplica¢Oes, tem havido esforgos na tentativa de
melhorar as propriedades térmicas e mecanicas do PBS através de mecanismos como aumento
da massa molar através da sintese do polimero na presenca de um catalisador altamente
efetivo; ramificacdo da cadeia principal, sintese de co-poliésteres com adicdo de estruturas
aromaticas ou mondmeros funcionais, aplicacdo de radiagdo ionizante para aumentar a
reticulacdo entre as moléculas poliméricas ou adi¢do de componentes de refor¢cos como fibras
naturais ou cargas nanométricas, por exemplo argila (KIM et al.,, 2015; NIKOLIC;
DJONLAGIC, 2001).
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3.6. Aplicaco de radiacdo ionizante em sistemas poliméricos

A aplicacdo de radiacdo ionizante, entre elas a radiacdo gama, por feixe de elétrons e
raios X, atendem inicialmente ao propoésito de esterilizagdo de materiais médicos e de
conservacao de alimentos, sendo a radiacdo gama a mais empregada em diversas areas devido
sua maior disponibilidade, menor custo e maior seguranca ambiental (VICENTE;
SALDANHA, 2012).

No caso do tratamento de alimentos, a irradiagdo pretende reduzir ou eliminar as
bactérias patégenas para o homem tais como Escherichia coli, Salmonella, Listeria e
Campylobacter, os fungos formadores de micotoxinas e insetos (por exemplo, moscas-das-
frutas dos géneros Ceratitis e Anastrepha) que deterioram os alimentos armazenados. Se
aplicada na dose correta para cada alimento, a radiagdo nédo afeta a estrutura molecular do
alimento e, portanto, ndo modifica as propriedades nutricionais e nem as sensoriais
(WIELAND; LUSTOSA; MACEDO-SOARES, 2010). Em produtos médicos, a irradiacdo
destina-se a remover ou destruir toda forma de vida macro ou microscopica, mas deve ser
aplicada cuidadosamente (YAMAN, 2001) ja& que em materiais poliméricos, a radiacdo tem
potencial de penetrar no material promovendo alteracGes indesejaveis na estrutura do
polimero, tais como degradacdo ou reticulagdo (SUHARTINI et al., 2003). Dessa forma, tém
despontado trabalhos sobre aplicacdo de radiacdo ionizante em polimeros biodegradaveis para
aumentar sua massa molar a partir da reticulacdo e melhorar propriedades mecénicas e
térmicas (COSTA, 2017).

A técnica de irradiagdo gama consiste na emissdao de energia na forma de radiagcdo
eletromagnética a partir de uma fonte de cobalto 60 ou césio 137. A radiacdo gama produzida
pela desintegracdo radioativa desses elementos € altamente penetrante, capaz de atravessar
células produzindo radicais livres e diversos efeitos adversos (p. ex. alteracbes no
metabolismo celular). Contudo, os materiais submetidos a radiacdo gama ndo se tornam
radioativos, pois, 0s niveis de energia empregados séo pequenos (SILVA; SILVA; AQUINO,
2014; VICENTE; SALDANHA, 2012) e no caso de materiais poliméricos, a irradiacao
eletromagnética ndo deixa residuos (ZEMBOUAI, et al. (2016) e SEFAT et al. (2013) citados
por COSTA, 2017). A unidade com a qual a dose absorvida € medida é o Gray (Gy) ou
quilogray (kGy), sendo uma unidade Gy correspondente a absorcdo de 1 J (Joule)/kg.

Nos materiais poliméricos, a irradiacdo gama pode induzir a cisdo entre as cadeias
moleculares e a producdo de radicais livres que em conjunto podem provocar alteragdes

fisicas como fragilizacdo, enrijecimento, descoloracdo etc. Por outro lado, pode haver
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reticulacdo entre as cadeias poliméricas com consequente aumento da massa molar. A
competicdo entre cisdo e reticulacdo ird depender do tipo de polimero e da quantidade de
energia envolvida (COSTA, 2017; KIM et al., 2015).

A Figura 14 mostra um esquema ilustrativo de algumas alteracfes que a radiacao

gama pode provocar na cadeia polimérica.

Figura 14 - Esquema dos efeitos da radiagdo gama sobre a cadeia polimérica. Fonte: COSTA (2017).
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4. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo usar compdsitos de PBS-Ureia 10% p/p na
bioestimulacdo de Pseudomonas aeruginosa em sistemas aquéaticos artificiais para

biodegradacéo de hidrocarbonetos de petroleo.

4.1. Objetivos especificos

= Sintetizar poli(succinato de butileno) (PBS);

= Preparar compdsitos PBS-Ureia 10% p/p por fusdo com posterior aplicacdo de
radiacdo gama para promover reticulacao da cadeia polimérica e aumentar a retencao de ureia;

= Caracterizar as matrizes poliméricas quanto as propriedades térmicas e estruturais;

= Estudar a cinética de liberacdo de ureia das matrizes poliméricas;

= Avaliar o crescimento de Pseudomonas aeruginosa usando como fonte de
nitrogénio compaositos PBS-Ureia 10% p/p €;

= Avaliar a biodegradacdo de hidrocarbonetos do petrdleo por Pseudomonas
aeruginosa através do mecanismo de bioestimulagdo com PBS-Ureia 10% p/p como fonte de

nitrogénio.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Sintese do poli (succinato de butileno) - PBS

5.1.1 Materiais e equipamentos:

= Acido succinico P.A. ACS 99,0% Vetec;

= Tetrabutoxititanio 97% — Ti(OBu)4 Sigma-Aldrich;
= 1,4 butanodiol P.S. 99,3% Vetec;

» Placa de aquecimento IKA modelo C-MAG HS7;

= Termopar IKA;

= Bomba Prismatec modelo 131.

5.1.2. Metodologia

De acordo com a metodologia proposta por Ferreira et al (2014) e Santos (2014), a
sintese do polimero foi feita no Laboratério de Biopolimeros e Sensores (LaBioS) -

IMA/UFRJ e conduzida como descrito a seguir.

= PRIMEIRA ETAPA — ESTERIFICAQAO - DURA(;AO 5 HORAS

Nesta etapa, quantidades equimolares de 1,4 butanodiol (78 mL) e de acido succinico
(96,49) foram adicionados a um reator de trés bocas sob sistema fechado (a vacuo) com fluxo
de nitrogénio de cerca de 0,75 bar e temperatura de 150°C. O reator ficou imerso em banho de
silicone e sobre placa de aquecimento com agitacdo magnética. A temperatura do meio
reacional foi controlada com o auxilio de um termopar. A Figura 15 mostra a montagem de
um sistema para a sintese de PBS.

A agua formada durante a reacdo foi removida por meio de um dispositivo de trap, com
succdo a vacuo. Para evitar que gases da reacdo alcancassem a bomba, o trap foi
continuamente resfriado com nitrogénio liquido, condensando os vapores removidos do meio
reacional. Para condensacdo da &gua utilizou-se um condensador e na sua saida um baldo
imerso em um banho de etanol com gelo, para manter baixa a temperatura da 4gua e manté-la

em estado condensado.



49

= SEGUNDA ETAPA — TRANSESTERIFICACAO — DURACAO 3 A 4 HORAS
Esta etapa conferiu policondensacdo ao pré-polimero formado na etapa anterior, pela
adicdo ao meio reacional de 0,15 mL de Ti(OBu)s a 97%. Apos adi¢do do catalisador, a

temperatura foi gradualmente sendo elevada a 200°C.

Figura 15 - Montagem do sistema para sintese de PBS em LaBioS. Fonte: (SANTOS, 2014).

5.2. Obtencao dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p

5.2.1. Materiais e Equipamentos

= Balanca Bioscale;

= Banho de Glicerina P.A. Bidestilada Vetec;

= Chapa de aquecimento Corning;

= |rradiador Gama, fonte de Co60, MDS Nordion, Gammacell 220 Excel;
= PBS — Massa Molar (Mn) de 5.543 g/mol;

= Termdmetro escala Fahrenheit;

= Ureia P.A. Vetec.

5.2.2. Metodologia

A partir de um planejamento experimental inicial para determinacdo da melhor
concentracdo de ureia (10") a ser adicionada na matriz polimérica, estimou-se os valores de

0,1, 1 e 10% p/p de ureia na mistura final PBS-Ureia. De acordo com resultados prévios de
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cinética de liberacdo de ureia assim como de fatores relacionados a operacionaliza¢do do uso
dos compositos nas dadas concentragdes, optou-se por trabalhar na concentracdo maxima de
10% p/p de ureia nos compasitos.

O preparo dos compositos PBS-Ureia 10% foi feito no Laboratorio de Microbiologia
Industrial/EQ/UFRJ a partir da mistura do PBS sintetizado na etapa anterior com 10% p/p de
ureia, sendo preparados 2 (dois) lotes da mistura para a etapa de aquecimento até fusdo. O
primeiro lote foi aquecido até fusdo do PBS em 110°C e o segundo lote até fusdo da ureia em
140°C. Ambas as temperaturas foram determinadas previamente na andlise
termogravimétrica. Apds fusdo, as misturas foram deixadas para esfriar a temperatura

ambiente e maceradas para obtencéo de po.

5.3. Irradiacédo dos materiais polimeéricos

A aplicacdo de radiacdo gama foi feita no Laboratério de Instrumentacdo Nuclear
(COPPE/UFRJ) nas doses de 15, 25, 50 e 75 kGy usando com fonte de radiacdo cobalto
isdtopo 60 (®°Co). As doses aplicadas foram para promover reticulagdo na estrutura quimica
do PBS, objetivando aumentar a imobilizacdo de ureia na matriz polimérica e
consequentemente aumento do tempo de retencao do nutriente durante os testes de cinética de
liberacdo. O composito escolhido para aplicacdo de radiacdo gama foi o PBS-Ureia 10%
obtido por fusdo a 110°C com base nos resultados de cinética de liberacdo e microscopia
eletronica de varredura. A Figura 16 mostra um organograma da aplicagédo da radiagdo gama

nos materiais polimeéricos.

Figura 16 - Esquema ilustrativo da irradiacdo gama sobre os materiais poliméricos.
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5.4. Caracterizag0es fisico-quimicas

As técnicas de caracterizacdo empregadas para estudar as propriedades dos materiais

poliméricos e os equipamentos utilizados estdo descritos a seguir.

5.4.1. Cromatografia de Permeagéo em Gel

A cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é usada para determinar a massa molar
numerica média (Mn), a massa molar ponderal média (Mw) e a polidispersdo (Mw/Mn). Esta
informa sobre a distribuicdo de massas molares entre as cadeias poliméricas, ou seja, passa-se
a conhecer se as cadeias poliméricas sdo todas do mesmo tamanho (Mw = Mn = 1;
monodisperso) ou se ha varia¢do nos tamanhos de cadeias (Mw/Mn > 1) (Canevarolo 2006).

A anélise foi feita pelo Laboratério de Apoio Instrumental 3 (LAPIN 3) do Instituto de
Macromoléculas (IMA)/UFRJ em cromatografo de permeacdo em gel marca Shimadzu LC,
em temperatura ambiente, cloroférmio como fase movel, coluna série 1200 com colunas
MIXED-C, padrdes de poliestireno monodispersos, vazdo de 1mL/min, concentracdo 1 g/L e

volume de injecéo de 20 pL.

5.4.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier usando
acessorio de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) foi aplicada nos compdsitos poliméricos
PBS/Ureia 10% p/p e no PBS puro fundido/irradiado. Essa técnica permite observar bandas
caracteristicas de cada composto.

As analises foram feitas pelo LAPIN-IMA através do equipamento Frontier FTIR/FIR.

A faixa analisada foi de 600 a 4000 cm™*, com resolucéo de 4 cm™ e em atmosfera inerte.

5.4.3. Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) é usada para analisar a morfologia dos
materiais a partir da incidéncia de feixe de elétrons.
As analises foram feitas em microscépio Hitachi TM3030 Plus com ampliacdo de

2.500 e 5.000 no Setor de Caracterizagdo Tecnoldgica (SCT) do Centro de Tecnologia
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Mineral (CETEM), Rio de Janeiro. As amostras foram retidas em uma fita adesiva e

recobertas por uma fina camada de ouro (Au).

5.4.4. Difracgéo de raios X

A caracterizacdo por difracdo de raios X (DRX) permite observar os picos cristalinos
caracteristicos dos compostos em estudou(PBS e ureia) assim como analisar possiveis
alterac@es cristalinas nos compdsitos obtidos ap6s processamento por fusdo e irradiacao.

A partir da difracdo de raios X, é possivel determinar a cristalinidade (Xc) dos
materiais pelo método de diferenciacao entre fase cristalina e fase amorfa ( ver Equacgéo 1) na
dispersdo dos difratogramas através da separacdo de picos maltiplos e integracdo dos pontos
(XU et al., 2008; RULAND, 1961).

Neste trabalho, utilizou-se o software Fityk 0.9.8 para obtencdo dos valores de area

total e area cristalina dos materiais poliméricos.

area cristalina
Xec = . x 100 .
area total Equagao 1

As amostras foram submetidas a analise em difratdmetro da marca Rigaku, modelo
Ultima IV, em angulo 26 de 2° a 50°, pelo método FT (tempo fixo), sob passo de 0,05° por
segundo em temperatura ambiente com radiacdo Ko de Cu (comprimento de onda de 0,15418

nm), equipamento de propriedade do IMA/UFRJ.
5.4.5. Analise Termogravimétrica e Calorimetria Diferencial de Varredura

Para estudar a perda de massa e a estabilidade térmica dos compositos PBS-Ureia 10%
p/p em funcdo da temperatura, usou-se a Analise Termogravimétrica (TGA) pelo método de
rampa de aquecimento. A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) foi aplicada para
estudar propriedades térmicas, tais como temperatura de fuséo cristalina (Tm) e entalpia de
fusdo (AHf) e de degradagao (AHd). O valor da cristalinidade das amostras pode ser obtido
pela aplicacdo da Equacdo 2 (PHUA et al, 2001 citado por FERREIRA et al., 2014).

AHf amostra

Xe =
AHf (100% cristalino)

x 100

Equacdo 2
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na qual o AHf (100% cristalino) corresponde ao valor empirico da entalpia de fusdo de uma
amostra de PBS 100% cristalino que é 110, 3 J/g (PHUA et al., 2001 citado por FERREIRA
etal., 2014).

Ambas as técnicas, TGA e DSC, foram feitas simultaneamente no equipamento
Perkin Elmer STAG000, em atmosfera inerte de nitrogénio (gas de purga — 20 mL.min%),

faixa de temperatura entre 30°C e 750°C e de taxa de aquecimento de 10 °C/min.

5.5. Estudo da cinética de liberacéo de ureia

Este ensaio foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia Industrial/EQ/UFRJ para
avaliar o perfil de liberacdo de ureia dos compositos poliméricos obtidos por fusdo e

irradiacdo gama. A metodologia usada foi proposta por REIS (2015).

5.5.1. Materiais

= Agua destilada

= Kit de determinacéo de ureia (Ureia 500 Doles®)
= Composito PBS-Ureia 10% p/p

= Meio mineral modificado (ver Tabela 4)

= Ureia P.A. (Vetec)

5.5.2. Equipamentos:

= Autoclave vertical CS Prismatec

= Balanga analitica Bioscale

= Banho-Maria Fabbe

= Espectrofotdmetro Bioespectro SP-220

= Fluxo laminar Biocampo

» [ncubadora Shaker New Brunswick Scientific Série 25D
» Pipeta automatica 1000 pL

= Pipeta automatica 10-100 pL
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5.5.3. Metodologia

O meio de cultivo usado, denominado meio mineral modificado (ver Tabela 4), foi
preparado com base no meio Bushnell-Haas (BH) (Sigma-Aldrich), largamente utilizado para
cultivo. No meio mineral modificado, foram acrescentados todos os sais presentes no BH com

excecdo do nitrato de amonio que foi substituido pela ureia livre ou imobilizada.

Tabela 4 - Composi¢do dos meios minerais.
BUSHNELL-HAAS MEIO MINERAL MODIFICADO
Nitrato de aménio — 1,0 g.L*  Compésito PBS-Ureia 10% p/p - 0,75 g.L™*
Sulfato de magnésio (Mg2S04) — 0,2 g.L ™!

Cloreto de célcio (CaCl2) — 0,02 g.L ™!

Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) —1,0 g.L™*

Fosfato de potassio dibasico (KzHPO4) — 1,0 g.L™
Cloreto férrico (FeCls) — 0,05 g.L*

Os sistemas foram montados em frascos de vidro, usando-se 10 mL de meio mineral
modificado para cada amostra com concentragdo inicial de ureia de 0,75 g.L™* em solucéo.
Paralelamente aos sistemas com matrizes PBS-Ureia 10% p/p, foram feitos sistemas em
branco (somente meio) e sistemas controle (ureia livre). Os testes foram conduzidos em
triplicata, sob agitacdo de 150 rpm & temperatura de 30°C.

A cinética de liberacéo esta dividida em duas fases. A primeira consiste na anélise dos
compositos PBS-Ureia 10% p/p obtidos apos fusdo a 110°C e 140°C, com aliquotas para
dosagem de ureia retiradas nos intervalos de 0, 24, 48 e 72 horas. A segunda fase compreende
a analise dos compdsitos obtidos por fusdo a 110°C e irradiacdo gama em diferentes doses,
com aliquotas para dosagem de ureia retiradas nos intervalos 0, 4, 24 e 48 horas. A Figura 17

mostra um esquema ilustrativo para a cinética de liberacdo dos compositos irradiados.
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Figura 17 - Esquema ilustrativo do protocolo de andlise da cinética de liberagdo de ureia.

10 mL meio 1 ] 10 mL meio l
modificado “ Branco - sem ureia modificado “ Controle - Ureia livre 750 mg 11

Matriz polimérica com Ureia 10% p/p Matriz polimérica com Ureia 10% p/p

Obtida por fuséo & 110° C & irradiadas a Obtida por fuséo 4 140° C e imadiadas a

diferentes doses diferentes doses

Conc. tedrica de Ureia no sistema: 750 mg.L-1 Conc. tedrica de Ureia no sistema: 750 mg.L-1 Agitacio 150 rpm a 30°C
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modificado modificade modificado modificado modificado modificado modificado modificado /

5.5.4. Determinacdo analitica de ureia

As determinacGes de ureia foram feitas por espectrofotometria UV/VIS no
comprimento de onda de 600 nm com uso de sistema enzimatico Ureia 500 Doles®
originalmente aplicado na dosagem de ureia do soro, plasma e urina in vitro, mas que devido
a sua especificidade e sensibilidade, foi adaptado para a determinacgdo de ureia neste trabalho.

O principio da determinacdo analitica pelo kit Ureia 500 Doles® baseia-se na reacao
catalisada pela enzima urease (ver Equacédo 3), na qual os ions amoénio (NH4+") formados (ver
Equacédo 4) reagem com salicilato e nitropussiato de sédio em meio alcalino produzindo um
composto cromdgeno cuja intensidade colorimétrica é proporcional a concentracdo de ureia

no meio.

Urgzsg

H,N — CO — NH, —— CO0,+ 2NH, Equacio 3

NH + H,0 «—— NH;‘I,Eq}JrDH-,::}

3 (aq)

Equacédo 4

A quantificacdo de ureia liberada foi feita por regressao linear a partir de uma solucao
padrdo de ureia 800 mg.L™ fornecida pelo kit enzimatico. A Equagdo 5 apresenta a equagio
reduzida da reta para a curva analitica de ureia na qual y representa a absorbancia e x a

concentragdo (mg.L™?) de ureia

y = 0,0009x + 0,0033 (R? = 0,9963) Equacédo 5
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5.6. Ensaio de crescimento bacteriano (Bioestimulacao)

Este ensaio foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia Industrial/EQ/UFRJ para
avaliar o crescimento de Pseudomonas aeruginosa a partir do uso dos compdsitos PBS-Ureia

10% p/p, obtidos por fusdo a 110°C e submetidos a radiacdo gama, como fonte de nitrogénio.

5.6.1. Materiais

= Agua destilada

= Albumina Bovina 22% Ebram

» Caldo nutritivo: Extrato de carne Isofar, Peptona Bacto BD, Na2HPO4 P.A. Vetec,
NaCl P.A. Vetec

= Kit de determinacdo Glucox 500 Doles®

= Kit de determinacéo de ureia Ureia 500 Doles®

= Compdsitos PBS-Ureia 10% p/p

= Meio modificado (ver Tabela 4) com adicéo de 0,2% de Glicose Vetec

= NaCl P.A. Vetec 0,9% p/v

= NaOH P.A. Merck 1 M

= Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 INCQS/FIOCRUZ

= Reagente A: solucdo alcalina de Na2COs P.A. Vetec 2% + solugdo de CuSOas P.A.
Isofar 1% + solucdo de Tartarato de sddio e potassio P.A. Synth 2%

= Reagente B: Folin-Ciocalteau Phenol TS Spectrum + agua destilada 1:1

5.6.2. Equipamentos

= Agitador de tubos AP 56 Phoenix

= Autoclave vertical CS Prismatec

= Balanga analitica Bioscale

= Banho-Maria Fabbe

= Centrifuga Fanem

= Chapa de aquecimento Corning

= Espectrofotdbmetro Bioespectro SP-220
= Estufa de cultura Fabbe-Primar

= Fluxo laminar Biocampo
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= |ncubadora Shaker New Brunswick

= Microcentrifuga Thermo Scientific
5.6.3. Metodologia

O ensaio de bioestimulo foi feito para avaliar a capacidade das matrizes poliméricas
contendo ureia 10% p/p de estimular o crescimento bacteriano ja que essas matrizes sdo as
Unicas fontes de nitrogénio no sistema. O microrganismo usado foi a bactéria Pseudomonas
aeruginosa cultivada pelo Laboratorio de Microbiologia Industrial da Escola de Quimica da
UFRJ. A cepa bacteriana, mantida em caldo nutriente no refrigerador, foi inoculada em novo
caldo estéril e mantida a temperatura de 30°C por 24 horas antes dos ensaios.

Os sistemas foram montados em frascos de vidro com volume final de 10 mL de meio
mineral modificado em cada tubo (ver Figura 18). A massa de matriz polimérica em cada
experimento correspondeu 750 mg.L™ de ureia no sistema e a inoculagdo das bactérias foi
feita a partir de uma aliquota diretamente do caldo de crescimento. Paralelamente aos
sistemas com ureia imobilizada, correram sistemas em branco (apenas meio mineral
modificado/sem microrganismo) e sistemas controle (quantidades conhecidas de ureia
livre/com microrganismos). Os testes foram conduzidos em duplicata, sob agitacdo de 150
rpm a temperatura de 30°C. Aliquotas para dosagem de ureia, glicose e proteinas foram
retiradas nos intervalos 2, 4, 24, 48 e 72 horas.

Figura 18 - Sistemas com ureia livre e ureia imobilizada do ensaio de crescimento bacteriano.
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5.6.4. Determinacdo analitica de ureia

Vide item 5.5.4.

5.6.5. Determinagdo analitica de glicose

A dosagem de glicose foi feita por espectrofotometria a 510 nm com uso de sistema
enziméatico Glucox 500 Doles®, usualmente aplicado na determinacdo de glicose no soro,
plasma e demais liquidos bioldgicos in vitro.

O principio da determinacdo analitica pelo kit Glucox 500 Doles® baseia-se nas reacoes
de oxidacéo da glicose catalisadas pelas enzimas glicose oxidase e peroxidase na presenca de
um composto cromdgeno especifico que adquire coloracdo avermelhada e sua intensidade é
diretamente proporcional a concentracéo de glicose em solucéo.

As quantificacdes de glicose foram determinadas a partir de regressdo linear de uma
solucdo padrdo de glicose 1000 mg/L fornecida pelo kit. A Equacdo 6 mostra a equacéo
reduzida da reta para curva padrdo de glicose na qual y representa a absorbancia e x a
concentracdo (mg.L™?) de glicose.

y = 0,0004x — 0,0009 (R? = 0,9954) Equacéo 6

5.6.6. Determinacéo analitica de proteinas pelo método de Lowry

A determinacdo analitica de crescimento bacteriano foi feita por meio da dosagem de
proteinas pelo método de (LOWRY et al., 1951), cujo principio baseia-se na coloracdo de
complexos formados por substancias contendo ligacGes peptidicas. Esse método utiliza o
reagente Folin Ciocalteau que sofre reducdo quando reage com proteinas na presenca do
catalisador Cu?* produzindo um composto com absor¢do maxima em 750 nm. E um dos
métodos de quantificacdo de proteinas mais utilizados por ser altamente sensivel, apresentar
melhor exatiddo comparado a outros métodos e utilizar quantidades reduzidas de amostras. As
desvantagens sdo o longo tempo de analise, absortividade variavel para diferentes proteinas,
resposta pela lei de Lambert-Beer restrita a uma pequena faixa de concentracéo de proteinas e
a interferéncia de ions Mg?* e Ca?* (SANTOS, 2012).

As amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, os sobrenadantes descartados e 0s

decantados ressuspensos em 2 mL de solucdo salina com homogeneizacdo em vortex.
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Retirou-se 1 mL de cada amostra para microtubos e adicionou-se 0,1 mL de NaOH 1M. Os
microtubos foram homogeneizados e aquecidos em banho-maria por 10 minutos a 100°C.
Apbs esse tempo, foram centrifugados a 10.000 rpm por 20 minutos. Aliquotas de 500 pL do
sobrenadante foram transferidas para tubos de ensaio e adicionou-se 2 mL do reagente A
deixando em repouso por 10 minutos. Passado esse tempo, adicionou-se 0,2 mL do reagente
B e aguardou-se 30 minutos para quantificacdo por espectrofotometria UV/VIS a 750 nm.

As concentracdes de proteinas foram calculadas pela interpolacdo de dados de uma
curva padrdo obtida a partir de uma solugéo de albumina bovina 22%. A Equagédo 7 mostra a
equacdo reduzida da reta para uma curva padrdo de albunima bovina na qual y representa a

absorbancia e x a concentragdo (ug.L ™) de proteinas.

¥ = 0,0022 + 0,0056 (R* =0,9986) Equacgéo 7

5.7. Ensaio de biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo

Para avaliar a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa em sistemas aquaticos artificiais com matrizes PBS-Ureia 10% p/p como fonte de
nitrogénio, utilizou-se o 6leo combustivel MF 380, classificado como petréleo de base
parafinica com grau APl de 24,1 (REIS, 2009), como fonte de energia e carbono para o

metabolismo bacteriano.

5.7.1. Materiais e Equipamentos

= Materiais e equipamentos do item 5.6

» Hexano P.A. Mistura de isdmeros Isofar
= Oleo combustivel MF380

= Sulfato de sddio anidro P.A. Vetec

= TOG/TPH Analyzer Infracal Wilks Enterprise
5.7.2. Metodologia
Os sistemas aquaticos artificiais foram postos em frascos de vidro autoclavados com

volume final de 10 mL de meio mineral modificado com adicdo de matriz PBS-Ureia 10%

p/p, Pseudomonas aeruginosa. e 0,1% p/v de 6leo MF 380 conforme Tabela 5.
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Tabela 5 - Protocolo simplificado do ensaio de biodegradacéo de hidrocarbonetos.

[ureia]  [proteina] = [O6leo]
teorica inicial inicial
(mg.L™)  (ug.mL?) (%) plv

Condigéo/Sistemas
VT =10 mL de meio modificado

Branco - - -
Controle negativo (Atenuacio natural) = Oleo - -

Controle positivo 1 = Oleo + Ureia livre 750 -

Controle positivo 2 = Oleo + Ureia livre + microrganismo 750

Oleo + PBS-Ureia 10% p/p 110°C/15kGy + microrganismo 750 0,1
Oleo + PBS-Ureia 10% p/p 110°C/25kGy + microrganismo 750 50+5

Oleo + PBS-Ureia 10% p/p 110°C/50kGy + microrganismo 750
Oleo + PBS-Ureia 10% p/p 110°C/75kGy + microrganismo 750

Os sistemas foram montados em duplicata e mantidos sob agitacdo de 150 rpm a

temperatura de 30°C durante 30 dias conforme demonstrado na Figura 19.

Figura 19 - Demonstracdo do ensaio de biodegradacao de 6leo combustivel: a esquerda 0s sistemas aquaticos
artificiais preparados e a direita os sistemas prontos para agitacao.
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5.7.3. Determinacéo analitica de Hidrocarbonetos Totais do Petroleo (TPH)

As metodologia analiticas de TPH sdo usadas para determinar a quantidade total de
hidrocarbonetos presentes numa amostra. Os variados tipos de solventes assim como as
diferentes metodologias existentes, identificam fraces distintas do éleo e por isso torna-se
importante a informacdo sobre a metodologia empregada para fins de comparacdo de
resultados. Entre as técnicas empregadas na avaliagdo de TPH, destaca-se o método por
infravermelho (IR) que mede a transicdo entre estados vibracionais das moléculas de
hidrocarbonetos quando da absorcdo de energia na regido de IR do espectro eletromagnético.
O emprego da Espectrometria de Infravermelho por Transformada de Fourier - FTIR

possibilitou avaliacdes quantitativas no monitoramento ambiental, entretanto a complexidade
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e 0s custos operacionais limitam sua utilizacdo em campo, sendo desenvolvidos instrumentos
de detecc¢do portateis tais como o analisador de TOG/TPH (NASCIMENTO et al., 2008).

Os sistemas com 0leo foram processados na sequéncia descrita a seguir, de acordo
com o Method 1664, Revision B (2010) da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos
Estados Unidos:

1- Extracdo do 6leo com Hexano P.A. (Vetec);

2- Separacdo das fases aquosa e orgénica em funil de decantacdo (ver Figura 20). Fase
aquosa seguiu para analise de ureia e proteinas;

3- A fase organica com o 6leo foi filtrada em algodédo hidrofobico coberto com cerca
de 500 g de sulfato de sodio e coletada em bécher com cerca de 1 grama do mesmo sal para
remover qualquer traco de &gua (ver Figura 20). Nesta etapa houve lavagem de todo o sistema
com o solvente organico por pelo menos 3 vezes para assegurar a remogao de todo o 6leo;

4- O volume final para a dosagem de 6leo foi de 50 mL para todas as amostras.

A quantificacdo foi feita por espectrometria na regido do IR em analisador de
TOG/TPH (ver Figura 20). Para obtencdo da concentracdo de hidrocarbonetos em cada
amostra, usamos a curva analitica de uma solucdo de 6leo combustivel MF 380 para
interpolacdo de dados através da Equagdo 8, onde y representa a absorbancia e x (mg.L™?) a

concentracdo de hidrocarbonetos em solucgéo.

y = 0,8913 — 6,8144 (R? =0,9994) Equacéo 8

Figura 20 - A esquerda: Extracdo de 6leo do ensaio de biodegradacdo. A direita: Aparelho de infravermelho para
quantificacdo de hidrocarbonetos
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6. RESULTADOS e DISCUSSAO

6.1. Tamanho da cadeia polimérica e polidispersao

6.1.1. Poli (Succinato de Butileno) - PBS

Com esta analise foi possivel obter a massa molar média e a polidispersdo do

polimero. Os resultados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da analise de GPC para o polimero PBS.

Polimero  Massa molar numérica  Massa molar ponderal  Polidisperséo
(Mn) (Mw) (Mw/Mn)
PBS 5.343 g/mol 7.497 g/mol 1,4031

Segundo CANEVAROLO JR. (2002), polimeros com massa molar média menor que
10.000 g/mol séo considerados de baixa massa molar e por isso séo denominados oligdbmeros.

O poli(succinato de butileno) (PBS), sintetizado para este trabalho, apresentou massa
molar de 5.343 g/mol e pode ser definido como um oligbmero.

O valor de polidispersdo de 1,4 indica que as cadeias poliméricas tém tamanhos
similares ja que polimeros monodispersos com polidispersdo igual a 1 apresentam todas as
cadeias com mesmo tamanho (CANEVAROLO JR., 2002).

Catalisadores de alta eficiéncia a base de titdnio, como o Ti(OBu)4, tém sido a
estratégia mais comum para a sintese de PBS de alta massa molar, pois limitam a exposicao
do polimero as altas temperaturas, evitando sua degradacdo no interior do reator (FERREIRA,
2013). Valores de massa molar entre 19.800 e 53.000 g/mol foram citadas por (SANTOS,
2014) para PBS sintetizado com Ti(OBu)4 com diferentes temperaturas e tempos reacionais.

Apesar de ter sido usado um catalisador de alta eficiéncia, obteve-se um PBS de baixa
massa molar e algumas hipdteses podem ser sugeridas, com base em (FERREIRA, 2013),
para justificar esse resultado:

(1) pouca remocdo de &gua durante a reacdo de policondensacdo pela ineficiéncia do
bombeameto de nitrogénio no sistema. A dgua é um subproduto da reacdo de policondensacéo
do PBS e para haver altas conversdes com formacéo de polimero de alta massa molar, a agua

devera ser constantemente removida do sistema;
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(2) a temperatura pode ndo ter sido suficiente para estabelecer altas conversdes dos
reagentes durante a policondensacao, resultando em um produto de baixa massa molar e;

(3) o tempo de reacdo pode ndo ter sido suficiente para alcangcar um grau elevado de
polimerizagéo.

Pesquisas para obtencdo de materiais de liberagdo controlada de ativos tém sido
realizadas com materiais poliméricos de baixa massa molar (em torno de 2000 g/mol), com
resultados de aplicabilidade adequada (COSTA, 2017; BODMEIER; OH; CHEN, 1989).

6.2. Morfologia superficial dos materiais poliméricos

6.2.1. Poli(succinato de butileno) -PBS

A Figura 21 mostra a morfologia de uma amostra s6lida macerada a p6 de PBS puro

antes da fusdo. Observa-se uma superficie irregular com grandes areas de porosidade.

Figura 21 - Morfologia superficial do PBS sintetizado antes da fus&o.
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A Figura 22 mostra a morfologia das amostras sélidas maceradas a p6 de PBS puro
apos fusdo nas temperaturas de 110°C e 140°C e resfriamento a temperatura ambiente. Apos a
fusdo e resfriamento do polimero puro, passa-se a observar uma superficie mais regular, com

pouca ou nenhuma porosidade.
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Figura 22 — Amostras so6lidas maceradas a pé de PBS puro ap6s fusdo (a) a 110°C e (b) a 140°C, com
visualizacdo de fragmentos do material polimérico sobre a superficie da matriz.
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6.2.2. Compdsitos PBS-Ureia 10% p/p

A Figura 23(a) apresenta uma amostra sélida macerada a p6 de PBS-Ureia 10% p/p
apos fusdo a 110°C e resfriamento a temperatura ambiente. Observa-se uma superficie
irregular formada por dominios dispersos na matriz polimérica, que podem ser constituidos de
particulas de ureia ndo fundida, ja que este nutriente funde a temperatura maior que 110°C.

Na temperatura de 110°C, proxima a temperatura de fusdo do polimero (Tm = 113°C),
a energia presente no sistema foi suficiente para provocar fusdo parcial da mistura, ou seja, a
ureia (Tm =135°C) parece ndo ter sido fundido e durante o resfriamento da mistura, o
polimero ao solidificar, imobilizou fisicamente as particulas de ureia.

Na Figura 23(b) temos uma amostra s6lida macerada a pé de PBS-Ureia 10% p/p ap0s
fusdo a 140°C e resfriamento a temperatura ambiente. Nesta temperatura, tanto a ureia quanto
0 PBS mudaram de estado fisico e foi perceptivel odor caracteristico de aménia no sistema,
indicando um possivel inicio de degradacdo da ureia. E possivel observar na imagem que a
superficie do material apresenta grandes irregularidades, com formacdo de dominios
volumosos. Estas estruturas sdo provavelmente cristais maiores de ureia formados por
recristalizacdo durante o resfriamento do material. O maior tamanho desses cristais 0s deixa

mais expostos que 0s andlogos preparados em temperatura menor.
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Figura 23 - Microscopia dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p obtidas por fusdo (a) 110°C e (b) 140°C.

. &
R

2017111123 HL D84 x25k 30um CETEM 2017/11/23 HL D82 x25k  30um

A Figura 24 mostra as imagens da morfologia dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p
apos ensaio de cinética de liberacdo de ureia.

Figura 24 - Microscopia dos compdsitos PBS/Ureia 10% p/p ap6s ensaio de liberagdo de ureia. (a) Compdsitos
obtidos apos fusdo a 110°C e (b) apds fusdo a 140°C.
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Na Figura 24(a) observa-se uma superficie com vaérias fendas, permitindo supor que
ocorreu liberacdo gradual de ureia imobilizada de dentro da matriz. Na Figura 24(b), cuja
recristalizacdo da ureia formou dominios volumosos, observa-se uma superficie irregular, ndo
uniforme, permitindo supor ndo ter ocorrido liberacdo gradual de ureia imobilizada
semelhante ao do compdsito obtido a 110°C.
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A intercalacdo/imobilizacdo no polimero fundido € um das técnicas que podem ser
usadas para obtencdo de compositos poliméricos pela incorporagdo de um determinando
componente, como por exemplo a ureia, entre as cadeias poliméricas. E uma metodologia de
preparo que usa equipamentos comuns de processamento e tem a vantagem de ndo utilizar
solventes ao longo do processo (FERREIRA, 2013).

A escolha das temperaturas de fusdo para obtencdo dos materiais poliméricos baseou-
se nas temperaturas de fusdo do PBS puro e da ureia, ou seja, a 110°C teriamos apenas a fusdo
do polimero enquanto a 140°C teriamos a fusdo da ureia juntamente com o PBS. Dessa forma,
esperava-se encontrar diferencas morfoldgicas e/ou estruturais nos materiais obtidos por
diferentes temperaturas de fuséo.

Com as imagens por microscopia eletronica de varredura (SEM) das amostras de PBS
puro foi possivel avaliar que, apés a fusdo tanto a 110°C quanto a 140°C, aumentou a
uniformidade da superficie das amostras. Para os compdsitos PBS-Ureia 10%, a mistura dos
componentes por fusdo proporcionou imobilizacdo da ureia na matriz, caracterizada pela
visualizacdo de estruturas ou dominios sobre a superficie dos materiais. No caso dos
compésitos formados a 110°C, visualiza-se maior regularidade dessas estruturas formadas por
particulas ndo fundidas de ureia. Nos compositos obtidos a 140°C, essas estruturas Sao
maiores e apresentam maior irregularidade, provavelmente pela fusdo e recristalizacdo da
ureia que formou cristais mais imperfeitos e irregulares, passiveis de serem solubilizados de
forma mais rapida.

As micrografias da Figura 24 mostram os compositos apos ensaios de liberacdo de
ureia e confirmam comportamentos diferenciados na liberacdo do nutriente. Enquanto os
compdsitos obtidos a 110°C mostram uma superficie mais uniforme pressupondo liberacdo
gradual de ureia, os compositos obtidos a 140°C mostram uma superficie bastante irregular
presumindo uma liberacdo diferente de ureia quando comparada ao compdsito PBS-Ureia
10% formado a 110°C.

6.3. Estrutura quimica por analise de FTIR

A técnica de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier usando
acessorio de reflexdo atenuada (FTIR-ATR) permite analisar caracteristicas das estruturas
quimicas de diversos compostos a partir da observacdo de bandas relativas a determinados

grupamentos. Dessa forma, é possivel confirmar a presenca de grupamentos em uma amostra



67

a partir da comparacéo entre as bandas tipicas obtidas nos espectros com resultados contidos
na literatura.

6.3.1. Poli (Succinato de Butileno) - PBS

O espectro do polimero PBS puro € mostrado na Figura 25 e apresenta picos em 2946
e 1330 cm? relacionados as vibragOes assimétricas e simétricas, respectivamente, de
deformacéo de grupos CH2 na cadeia principal do PBS (FERREIRA et al., 2014). Para o pico
1713 cm’, atribuem-se as vibracdes de alongamento do grupamento éster (-C-O-C-). As
bandas de absorcdo 1156 e 1046 cm™ estdo relacionadas as vibragGes de alongamento das
ligacdes O-C-C (ZHOU (2012) citado por SANTOS, 2014). Reac¢des de cisdo da cadeia do
PBS podem ser constatadas pelo aparecimento do pico 918 cm™ que relaciona-se aos grupos
vinis formados nessas cisdes (THIRMIZIR et al (2011) citado por FERREIRA et al., 2014).

Figura 25 - Espectro de infravermelho do PBS puro.
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6.3.2. Ureia

A Figura 26 mostra o espectro da ureia com bandas caracteristicas em 3431 e 3340
cm? referentes as vibragGes de estiramento simétrico e assimétrico de grupos N-H. O pico
1676 cm* refere-se as vibragOes das ligagdes C=0 e 0 pico 1460 cm™ a vibragdo da ligagdo
C-N. O pico 1150 cm™ tem relacdo com o grupamento N-H e 0 787 cm™ as ligagdes O-C-N-N
(SANTOS, 2014).
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Figura 26 - Espectro por infravermelho da Ureia.
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6.3.3. PBS puro apds fusdo e irradiagdo gama

Considerando os resultados prévios de microscopia eletrénica de varredura (ver ltem
6.2.2) e os de cinética de liberacdo de ureia (ver Item 6.5), optou-se por fazer as
caracterizagdes fisico-quimicas apenas das amostras de PBS e compositos PBS-Ureia 10% p/p
obtidas apos fusdo a 110°C e submetidos a irradiacdo gama. As matrizes poliméricas
carregadas com ureia apresentaram melhores perfis de liberacdo gradual em 72 horas
conforme previsto pela analise morfologica superficial.

A Figura 27 mostra a comparacao entre o espectro por infravermelho do PBS puro,
antes da fusdo, com os espectros do PBS apo6s fusdo a 110°C e submetido as doses de radiagédo
gama de 15, 25, 50 e 75 kGy.

Figura 27 - Espectros comparativos do PBS antes da fusdo, apds fusdo a 110°C e irradiado.
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Os espectros sdo muito semelhantes, com as bandas caracteristicas do polimero
aparecendo em todos 0s espectros e nenhum novo pico. De forma qualitativa, apenas com a
observacao dos espectros, podemos inferir que ndo houve nenhuma mudanga na composi¢ao
do polimero apds a fusdo e/ou irradiacdo dos materiais poliméricos.

Como forma de analisar estatisticamente se os processamentos de fuséo e irradiacao
gama aplicados ao material polimérico provocaram alguma mudanca de estrutura quimica, foi
aplicada a técnica de regresséo linear via minimos quadrados para obter a correlagéo (R?) e 0
erro médio quadratico (RMSE) para comparacdo do espectro do PBS sem processamento com
0s espectros do PBS fundido a 110°C e irradiado com diferentes doses. Os valores de
correlacdo e de RMSE obtidos para essas amostras sdo mostrados na Tabela 7.

O RMSE é uma ferramenta estatistica importante, capaz de mostrar a similaridade
entre uma amostra modelo e os grupos experimentais (KELLEY; LAI (2011) citado por
COSTA, 2017).

Tabela 7 - Correlacdo entre PBS sem processamento e PBS fundido e irradiado.

Transmitancias comparadas R R?> RMSE
PBS x PBS 1 1 0
PBS x PBS 110 0,994 0,988 0,52

PBS 110 x PBS 110/15 0,997 0,994 0,57
PBS 110 x PBS 110/25 0,997 0,994 041
PBS 110 x PBS 110/50 0,997 0994 0,53
PBS 110 x PBS 110/75 0,997 0,993 0,43

Os resultados da correlagdo mostram que quanto mais proximo de 1 o valor do
coeficiente linear (R?) estiver, maior a semelhanga entre os espectros comparados. Ao mesmo
tempo que quanto maior for o valor de RMSE, maior serd a dispersdo entre os dados
comparativos de transmitancias. Dessa forma € possivel inferir que, com a fusdo, houve certo
grau de alteracdo da estrutura quimica do polimero possivelmente pela formacao de cristais
imperfeitos e mais regides amorfas durante o resfriamento e recristalizagdo. Em relagdo a
radiacdo, ndo se observa clara tendéncia na diferenciacdo dos materiais com a diminui¢do ou
aumento das doses de radiacdo. Mas podemos presumir inicialmente que, a menor dose de
radiacdo (15 kGy) foi capaz de produzir maior efeito sobre o material polimérico quando
comparado ao polimero puro sem irradiacdo ou com os demais materiais irradiados. Pode-se

justificar tal resultado pelo efeito degradador que doses mais baixas de radiacdo gama causam
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as cadeias poliméricas, promovendo rompimento (cisdo) de algumas ligacdes quimicas e
consequente alteracdo estrutural (COSTA, 2017; KIM et al., 2015).

6.3.4. Compdsitos PBS-Ureia 10% p/p

A Figura 28 mostra os espectros por infravermelho dos compositos PBS-Ureia 10%

p/p obtidas ap6s fusdo a 110°C e submetidos a radiacdo gama em diferentes doses.

Figura 28 - Espectros por infravermelho do PBS, Ureia e compoésitos PBS-Ureia 10% p/p.
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Analisando os espectros dos compositos PBS-Ureia 10% p/p, observam-se picos
caracteristicos tanto do PBS quanto da ureia.

Na regido entre 3500 e 3250 cm™, visualizam-se deformagGes referentes aos picos
3431 e 3340 cm™ do espectro da ureia que indicam presenca de grupamentos N-H. Ainda
proximo a essa regido, é possivel visualizar um pico antes de 3000 cm™ que condiz com o
pico 2946 cm referente ao grupamento CH2 da cadeia principal do PBS.

Na regido entre 1750 e 500 cm™ também visualizam-se picos semelhantes aos do
espectro do PBS, especificamente proximos a 1713 e 1156 cm™ referentes aos grupamentos
C-O-C (éster) e O-C-C, respectivamente.

Entre 1750 e 1500 cm™, é possivel ver a influéncia da presenca da ureia através das
deformacdes referentes ao grupamento C-N.
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6.3.5. Analise de erro médio quadratico dos compositos PBS-Ureia 10% p/p

Com o propdésito de avaliar quantitativamente as alteracGes nos espectros das matrizes
poliméricas carregadas com ureia, calculou-se o coeficiente de determinacgdo (R?) e o erro
medio quadratico (RMSE) entre as transmitancias do PBS fundido a 110°C e dos compdsitos

PBS-Ureia 10% p/p obtidos apos fusdo e irradiacdo gama (ver Figura 29).

Figura 29 - Analise comparativa das transmitancias entre PBS puro apds fusdo e compoésitos PBS-Ureia 10% p/p.

= PBS-Ureia 110/15 = PBS-Ureia 110/25

100 Linear Fit of Transmitancia PBS-Ureia 110/15 100 Linear Fit of Transmitancia PBS-Ureia 110/25

90 4 90 4

80 80 4

70 70

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

60 60

(b)
50 T T T T T T T T 50 T T T T T T T T
65 70 75 80 85 %0 95 100 65 70 75 80 85 %0 95 100
Transmitancia PBS 110 (%) Transmitancia PBS 110 (%)
= PBS-Ureia 110/50 % PBS-Ureia 110/75
100 Linear Fit of Transmitancia PBS-Ureia 110/50 100 Linear Fit of Transmitancia PBS-Ureia 110/75

90 4 90

80 4 80

70 4 70 4

Transmitancia (%)
Transmitancia (%)

60 60

50 T T T v T T T T v T 50 T T T v T T
65 70 75 80 85 20 95 100 65 70 75 80 85 20 95 100

Transmitancia PBS 110 (%) Transmitancia PBS 110 (%)

A Figura 29 mostra a comparagdo entre a transmitancia do PBS fundido a 110°C
contra a transmitancia dos compositos (a) PBS-Ureia 10% p/p com dose 15kGy de radiacéo
gama; (b) PBS-Ureia 10% p/p com dose de 25 kGy; (c) PBS-Ureia 10% p/p com dose de 50
kGy e (d) PBS-Ureia 10% p/p com dose de 75 kGy. Todas as comparacGes apresentaram
diminuigdo de linearidade, ou seja, os compdsitos apresentam diferencas em suas estruturas
quimicas em comparagdo com a do PBS puro apds fusdo. Isso demostra que houve algum
grau de interacdo entre o PBS e a ureia, com formacgédo de um material com estrutura quimica
diferente do polimero puro fundido.

Na Tabela 8 sdo mostrados os valores de correlagdo (R?) e do erro médio quadratico
(RMSE) para o PBS puro versus compdsitos PBS-Ureia 10% p/p obtidos apds fusdo a 110°C.
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Tabela 8 - Correlagdo entre PBS puro e compositos PBS-Ureia 10% p/p ap6s fusdo a 110°C.

Transmiténcias comparadas R R? RMSE
PBS 110 x PBS 110 1 1 0
PBS 110 x PBS-Ureia 110/15 0,868 0,754 3,11
PBS 110 x PBS-Ureia 110/25 0,894 0,800 2,15
PBS 110 x PBS-Ureia 110/50 0,924 0,853 2,41
PBS 110 x PBS-Ureia 110/75 0,890 0,792 3,16

A partir dos resultados da anlise estatistica mostrada na Tabela 8, pode-se observar
que o compdsito PBS-Ureia 10% p/p submetido a dose de radiacdo de 15kGy apresentou
maior desvio (R? = 0,754) e baixa similaridade (RMSE = 3,11) em relacdo ao modelo PBS
puro obtido por fusdo a 110°C. J& o compoésito PBS-Ureia 10% p/p submetido a dose de
radiacdo de 50kGy apresentou menor desvio (R?> = 0,853) e maior similaridade (RMSE =
2,41) com o0 modelo.

De certa forma, os compositos PBS-Ureia 10% p/p com doses intermediarias de
radiacdo gama apresentaram tendéncia de maior similaridade quimica-estrutural como o PBS
puro pos-fusdo. Esses resultados podem ser explicados pelo efeito degradador (cisdo) que as
doses mais baixas de radiacdo gama exercem sobre a cadeia polimérica, enquanto as doses
mais altas exercem efeito contrario de reticulacdo ou aumento das ligaces intermoleculares
que podem ter modificado a conformacgdo estrutural dos materiais poliméricos analisados
(KIM et al., 2015). Sendo assim, nos compdsitos submetidos as doses intermediarias de
radiacdo gama pode ter havido certo equilibrio entre as forcas de cisdo e reticulacdo sobre as
cadeias poliméricas (COSTA, 2017) fazendo com que esses compdsitos sejam mais similares

entre si e com 0 modelo de comparacao.

6.4. Estudo da estrutura cristalina por DRX

Neste topico serdo apresentados os resultados das andlises por difragdo de raios X
(DRX) do polimero, da ureia e também dos compositos PBS-Ureia 10% p/p. A difracdo de
raios X é uma técnica de incidéncia de radiagdo sobre uma amostra que passa a emitir um

feixe de fotons difratados permitindo o estudo da estrutura cristalina da amostra.
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6.4.1. Poli (succinato de butileno) (PBS)

Na Figura 30 é mostrado o difratograma correspondente ao PBS puro. Os picos
caracteristicos do polimero podem ser vistos nos angulos 26 em 19,80°, 22,05°, 22,95°, 26,30°,
29,35°, 34,15° e 45,30° Esses resultados confirmam que a amostra analisada trata-se do
poliéster poli(succinato de butileno) com base em dados semelhantes obtidos por XU et al.
(2008) que detectaram difracdo dos cristais monoclinicos desse polimero nos angulos 19,5°,
21,7° e 22,6° e NIKOLIC; DJONLAGIC (2001) que registraram o0s seguintes picos e planos,
respectivamente: 19,71° (111 e 002); 22,07 (012); 22,80 (110); 26,20 (121) e 29,09 (110).

Figura 30 - Difratograma do PBS puro.
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6.4.2. Ureia

A Figura 31 mostra picos bem definidos caracteristicos de substancias altamente
cristalinas como a ureia. Foram identificados oito picos principais no angulo 20 em 22,25°,
22,65°, 24,95°, 29,6°, 31,8°, 35,9° e 45,65° semelhantes aos encontrados por (SANTOS, 2014)

na caracterizacao por DRX da ureia.
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Figura 31 - Difratograma da ureia.
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6.4.3. PBS puro apds fusdo/irradiacao

De acordo com os resultados de microscopia eletrénica de varredura (ver Item 6.2.2) e
os de cinética de liberacdo de ureia (ver Item 6.7.1), optou-se por fazer as caracterizaces
fisico-quimicas apenas das amostras de PBS puro e dos compoésitos PBS-Ureia 10% p/p
obtidas por fusdo a 110°C e irradiadas com diferentes dose de radiacdo gama. As matrizes
carregadas com ureia apresentaram melhores perfis de liberacdo gradual em 72 horas
conforme previsto pela analise morfologica (SEM).

A Figura 32 apresenta o resultado das analise por DRX do polimero fundido e também
sob efeito de diferentes doses de radiacdo gama. Através dos difratogramas ndo é possivel
inferir sobre nenhuma alteracdo na estrutura cristalina do polimero ap6s a fusdo e /ou

irradiacao.

Figura 32 - Difratogramas do PBS sob diferentes condigdes.
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6.4.4. Compositos PBS-Ureia 10% p/p

Na Figura 33 sdo mostrados os difratogramas dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p em

comparacao aos difratogramas do PBS puro ap6s fusdo a 110°C e da ureia.

Figura 33 — Difratogramas normalizados da ureia, PBS puro pds-fusdo e compdsitos PBS-Ureia 10% p/p.
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A partir da analise visual dos difratogramas da Figura 33 é possivel observar que 0s
compdsitos PBS-Ureia 10% p/p apresentam estrutura cristalina muito similar ao do PBS puro
pos fusdo a 110°C. Embora os difratogramas estejam normalizados, para que fosse possivel
realizar a comparagdo na mesma figura visto que a ureia é uma substancia altamente cristalina
e com intensidade de sinal muito superior ao dos demais difratogramas, é possivel observar
alteracdes bastante sutis nos difratogramas dos compositos nos angulos 20 de 25 e 35°

relativos a presenca da ureia nos compasitos.

6.4.5. Analise da cristalinidade (Xc)

Para analisar as alteragdes na cristalinidade do PBS puro fundido/irradiado assim
como dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p promovidas pelo rearranjo estrutural apos fusao e
resfriamento lento e/ou incidéncia das diferentes doses de radiagdo gama, calculou-se o valor

da cristalinidade conforme resultados mostrados na Tabela 9 e 10.
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Tabela 9 - Cristalinidade por DRX das amostras de PBS.

PBS PBS110 PBS110/15 PBS110/25 PBS 110/50 PBS 110/75

Xc (%) 66 40 47 50 49 51

Tabela 10 - Cristalinidade por DRX das matrizes poliméricas PBS-Ureia 10% p/p.

PBS-Ureia 110/15 PBS-Ureia 110/25 PBS-Ureia 110/50 PBS-Ureia 110/75 ‘
Xc (%) 47 42 43 49

A energia presente no sistema alcancada na temperatura de fusédo desorganiza toda a
cadeia do polimero (SANTOS, 2014). Com o resfriamento do material, o rearranjo pode ndo
ocorrer da mesma forma (CANEVAROLO JR., 2002) e a cristalinidade do material p6s fusao
pode diferir do material antes da fusdo. Por outro lado, a energia proveniente da radiacéo
gama podera ser capaz de promover cisdo ou reticulacdo das cadeias poliméricas e alterar a
estrutura cristalina dos materiais irradiados.

O valor da cristalinidade calculado por DRX para o PBS puro sem processamento (Xc
= 66%), ou seja, sem ter sido fundido ou irradiado, corresponde ao de um polimero
semicristalino como € o caso do poli (succinato de butileno). Com a fuséo, a organizacdo da
cadeia do PBS é destruida e o resfriamento lento ndo permite a formacdo de cristais de
qualidade, diminuindo o valor da cristalinidade para 40% no PBS puro fundido (PBS 110).

As doses de radiacdo gama sobre o polimero fundido, aumentaram o valor da
cristalinidade de 40% no PBS 110 para 47% em 15 kGy; 50% em 25 kGy, 49% em 50 kGy e;
51% em 75 kGy. Esse aumento de cristalinidade pode estar relacionado aumento de energia
no sistema que permitiu algum grau de mobilidade e reordenamento cristalino nos materiais
poliméricos. Nas matrizes carregadas com ureia, a irradiacdo também provocou aumento da
cristalinidade de 40% no PBS 110 para 47% em 15 kGy, 42% em 25 kGy, 43%, em 50 kGy e
49% em 75 KGy.

Como os valores de cristalinidade dos compositos PBS-Ureia 10% p/p sdo proximos
aos das amostras de PBS puro irradiadas, presume-se que a ordenacdo da estrutura quimica
com a formacdo de novos rearranjos cristalinos foi devida a irradiacdo do material em

detrimento da presenca da ureia que também poderia influenciar na cristalinidade.
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6.5. Propriedades térmicas dos materiais poliméricos e da ureia

A seqguir sdo apresentados os resultados das analises térmicas TGA e DSC que foram
feitas para observacdo das propriedades térmicas como perda de massa, temperatura de fuso
(Tm), temperatura de degradacdo (Td), entre outras, do PBS puro, ureia, e compositos PBS-

Ureia 10% p/p obtidas por fusdo a 110°C e irradiacdo gama.
6.5.1. Analise Termogravimétrica (TGA)

Na Figura 34 sdo mostrados os termogramas das amostras do PBS em diferentes
condigdes: (1) antes da fusdo, (2) apos fusdo a 110°C e (3) apos fusdo a 110°C com exposicdo
a diferentes doses de radiacdo gama e na Figura 35 as curvas da derivada da TGA para esses

mesmos materiais.

Figura 34 - Termogramas do PBS em diferentes condicdes.
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As curvas termogravimétricas das amostras de PBS irradiados apresentam-se muito
semelhantes aos do PBS antes e ap6s a fusdo, com visualizacdo de um Unico estagio de
degradacdo para todas as amostras e temperaturas iniciais de degradacdo (Tonset) muito

préximas, variando de 364 a 368°C, conforme Tabela 11.



Figura 35 - Derivadas da analise termogravimétrica do PBS em diferentes condicdes.
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As curvas de derivada para as diferentes amostras de PBS puro mostram a inflexao

principal das curvas, referente a degradacéo térmica dos materiais, na faixa entre 396 a 402°C

(ver Tabela 11), bastante semelhantes entre si e com varia¢do ndo significativa entre elas.

Tabela 11 - Propriedades térmicas por TGA do PBS em diferentes condicdes.

Material Td (°C) Tonset (°C) Perda de massa (%)

PBS 397
PBS 110 398
PBS 110/15 402
PBS 110/25 402
PBS 110/50 396
PBS 110/75 402

364
366
368
366
365
365

99,16
99,19
99,53
99,41
99,45
99,20

Td = temperatura de degradacdo; Tonset = temperatura inicial de degradagdo

Os resultados mostrados na Tabela 11 indicam que a fusdo do PBS a 110°C com

resfriamento a temperatura ambiente e submetido a diferentes doses de radiacdo gama, ndo

interferiram nas temperaturas de maxima taxa de degradacdo (Td), assim como na

temperatura inicial (Tonset) da degradacdo. As taxas percentuais de perda de massa também

apresentaram-se proximas variando de 99,16% a 99, 53% na temperatura final de andlise.

A Figura 36 mostra as curvas termogravimétricas dos compositos PBS-Ureia 10% p/p

obtidas por fusdo a 110°C e submetidas a diferentes doses de radiacdo gama e a Figura 37 as

derivadas da TGA das matrizes poliméricas e de seus componentes separadamente.
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Figura 36 - Termogramas dos compositos PBS-Ureia 10% p/p e de seus componentes sob diferentes condigdes.
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A curva termogravimétrica da ureia apresenta trés estagios de perda de massa. O
primeiro inicia-se a 175°C, na qual ocorre a primeira etapa de decomposi¢do da ureia com
formacdo de biureto. No segundo estagio, a partir de 235°C, inicia-se a decomposicdo do
biureto. O ultimo estdgio a partir de 364°C compreende a sublimagdo e decomposicéo final
dos produtos remanescentes (SCHABER et al., 2004).

A curva do PBS puro obtido apo6s fusdo a 110°C apresenta apenas um estagio de
degradacdo iniciando em 366°C. As curvas dos compositos PBS-Ureia 10% p/p apresentam
dois estagios, sendo o primeiro relativo a presenca da ureia ja que as temperaturas iniciais de
degradacéo variam de 180 a 189°C, proximas a Tonset da ureia pura. O segundo estagio de
degradacdo dos compositos € relativo a decomposicdo do PBS, visto que temperaturas
méaximas de degradacdo variam entre 391 e 405°C, compativeis com a Td para o PBS puro.

A Figura 37 mostra as curvas derivadas da TGA para os compositos PBS-Ureia 10%
p/p assim como para 0 PBS puro apos fusdo a 110°C e para a ureia, sendo possivel confirmar
os resultados observados nos termogramas. Para a ureia confirma-se os trés estagios de
degradacédo da ureia, sendo os dois primeiros interligados e relacionados a decomposicéo do
do biureto e o terceiro, relacionado a decomposicao final dos derivados do biureto com Td
igual 364°C. Para o PBS puro € possivel visualizar a temperatura maxima de degradacéo em
398°C. Os compadsitos apresentam comportamento térmico muito semelhante ao do PBS puro,
vide Td, mas com influéncia da presenca da ureia que acrescenta um estdgio inicial de

degradacao nos compdsitos.
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Figura 37 - Derivadas da analise termogravimétrica dos compdsitos PBS-Ureia 10% p/p e de seus componentes.
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A Tabela 12 mostra os resultados da anéalise por TGA para 0os compoésitos PBS-Ureia

10% p/p assim como de seus componentes separadamente.

Tabela 12 - Propriedades térmicas por TGA da ureia, PBS apds fusdo e compésitos PBS-Ureia 10% p/p.

Material Td (°C) Tonset (°C) Perda de massa (%0)
Ureia 224/364 175/235 99,44
PBS 110 398 366 99,19
PBS-Ureia 110/15 394 189/365 98,39
PBS-Ureia 110/25 391 182/371 99,48
PBS-Ureia 110/50 393 184/365 98,67
PBS-Ureia 110/75 405 180/373 99,46

Td = temperatura de degradacdo; Tonset = temperatura inicial de degrada¢do

A temperatura de degradacdo pode ser usada indiretamente para inferir sobre o efeito

da dose de radiacdo sobre a reticulacdo do material polimérico. Na Tabela 12, observa-se

diminuigdo da Td para os compdsitos irradiados até a dose de 50 kGy em comparagédo ao PBS

puro apo6s fusdo. Para o compdsito irradiado na dose de 75 kGy foi observado aumento da Td

quando comparado ao PBS puro apos fusdo e também com os demais compositos irradiados.

Conforme discutido anteriormente, doses menores promovem cisdo das cadeias e, portanto,

materiais que degradam mais facilmente. Por outro lado, doses maiores aumentam a massa
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molar média, produzindo materiais que sdo, no limite, reticulados e que seriam mais
resistentes termicamente.

A partir dos resultados da analise por TGA dos compdsitos foi possivel observar a
presenca de ureia na matriz polimérica e os efeitos sobre as propriedades térmicas nos
compostos finais. Observando-se os resultados de Tonset tém-se que: para a ureia € possivel
observar duas temperaturas iniciais de degradacdo, enquanto para o PBS puros apos so foi
registrado um valor. Para os compositos PBS-Ureia 10% p/p, observam-se duas temperaturas
iniciais de degradacéo, a primeira variando de 180 a 189°C referente & presenca da ureia e a
segunda variando de 365 a 373°C referente ao PBS.

Em relacdo a perda de massa, ndo houve variacdo significativa entre as matrizes em
razdo da presenca da ureia ou exposi¢do a radiacdo gama, com taxas de perda variando de
98,39 a 99, 48%.

6.5.2. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
As determinacOes de temperatura de fusdo (Tm), entalpia de fuséo (AHf) e de
degrada¢ao (AHd), temperatura de degradagdo (Td) e cristalinidade (Xc), calculada pela

Equacdo 2, sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Propriedades térmicas por DSC da ureia, PBS e materiais poliméricos sob diferentes condicoes.

Material Tm (°C) AHf (J/g) Xc (%) Td (°C) AHd (J/g)
Ureia 135 151 - 2271360 875/83

PBS 113 81 73,24 401 841
PBS 110 110 64 58,40 399 417
PBS 110/15 109 74 67,14 379 449
PBS 110/25 109 72 65,41 403 449
PBS 110/50 108 72 65,25 397 406
PBS 110/75 108 75 67,59 402 393
PBS-Ureia 110/15 108 61 55,30 391 244
PBS-Ureia 110/25 108 61 55,04 402 270
PBS-Ureia 110/50 108 51 46,00 391 297

PBS-Ureia 110/75 108 59 53,55 402 301
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A ureia apresenta Tm compativel com os dados da literatura, sendo 132°C encontrado
por (CASTRO, 2014) e 133°C encontrado por (SCHABER et al., 2004) Segundo este autor, a
Tm é o primerio estagio de degradacdo da ureia com formacédo de amonia e acido cianico (ver
Equacdo 7) e posteriormente formagdo de biureto (ver Equacdo 8). No terceiro estagio de
degradacdo com Td em torno de 360°C, ocorrerdo as decomposi¢cdes finais dos outros
produtos intermediarios formados a partir do biureto (SCHABER et al., 2004).

g uacimanto

(NH;),C0 (ureia) NH}NCO™ (cianeto de amébnio) —
— NHz(aménia) + HNCO (Acido cidnico) Equacéo 7
(NH,),C0 (ureia) + HNCO (acido cidnico)

aquecimento

Para 0 PBS puro e sem processamento, ou seja, sem passar pela fusdo ou irradiacéo, a
Tm também apresenta-se equivalente aos dados citados na literatura, cerca de 113°C (YOO,;
IM, 1999). Ja os materiais poliméricos que foram submetidos a fusdo e/ou irradiacdo,
apresentaram uma pequena reducdo da temperatura de fuséo, passando de 113°C no PBS sem
qualquer processamento para 110°C no PBS fundido e em torno de 108°C para o PBS fundido
e irradiado, de acordo com a Tabela 13.

6.6. Analise de correlacéo

Em virtude do volume de dados obtidos nas caracterizacGes fisico-quimicas e de forma
a contextualizar estatisticamente os resultados, propusemos a andlise de correlagdo, feita no
programa Statistica 7, entre os resultados obtidos nas caracterizagdes com os parametros fuséo
a 110°C e sem fusdo, dose de radiacdo (15, 25, 50 e 75 kGy) e presenca da ureia (0 e 10%)
dos materiais poliméricos estudados. Os dados de entrada para a analise de correlacdo

encontram-se dispostos no Anexo 1 e os valores de correlacdo na Tabela 14.
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Tabela 14 - Resultados de correlacéo entre respostas das caracterizagdes e os parametros de obten¢do dos
materiais poliméricos. Destaque para as correlagdes com significancia estatistica (valor-p < 0,05).

Perda
Td Td
) Tm AHf | AHd | Xc (%) Xc (%) de RMSE
Fusdo | Dose | Ureia C) (°C) @ (°C) 0lg) (Jlg) | DRX | DSC (FTIR)
massa
TGA DSC J J
(%)

Fuséo 100 /041 027 -09 0,08  -017  -0553 -0,96 -0,86 | -0,53 | 0,03 0,38
Dose 041 100 025 -068 0,38 026 -025 -044 -0,10 -0,25 | 0,13 0,31
Ureia 0,27 025 100 -0,47 -042 -002 -085 -052 -037 | -0,85 | -0,44 0,96
Tm(°C) # -0,90 |-0,68 -0,47 1,00 -0,13 | 0,06 056 092 065 | 05 | -0,03 -0,56

0

T‘T’é? 008 | 038 -042 -013 1,00 009 040 008 025 040 | 049 & -026
(o]

Tgég) 017 | 026 | -002 | 006 009 1,00 008 014 021 @ 008 023  -008

AHf (J/g) | -053 -0,25| -0,85 | 0,56 | 0,40 0,08 1,00 0,70 0,71 1,00 | 044 -0,84
AHd (J/g)  -096 -0,44 | -052 092 0,08 0,14 0,70 1,00 0,87 0,70 | 0,13 -0,61

(o)
XSF(O/;’) 086 |-010 -037 | 065 025 021 071 087 100 071 | 010 & -041
Xégg") 053 -025 -0.85 | 056 040 | 008 100 070 | 071 | 1,00 @ 044 | -084
Perda de 003 013 -044 -003 049 023 044 013 010 044 1,00 -0,45
massa (%0)
(F;'\T"I'S’RE) 038 031 096 -056 -026 -008 -084 -061| -041  -084 | -045 1,00

Com a andlise de correlagdo pode-se confirmar que o preparo dos materiais
poliméricos por meio da fuséo, acarreta diminuicdo da temperatura de fusao cristalina (Tm),
visto que com o0 aquecimento seguido de resfriamento, o ordenamento inicial ndo foi
alcancado, ou seja, ocorreu aumento de regides amorfas que induzem mais facilmente a
degradacdo térmica desses materiais. A diminuicdo da entalpia de degradacdo e da
cristalinidade corroboram a perda de estabilidade térmica com o processo de fusao.

Para a variavel dose de radiacdo gama aplicada nos materiais poliméricos, observa-se
diminuigdo significativa da temperatura de fusdo cristalina com o aumento da dose de
radiacdo. Isso ocorre provavelmente devido a formacdo de reticulagbes que impedem o
ordenamento das cadeias.

Como discutido anteriormente neste trabalho, a radiacdo eletromagnética pode atuar
sobre sistemas poliméricos provocando rompimento de ligacdes covalentes e alteracBes
fisicas que acarretam perda de massa molar (diminuicdo do tamanho da cadeia) e fragilizacédo
do material (CROONENBORGHS, SMITH E STRAIN (2007) citado por COSTA, 2017).
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Tais alteracOes poderiam explicar a perda de estabilidade térmica dos materiais poliméricos
em estudo.

A presenca de ureia diminuiu significativamente a entalpia de formacdo e a
cristalinidade das matrizes poliméricas, com valores de correlacdo de -0,85 para ambas as
varidveis. Para o estudo de erro médio quadratico das analises de FTIR, observou-se
fortissima correlacao de 0,96 dada pela presenca da ureia.

As fortes correlagdes da ureia com essas variaveis, permitem-nos afirmar que houve
modificacdo da estrutura do PBS pela insercdo da ureia entre as cadeias a partir da fusdo e
irradiacdo da mistura, ja que os valores de entalpia de formacdo e cristalinidade foram

reduzidas com a entrada da substancia nitrogenada.

6.7. Cinética de liberacao de ureia

Os tdpicos a seguir mostram os resultados e discussdo dos perfis de liberacdo de ureia
das matrizes obtidas primeiramente por fusdo e posteriormente submetidas a radiacdo gama.
Ambos os processos foram escolhidos como forma de promover a imobilizagdo da ureia no

polimero.

6.7.1. Compdsitos PBS-Ureia 10% p/p — Primeira etapa: fusdo

Neste topico serdo expressos os resultados preliminares da cinética de liberacdo de
ureia das matrizes poliméricas contendo ureia 10% p/p obtidas apds fusdo nas temperaturas de
110 e 140°C. Com esses resultados foi possivel avaliar o grau de imobilizacdo e a liberacdo
gradual do nutriente para a escolha da temperatura de fusdo que melhor produza matrizes
poliméricas de liberacdo gradual de ureia.

A Figura 38 mostra o perfil de liberagdo de ureia no periodo de 72 horas de ensaio
para as matrizes poliméricas contendo ureia imobilizada 10% p/p obtidas por fusdo a 110°C e
140°C.
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Figura 38 - Perfil de liberacdo de ureia das matrizes poliméricas obtidas por fusdo a 110 e 140°C.
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Para os compdsitos PBS-Ureia 10% p/p obtidos por fusdo a 110°C, a concentragdo
tedrica inicial de ureia foi calculada em 748 mg.L* e as dosagens subsequentes obtidas por
espectrofotometria a 600 nm foram de 543+10 em 0 hora; 734140 em 24 horas; 757+6 em 48
horas e; 779+24 mg.L ™ em 72 horas. A liberagdo inicial de ureia parece ter sido retardada pela
fusdo j& que temos um percentual de 73% do nutriente em solucdo na dosagem inicial de 0
hora. Na dosagem de 24 horas, o teor de ureia em solucdo chegou a 98% indicando liberacéo
total do nutriente da matriz polimérica.

Para os compdsitos PBS-Ureia 10% p/p obtidas por fusdo a 140°C, a concentracao
tedrica inicial de ureia foi calculada em 748 mg.L™ e dosagens subsequentes de 59145 em 0
hora; 691+4 em 24 horas; 685+7 em 48 horas e; 686+15 mg.L* em 72 horas. Nesta matriz, a
liberacdo inicial de ureia também parece ter sido retardada pelo processo de fuséo, pois o
percentual do nutriente em solugédo foi de 79% na dosagem inicial de 0 hora. Nas dosagens
subsequentes de 24, 48 e 72 horas, o teor de ureia em solugdo foi de no maximo 92%,
sugerindo haver mais ureia a ser liberada. Entretanto, a fusdo a 140°C, ou seja, acima da
temperatura de fusdo da ureia, pode ter degradado parte do nutriente imobilizado j& que os
teores de ureia permaneceram constantes ap0s 24 horas. Outro forte indicio de perda de ureia
por degradacdo térmica a 140° C foi o odor amoniacal durante a fusdo. Sendo assim, 0s
percentuais de liberagdo para a matriz obtida a 140°C podem estar subestimados levando-se
em consideracdo que a concentracdo inicial de ureia nos sistemas devem ser menores que 748

mg.L"* devido & perdas de ureia por volatilizag&o.
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Os resultados da cinética de liberacdo de ureia confirmam a analise morfologica
superficial das matrizes pela técnica de MEV, que previu diferencgas quanto a solubilizacéo da
ureia, como no caso da matriz obtida por fusédo a 140°C, que demonstrou morfologicamente
que o composto nitrogenado seria mais facilmente liberado em virtude da maior exposigéo

dos cristais formados durante a recristalizagéo.

6.7.2. Compdsitos PBS-Ureia 10% p/p — Segunda etapa: irradiacédo

Objetivando melhorar a liberacdo gradual de ureia na matriz polimérica obtida por
fusdo a 110°C, essa matriz foi particionada em porcdes e submetidas as doses de 15, 25, 50 e
75 kGy de radiacdo gama. O perfil de liberacdo de ureia das matrizes PBS-Ureia 10% p/p

irradiadas é mostrado na Figura 39.

Figura 39 - Perfil de liberac&o de ureia das matrizes poliméricas obtidas por fusdo a 110°C e submetidas a
diferentes doses de radiacdo gama.
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Os comportamentos cinéticos de liberacdo para as matrizes irradiadas sdo bastante
similares, sendo possivel observar uma liberacdo rapida num curto intervalo de tempo (0 a
3h), com pequenas varia¢des nas faixas de concentracdo e nas dosagens iniciais como descrito
a sequir:

1. PBS-Ureia 110/15 - concentragéo tedrica inicial de ureia de 757 mg.L ™ e dosagens
subsequentes de 462+43 em 0 hora (61% de liberacdo); 616+36 em 3 horas (82%); 731+6 em
24 horas (97%) e; 715+11 mg.L ™ em 48 horas (94%). Em relagdo a matriz processada apenas
por fusdo a 110°C, a liberacdo de ureia desta matriz apds fusdo e irradiacdo a 15 kGy foi

retardada em cerca de 12%;
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2. PBS-Ureia 110/25 - concentragdo tedrica inicial de ureia de 752 mg.L™ e dosagens
subsequentes de 429+40 em 0 hora (57% de liberacdo); 577+11 em 3 horas (77%); 708+33
em 24 horas (94%) e; 695+63 mg.L™* em 48 horas (92%). Em relacdo & matriz processada
apenas por fusdo a 110°C, a liberacdo de ureia desta matriz apos fusdo e irradiagdo a 25 kGy
foi retardada em cerca de 16%;

3. PBS-Ureia 110/50 - concentrac&o tedrica inicial de ureia de 755 mg.L™ e dosagens
subsequentes de 421+80 em 0 hora (56% de liberacdo); 594+81 em 3 horas (79%); 71175
em 24 horas (94%) e; 700+42 mg.L™ em 48 horas (93%). Em relagdo & matriz processada
apenas por fusdo a 110°C, a liberacdo de ureia desta matriz ap6s fusdo e irradiacdo a 50 kGy
foi retardada em cerca de 17% e;

4, PBS-Ureia 110/75 - concentragéo tedrica inicial de ureia de 758 mg.L™* e dosagens
subsequentes de 477+20 em 0 hora (63% de liberacdo); 594+95 em 3 horas (78%); 724+65,7
em 24 horas (96%) e; 685+77 mg.L™* em 48 horas (90%). Em relacdo a matriz processada
apenas por fusdo a 110°C, a liberacao de ureia desta matriz apos fuséo e irradiacdo a 75 kGy

foi retardada em cerca de 10%.

6.7.2.1. Analise exploratoria dos dados de cinética de liberagéo

Como forma de melhor compreender os resultados de cinética de liberacdo obtidos,
aplicamos uma regressao exponencial e a partir da funcéo descrita na Equacéao 9, definimos as

variaveis mostradas na Tabela 15.

—X

[Ureia em solugio (mg.L )] = Yz + Axexpc Equacéo 9

onde, y max. representa a concentracdo maxima de ureia alcancada; A a amplitude da curva
exponencial; exp representa o coeficiente exponencial para a variagdo de concentracdo de
ureia; X o tempo e; t (e-folding time) a variacdo do tempo em relacdo ao coeficiente

exponencial.



88

Tabela 15 — Dados de correlacéo e constantes da fungdo exponencial aplicada ao teste de liberagéo de ureia.

Matriz PBS-Ureia 10% Y max. A T R?
Fuséo 110°C 774,48+£1,0 231,12+15 1,43£3,1 0,9964
Fusdo 110°C /15 kGy 728,27+6,8 267,09+5,8 3,36+1,9 0,9953
Fusdo 110°C /25 kGy 705,34+5,6 276,03+9,3 3,92+2,0 0,9990
Fusdo 110°C /50 kGy 702,86+4,8 282,27+1,2 3,16+3,6 0,9986
Fusdo 110°C /75 kGy 707,78+2,0 230,52+2,1 4,14+2,0 0,9972

Os valores de y max. menores representam liberacdes finais menores, ou seja, ha uma
tendéncia em diminuir a liberacdo a medida que aumenta a dose de radiacdo. A variacdo da
amplitude (A) produz um aumento muito pequeno no tempo inicial da liberacdo, desprezivel
no presente caso. O valor de e-folding time representa um processo de liberagdo mais lento,
condizente com a maior massa molar esperada para as amostras submetidas as maiores doses

de radiacao.

6.8. Ensaios de Bioestimulo

Neste topico sdo apresentados os resultados de crescimento bacteriano do ensaio de
bioestimulo de Pseudomonas aeruginosa usando como fonte de nitrogénio as matrizes
poliméricas PBS/Ureia 10% p/p em sistemas aquaticos artificiais, ou seja, sistemas aquosos
com sais minerais e agitacdo que simulam um sistema aquatico natural. A fonte de carbono
dos sistemas foi obtida da glicose 0,2% p/v.

Como forma de observar a efetividade do ensaio de bioestimulo, fizemos
paralelamente sistemas-controle com ureia livre como fonte de nitrogénio e glicose 0,2% p/v
como fonte de carbono.

O crescimento bacteriano foi medido pela dosagem de proteinas decorrente da
hidrolise alcalina a quente das células bacterianas vivas. QuantificacGes de ureia e glicose
também foram feitas para avaliar o consumo dessas fontes de nutrientes ao longo do ensaio.

Crescimento bacteriano deve ser entendido como aumento do nimero de células e ndo
necessariamente aumento de tamanho celular. Se as necessidades nutricionais para o
crescimento assim como as condigdes ambientais (temperatura, oxigenacdo, pH) forem
atendidas, as populacfes microbianas podem aumentar de tamanho em um curto intervalo de
tempo formando coldnias, ou seja, grupos de milhares de células visiveis sem auxilio de
microscopio (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
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6.8.1 Crescimento bacteriano em sistemas com ureia livre

Na Figura 40 é mostrada a evolucdo do crescimento bacteriano e o consumo médio de
glicose no intervalo de 72 horas em sistemas aquaticos artificiais cuja fonte de nitrogénio foi a
ureia livre. O inéculo bacteriano inicial adicionado aos sistemas correspondeu a 505 pg.mL™

de proteinas totais e a concentracao inicial de glicose foi de 0,2% p/v.

Figura 40 - Crescimento médio bacteriano com ureia livre como fonte de nitrogénio.
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Nos sistemas com ureia livre é possivel observar que a concentracdo média de
proteinas totais nas primeiras quatro horas de ensaio variou em torno da concentracao inicial
de proteinas adicionadas ao meio, ou seja, ndo houve crescimento bacteriano detectavel,
apenas adaptacdo dos microrganismos ao novo meio de crescimento. Em 4 horas a
concentracdo média de proteinas totais detectada foi de 41+1 pg.mL1, passando para 237+32
ug.mL1 em 24 horas; 169+22 pg.mL™ em 48 horas e; 163+10 pg.mLtem 72 horas. Houve
crescimento bacteriano acentuado em 24 horas equivalente ao consumo total de glicose no
mesmo periodo. Ap6s 24 horas é possivel observar declinio da populagdo bacteriana
justificada pela falta de glicose no meio.

Objetivando verificar diferencas significativas entre as respostas médias para cada
intervalo de tempo analisado, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) calculada pelo
programa Statistica 7. Os resultados mostraram diferencas significativas (p < 0,0001) entre as

concentracfes médias dos intervalos estudados conforme Tabela 16.
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Tabela 16 - Resultados da analise de variancia para os sistemas controle (Ureia livre).

Efeito SS Grau de liberdade MS F P
Intercept 2482939 1 2482939 1657,3 0,000000
Tempo (Horas) 107750,4 5 21550,1 143,8 0,000000
Erro 19477 13 149,8

Para verificarmos entre quais intervalos de andlise as concentracdes médias sao
significativamente diferentes, aplicamos o teste de Tukey para comparagdes mdltiplas das
médias (OGLIARI; PACHECO, 2011). Os resultados sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados do teste de Tukey para os sistemas controle (Ureia livre).

Grupo Tukey Intervalo de analise (Horas) [Média Proteinas Totais]

a 4 41,0
a 2 47,7
a 0 49,5
b 72 162,7
b 48 169,3
c 24 237,3

A partir do teste de Tukey, para os resultados de crescimento bacteriano nos sistemas
com ureia livre (sistemas controle), € possivel concluir que ndo houve crescimento
significativo nas primeiras 4 horas ja que as médias das concentracBes de proteinas sdo
estatisticamente iguais. No intervalo de 4 a 24 horas é possivel observar o crescimento
exponencial, com a média da concentracdo de proteinas totais significativamente maior que as

dos intervalos anteriores (0 a 4 horas) e posteriores (24 a 72 horas).
6.8.2. Crescimento bacteriano em sistemas com ureia imobilizada em PBS
Os graficos da Figura 41 mostram os resultados da quantificacéo de proteinas e glicose

nos sistemas cujas fontes de nitrogénio foram compdsitos PBS-Ureia 10% p/p obtidos por
fusdo a 110°C e irradiacdo nas doses de 15, 25, 50 e 75 kGy de raios gama.
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Figura 41 — Crescimento médio bacteriano e consumo médio de glicose em sistemas com ureia imobilizada.
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Nos sistemas com ureia imobilizada em PBS observamos os seguintes resultados:
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1. PBS-Ureia 110/15 — a dosagem inicial de proteinas passou de 50+5 pg.mL™ para
39+1 em 2 horas; para 2511 em 4 horas; 232+16 em 24 horas; 161+47 em 48 horas e;

148+10 em 72 horas. Consumo total de glicose em 24 horas;

2. PBS-Ureia 110/25 — a dosagem inicial de proteinas passou de 50+5 pg.mL™ para
2810 em 2 horas; para 250 em 4 horas; 255+0 em 24 horas; 123+0 em 48 horas e; 1390 em

72 horas. Consumo total de glicose em 24 horas;

3. PBS-Ureia 110/50 — a dosagem inicial de proteinas passou de 23+6 pg.mL™ para

22+1 em 2 horas; para 24+0 em 4 horas; chegando a 258+24 em 24 horas; 131+9 em 48 horas

e; 1057 em 72 horas. Consumo total de glicose em 24 horas €;

4. PBS-Ureia 110/75 — a dosagem inicial de proteinas passou de 50+5 pg.mL™ para
41+20 em 2 horas; para 256 em 4 horas; 268+16 em 24 horas; 155+3 em 48 horas e; 116+55

em 72 horas. Consumo total de glicose em 24 horas.

Os sistemas com ureia imobilizada mostraram médias de crescimento bacteriano e

consumo de glicose muito semelhantes aos dos sistemas com ureia livre, tendo 0 maximo de

crescimento em 24 horas e consumo total da glicose disponivel no mesmo periodo. Isto €, 0
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crescimento bacteriano tanto nos sistemas com ureia livre quanto nos sistemas com ureia
imobilizada foi limitado pela quantidade de glicose no meio ap6s 24 horas. Nos intervalos
subsequentes de 48 e 72 horas a concentracdo de proteinas diminui em todos os sistemas,
indicando decaimento da populagdo bacteriana viva em funcdo da falta de glicose disponivel.

Assim como no sistema com ureia livre, as andlises estatisticas para os sistemas com
ureia imobilizada mostraram diferencas significativas (p < 0,0001) entre as médias das
concentracOes para cada intervalo de analise, sendo estatisticamente iguais entre 0, 2 e 4 horas
e entre 48 e 72 horas. A média da concentracdo de proteinas totais no intervalo de 24 horas
mostrou-se significativamente diferentes dos demais intervalos.

Ressaltamos que, as concentracBes de proteinas medidas e apresentadas graficamente
para cada sistema com ureia imobilizada, referem-se a quantidade de proteinas na fase aquosa
e ndo no sistema como um todo, que inclui a fase sdlida que sdo as matrizes poliméricas.
Sendo assim, a quantidade de bactérias nos sistemas com ureia imobilizada em PBS poderia
ser maior do que o registrado apenas na fase aquosa, ja que bactérias formadoras de biofilme
se reproduzem geralmente em superficies (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012), como a
Pseudomonas aeruginosa, que poderia utilizar-se da matriz polimérica como suporte para seu
desenvolvimento.

Verificamos isso ao quantificar proteinas tanto na fase agquosa quanto na matriz
residual dos sistemas com matriz PBS-Ureia 10% p/p 110/50 ao final das 72 horas do ensaio.
A dosagem de proteinas para a fase aquosa foi de 105+5 pug.mL™ enquanto na matriz residual
encontramos 189+8 pg.mL, ou seja, o dobro de microrganismos presentes na fase aquosa.
Segundo MADIGAN (2015), essa propensdo de crescimento e proliferacdo de
microrganismos na forma de biofilmes serdo quase sempre mais diversos e abundantes em
superficies submersas, em ambientes naturais, do que no meio liquido que as circundam.

Com os resultados de bioestimulo com ureia imobilizada em PBS podemos fazer as
seguintes consideracdes:

e Os sistemas com ureia imobilizada proporcionaram as mesmas condi¢cdes para o0
desenvolvimento de Pseudomonas aeruginosa que o0s sistemas controle com ureia livre,
indicando que a presenca do polimero ou as formas de imobilizagdo usadas para controlar a
liberacdo do nutriente ndo influenciaram o crescimento bacteriano no intervalo de tempo
estudado;

e Levando-se em consideracdo que a concentracdo de proteinas presentes na fase

solida dos sistemas com ureia imobilizada foi maior do que na fase suspensa (aquosa),
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podemos deduzir que as bactérias possivelmente conseguiram se estabelecer sobre a matriz,
usando-a como suporte para a formacao de biofilme.

6.8.3. Andlise do crescimento bacteriano

No crescimento microbiano sdo observadas trés fases caracteristicas: (i) Fase 1,
conhecida como fase “lag” ou de laténcia, tem inicio logo ap6s a inoculacdo do meio. E um
periodo de adaptacdo onde as células sintetizam enzimas necessarias ao metabolismo dos
componentes presentes no meio e ndo ha reproducédo celular; (ii) Fase 2 é a fase de transicao
na qual inicia-se a reproducdo microbiana, entretanto nem todos os individuos completaram a
fase anterior e por isso a velocidade especifica de crescimento (um) ndo é constante; (iii) Fase
3, denominada logaritmica ou exponencial, na qual pum é constante e maxima, sendo pm
diretamente proporcional a concentracao celular; (iv) Fase 4 ¢ a fase linear de crescimento na
qual surgem limitagdes no transporte de nutrientes para o interior das células e pum ndo é
constante; (v) Fase 5 é a fase de desaceleracdo do crescimento pelo esgotamento de um ou
mais nutrientes do sistema; (vi) Fase 6 é a fase estacionaria, onde hd um balanco entre as
velocidades de crescimento e morte dos microrganismos e; (vii) Fase 7 € a de morte dos
microrganismos com reduc¢do da concentracdo celular (SCHMIDELL et al., 2001).

Dessa forma, a partir dos resultados de crescimento bacteriano com ureia livre e ureia
imobilizada, foi possivel determinar a velocidade especifica de crescimento (um) por
regressdo linear no periodo de 4 a 24 horas, onde observa-se aumento exponencial de
proteinas até o valor maximo. Nessa fase também foi possivel calcular o tempo de geragéo (tg)
(ver Equacdo 12) que €é o intervalo de tempo necessario para dobrar o valor da concentracao
celular. (SCHMIDELL et al., 2001). Os resultados sdo mostrados na Tabela 16.

In2
Hyw = T
g Equacdo 12

Tabela 18 - Velocidade especifica de crescimento ([m) e tempo de geracéo (ty) para Pseudomonas aeruginosa
em sistemas com ureia livre e ureia imobilizada.

pm (h) ty (h)
Ureia livre 0,08783  8h30minutos
PBS-Ureia 10% 110°C /15 kGy 0,11201 = 6h20minutos
PBS-Ureia 10% 110°C /25 kGy  0,11597  6h40minutos
PBS-Ureia 109% 110°C /50 kGy 0,11825 6h30minutos
PBS-Ureia 10% 110°C /75 kGy 0,11754  6h30minutos
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Com os resultados mostrados na Tabela 16 foi possivel verificar que os valores de pm
sdo praticamente iguais entre as matrizes poliméricas, mas com um aumento de cerca de 20%
em relacdo ao sistema com ureia livre. Ja os valores de tg mostram que nos sistemas com
ureia imobilizada, o intervalo de tempo necessario para que as bactérias dupliqguem sua
populacéo foi menor do que nos sistemas com ureia livre. As justificativas propostas sao:

e a maior concentracdo inicial de ureia nos sistemas com ureia livre podem ter
provocado inibicdo no crescimento pelo acumulo de metabdlitos que interferem
negativamente sobre o metabolismo e crescimento celular;

e nos sistemas com ureia imobilizada, as matrizes poliméricas podem exercer papel de
suporte para 0s microrganismos e com isso as células podem ficar aderidas na
superficie das matrizes e ndo serem devidamente quantificadas, subestimando os

valores de crescimento bacteriano e de tg.

6.8.3. Quantificacdo de ureia remanescente em solucao

A Figura 42 mostra os perfis da concentracdo de ureia e remanescentes nos sistemas

com ureia livre e ureia imobilizada em PBS durante o ensaio de bioestimulo.

Figura 42 - Quantificacdo de ureia remanescente em solucdo durante ensaio de bioestimulo.
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Nos sistemas com ureia livre, houve consumo acentuado de ureia no intervalo entre 2
a 24 horas e o percentual de ureia remanescente em solugéo variou de 40 a 41% em 72 horas.

Os sistemas com ureia imobilizada apresentaram perfil semelhante ao do sistema com
ureia livre, com consumo do composto nitrogenada nas primeiras 24 horas e 0s percentuais
remanescentes nos sistemas como descritos a seguir:

1. PBS-Ureia 10% p/p fusdo 110°C/15 kGy — 50 a 53% em 72 horas;

2. PBS-Ureia 10% p/p fusdo 110°C/25 kGy — 45 a 52% em 72 horas;

3. PBS-Ureia 10% p/p fusdo 110°C/50 kGy — 55 a 60% em 72 horas e;

4. PBS-Ureia 10% p/p fusdo 110°C/75 kGy — 46 a 53% em 72 horas.

O perfil de concentracéo de ureia remanescente nos sistemas usados na bioestimulagéo
de Pseudomonas aeruginosa mostra que o consumo do nutriente ndo foi total ao final de 72
horas, restando ainda cerca de 50% da concentracéo inicial. O consumo méximo foi alcancado
no intervalo de 24 horas, coincidindo com o limite maximo de crescimento bacteriano para

todos os sistemas estudados.

6.8.3.3. Analise de correlacdo do efeito das doses de radiacdo gama sobre o crescimento

bacteriano e o consumo de ureia

Os resultados dos ensaios de bioestimulacdo com compositos PBS-Ureia 10% wi/w
obtidas por fusdo a 110°C e diferentes doses de radiacdo gama, foram plotados em uma matriz
de correlacéo, através do programa Statistica 7, com os dados de entrada mostrados na Tabela

17 e os resultados de correlagdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 19 - Dados de entrada para matriz de correla¢do dos resultados de bioestimulagdo versus doses de

radiacéo.
. Ureia Concentracéo de
Dose de radiacdo . . .
(KGy) consumidaem  proteinas totais
72h (%) em 24h (ug.mL1)
15 51,1 231,75
25 48,4 255,08
50 57,8 258,14

75 49,2 267,58
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Tabela 20 - Matriz de correlacéo dos efeitos da dose de radiacéo sobre as variaveis representativas dos resultados
de bioestimulacdo com matrizes poliméricas.

Ureia Concentracdo de
Dose de ) . )
radiacio gama consumida proteinas totais
em 72h (%)  em 24h (ug.mL™?)
DOES ek 1,00 0,11 0,86

radiacdo gama

Os resultados de correlagdo mostram que o aumento de radiacdo gama sobre as
matrizes poliméricas com ureia 10% p/p, ndo provocou nenhum efeito significativo (valor p-
<0,05) sobre o consumo de ureia ao final do ensaio de bioestimulacdo, tampouco sobre o

crescimento bacteriano méaximo ocorrido em 24 horas.

6.9. Ensaios de Biodegradacéao

6.9.1. Avaliacdo da concentracdo de Hidrocarbonetos: Totais de Petréleo

As andlises de biodegradacdo de 6leo foram executadas com o objetivo de avaliar uma
possivel degradacdo de hidrocarbonetos do 6leo combustivel MF 380 por uma coldnia de
Pseudomonas aeruginosa usando as matrizes PBS-Ureia 10% p/p preparadas por fusdo a
110°C e irradiadas com diferentes doses de radiacdo gama como fontes de nitrogénio nos
sistemas propostos. O oleo adicionado serviu como fonte de carbono enquanto outros
nutrientes necessarios ao metabolismo bacteriano, como fdésforo, potassio, etc., estavam
presentes no meio mineral modificado usado nos ensaios (Ver Tabela 4; item 5.5.3).

Paralelamente aos sistemas com matrizes PBS-Ureia 10% p/p foram montados
sistemas como descritos a seguir:

1. Atenuacdo natural ou Controle negativo — sistemas com 6leo, sem adicdo de fontes
de nitrogénio ou microrganismos. Esses sistemas foram propostos para avaliar os efeitos de
outras formas de degradacdo do 6leo como os mecanismos fisicos e/ou quimicos e/ou
bioldgicos naturais;

2. Ureia livre ou Controle positivo 1 — sistemas com adi¢cdo de ureia livre ao meio
com 6leo, sem adicdo de microrganismos. Esses sistemas foram propostos para avaliar a
bioestimulacdo da microbiota pré-existente no dleo e com isso a degradacdo dos

hidrocarbonetos por esses microrganismos enddgenos;
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3. Ureia livre + Pseudomonas ou Controle positivo 2 — sistemas-controle com ureia
livre como fonte de nitrogénio adicionada ao meio com o6leo e inoculacdo de Pseudomonas
aeruginosa. Esse sistema foi proposto para avaliar a funcionalidade do ensaio;

4. Compositos PBS-Ureia 10% p/p obtidos por fusdo a 110°C e submetidos as doses
de 15, 25, 50 75 kGy de radiagdo gama — sistemas com ureia imobilizada em PBS adicionada

ao meio com 0leo e inoculacdo de Pseudomonas aeruginosa.

Todos os sistemas foram mantidos sob as mesmas condigdes de oxigenagéo, agitacao
de 150 rpm e temperatura de aproximadamente 30°C por um periodo de 30 dias ininterruptos.
Ao final desse tempo foram feitas quantificacdes de hidrocarbonetos totais, crescimento
bacteriano e ureia remanescente nos sistemas.

A Figura 43 mostra os resultados da concentragdo média normalizada (1 a 100) de
hidrocarbonetos totais nos sistemas propostos para a avaliacdo de biodegradacdo do 6leo

combustivel.

Figura 43 — Valor médio de hidrocarbonetos totais nos sistemas aquaticos artificiais propostos para avaliar a
biodegradacéo de éleo.
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Nos sistemas de controle negativo ou atenuacdo natural tivemos 89 a 94% de
hidrocarbonetos presentes ao final de 30 dias. Nos sistemas com bioestimulacdo da biota pré-
existente no Oleo pela adicdo de ureia livre (controle positivo 1) 72 a 100% de
hidrocarbonetos foi detectado ao final do processo. Nos sistemas com adicdo de ureia livre e
Pseudomonas aeruginosa (controle positivo 2) de 71 a 100% de hidrocarbonetos ainda foi
detectado no tempo final. Para esses trés sistemas, 0s percentuais de recuperacdo de
hidrocarbonetos ficaram préximos sugerindo que ndo houve diferenca na perda ou degradacéo
de 6leo para as condi¢Ges propostas. Entretanto, os desvios mais acentuados para as
concentracBes de hidrocarbonetos ap6s 30 dias nos sistemas com ureia livre, sugerem que
outros mecanismos além daqueles presentes nos sistemas com atenua¢do natural, possam estar
influenciando a presenca de hidrocarbonetos.

Para os sistemas com matrizes polimeéricas PBS-Ureia 10% p/p pode-se detectar:

1. PBS-Ureia 110°C/15kGy — de 84 a 100% de hidrocarbonetos;

2. PBS-Ureia 110°C/25kGy — de 54 a 79% de hidrocarbonetos;

3. PBS-Ureia 110°C/50kGy — de 80 a 95% de hidrocarbonetos e;

4. PBS-Ureia 110°C/75kGy — de 84 a 89% de hidrocarbonetos.

Apesar da presenca de microrganismos nos sistemas, as quantificacdes de
hidrocarbonetos presentes ao final do processo foram altas, indicando nédo ter havido
degradacdo ou biodegradacdo de hidrocarbonetos no intervalo de tempo experimentado.
Algumas suposi¢cdes podem ser levantadas: (i) devido a complexidade dos hidrocarbonetos
presentes no Oleo combustivel, seja necessario aumentar o tempo de analise para que 0s
microrganismos produzam enzimas especificas de degradacdo; (ii) a inoculacdo de apenas
uma espécie pode limitar a biodegradacéo, ja que, devido a complexidade dos compostos do
petroleo, as espécies degradadoras de hidrocarbonetos especializaram-se em determinados
compostos. Sendo assim, 0 uso de culturas mistas ou consorcios microbianos deva influenciar
em maior degradacdo microbiologica do poluente; (iii) o crescimento microbiano por meio da
formacdo de biofilmes em superficies, apresenta grandes vantagens como formacgdo de micro
habitats favoraveis, facilidade de troca de informagfes genéticas e mecanismos de defesa tais
como resisténcia a penetracdo de moléculas tdxicas ou demais compostos. Dessa forma, a
formacgéo de biofilmes pela cultura de Pseudomonas aeruginosa, pode ter dificultado a
interacdo do 6leo com as unidades celulares, devido a baixa migracdo do poluente para o
interior do biofilme, retardando o processo de biodegradacdo. Outro aspecto a ser considerado

é 0 recobrimento das matrizes poliméricas pelo 6leo que pode ter dificultado a captacdo de
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oxigénio e nutrientes por parte dos microrganismos aderidos na superficie. Merece destaque a
matriz polimérica obtida com dose de 25 kGy cuja aplicacdo nos ensaios de biodegradacéo

mostrou menor presenca de hidrocarbonetos totais em suspensao apos 30 dias.
6.9.2. Avaliacdo de ureia remanescente em solucgao

A Figura 44 mostra os resultados das dosagens iniciais e finais de ureia em solucao

nos sistemas experimentais propostos para biodegradacao de 6leo combustivel.

Figura 44 - Consumo médio de ureia nos sistemas propostos para biodegradacgéo de 6leo.
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Nos sistemas de controle negativo ou atenuacao natural ndo houve adicdo de ureia e
por isso a quantificacdo do nutriente é nula.

Sistemas com ureia livre e sem inoculagdo de microrganismos (controle positivo 1) o
consumo de ureia variou de 0 a 5%. Esses valores sdo condizentes com a condi¢cdo em analise,
pois ndo houve adicdo de microrganismos ao meio que pudessem consumir de forma
significativa esse nutriente, mas parte dessa uréia poderia ter sido consumida pela biota

presente no Gleo adicionado que nao foi esterilizado.
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Para os sistemas com ureia livre e inoculacdo de Pseudomonas aeruginosa (controle
positivo 2) o consumo de ureia variou de 6 a 30%. Nessa condi¢do, a adicdo de
microrganismos no sistema pode ter contribuido para o consumo de ureia do meio.

Para os sistemas com ureia imobilizada tivemos:

1. PBS-Ureia 110°C/15 kGy — consumo de ureia variou de 12 a 36%;

2. PBS-Ureia 110°C/25 kGy — consumo de ureia variou de 0 a 55%;

3. PBS-Ureia 110°C/50 kGy — consumo de ureia variou de 0 a 83% e;

4. PBS-Ureia 110°C/75 kGy — consumo de ureia variou de 0 a 60%.

Apesar dos altos desvios para as concentracfes de ureia apos 30 dias de experimento,
0s resultados apontam para um maior consumo de ureia nos sistemas inoculados com
Pseudomonas aeruginosa, mostrando relagdo entre a presenga do microrganismo e 0 consumo

da ureia disponivel.

6.9.3. Crescimento bacteriano

A Figura 45 mostra a quantificacdo média de proteinas em solugdo nos sistemas

propostos para estudar a biodegradacéo de 6leo combustivel apos 30 dias de experimento.

Figura 45 — Média do crescimento bacteriano nos sistemas propostos para de biodegradacéo.
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Nos sistemas de controle negativo ou atenuacdo natural e nos de controle positivo 1
ndo houve inoculacdo de microrganismo, entretanto foram detectadas discretas concentracfes
de proteinas de 12+3 e 18+2 pg.mL™?, respectivamente, que podem ser provenientes de
microrganismos pré-existentes nas amostras de 6leo ou contaminacao.

Nos sistemas inoculados com Pseudomonas aeruginosa, houve aumento consideravel
na concentracdo de proteinas ap6s 30 dias de experimento, principalmente nas condi¢cGes com
ureia imobilizada, apesar dos desvios elevados. Para a condi¢do na qual a ureia estava livre
(controle positivo 2) a concentragdo proteica foi de 68+12 pg.mL™ ao final de 30 dias e para
0s sistemas com ureia imobilizada tivemos:

1. PBS-Ureia 110/15 — 211+121 pg.mL* de proteinas ao final de 30 dias;

2. PBS-Ureia 110/25 — 230467 pg.mL™* de proteinas ao final de 30 dias;

3. PBS-Ureia 110/50 — 130+24 pg.mL™ de proteinas ao final de 30 dias e;

4. PBS-Ureia 110/75 — 168+111 pg.mL* de proteinas ao final de 30 dias.

Os resultados de crescimento bacteriano corroboram os dados de consumo de ureia
principalmente para os sistemas inoculados, ou seja, 0s microrganismos adicionados
desenvolveram-se usando a ureia fornecida pelas matrizes. Sistemas nos quais ndo houve
inoculacdo de microrganismos, o consumo de ureia ndo foi significativo, embora algum
crescimento celular tenha sido detectado.

A biomassa celular quantificada nos sistemas com ureia imobilizada em PBS foi
relativamente maior do que nos sistemas com ureia livre e algumas justificativas podem ser
atribuidas. Nos sistemas com ureia livre, 0 nutriente esta totalmente disponibilizado e com
isso pode ter havido crescimento bacteriano acentuado em intervalos menores que 30 dias,
ndo sendo detectado nesses resultados ou pelo fato da ureia estar disponivel em altas
concentracdes iniciais, pode ter havido inibicdo do crescimento por producdo de metabolicos
secundarios. Nos sistemas com matrizes poliméricas, a ureia imobilizada néo foi
disponibilizada imediatamente no meio durante a fase de adaptagdo dos microrganismos ao
novo meio de crescimento, fase em que ndo héa reproducdo celular e nem consumo de
nutrientes. Além disso, as matrizes formam superficies favoraveis para o estabelecimento e
desenvolvimento bacteriano.

Pode-se verificar também que no sistema que continha a matriz PBS-Ureia 110/25 foi
detectado maior crescimento microbiano, o que reforca a hipétese de esta ter sido a matriz
mais adequada pois permitiu maior desenvolvimento microbiano com maior consumo do 6leo

adicionado.
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7. CONCLUSOES

A liberacdo controlada de nutrientes em ambientes aquaticos contaminados por
residuos de petroleo representa uma estratégia promissora de biorremediacdo, pois é capaz de
disponibilizar de forma gradual essas substancias no ambiente evitando perdas e assegurando
0 consumo adequado por parte dos microrganismos degradadores de hidrocarbonetos que
encontram-se em baixa abundéancia nos ambientes contaminados.

Os polimeros biodegradaveis tém conquistado cada vez mais espago nas pesquisas
para desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada, principalmente por gerarem
compostos inertes durante os processos de degradacdo. Nesse contexto, o PBS merece
destaque por apresentar boas caracteristicas de processamento assim como obtencdo por meio
de fontes renovaveis.

A técnica de imobilizacdo de ureia no polimero fundido com posterior aplicacdo de
radiacdo gama, produziu matrizes poliméricas contendo ureia 10% p/p com perfil de liberacéo
gradual no intervalo de 24 horas. Com a fusdo da mistura PBS-Ureia, as particulas de ureia
foram aprisionadas pelas cadeias do polimero formando aglomerados ou matrizes poliméricas
durante o resfriamento do material. A baixa massa molar do PBS sintetizado (5.343 g/mol)
pode ter contribuido para a baixa imobilizacdo da ureia, visto que as cadeias poliméricas mais
curtas nao foram capazes de envolver e aprisionar satisfatoriamente as particulas do nutriente
apos a fusdo. Além disso, houve aumento de regiGes amorfas com a fusdo que facilitaram a
saida da ureia do material polimérico. A irradiacdo gama nas doses de 25 e 50 kGy promoveu
maior grau de reticulacdo nas matrizes poliméricas, reduzindo a liberacao inicial de ureia. Por
outro lado, a fusdo e as crescentes doses de radiacdo gama diminuiram a estabilidade térmica
das matrizes por promoverem o aumento das regides amorfas.

Os compositos PBS-Ureia 10% p/p mostraram-se satisfatorios como fontes de
nitrogénio nos ensaios de bioestimulacdo de Pseudomonas aeruginosa visto esses sistemas
apresentam claramente uma fase de crescimento exponencial na qual todos os individuos se
reproduzem a uma velocidade média mediante condi¢Ges favoraveis de desenvolvimento. Néo
houve diferenga significativa quanto ao crescimento bacteriano em relacdo as matrizes
irradiadas, mas sim sobre os sistemas com ureia livre, pois a quantificacdo elevada de
proteinas aderidas as matrizes sugerem que estas funcionam como suporte para formacao de
biofilme e desenvolvimento celular.

Nos sistemas propostos para biodegradacdo de 6leo combustivel, houve significativo

crescimento bacteriano e consumo de ureia, mostrando que apesar do contaminante estar
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presente em solucdo, os mecanismos de bioestimulacdo através do uso das matrizes foram
satisfatorios. As concentragdes de hidrocarbonetos ap6s 30 dias para os sistemas com ureia
imobilizada ficaram préximas das concentracdes verificadas nas condi¢es com ureia livre,
com destaque para a matriz polimérica irradiada a 25 kGy que apresentou a menor presenca
de hidrocarbonetos, o que preliminarmente, poderia nos sugerir uma possivel vantagem dessa
matriz sobre os outros para a degradacéo de dleo.

De forma geral, a metodologia proposta de imobilizacdo de ureia no PBS cumpriu a
funcdo de retardar a liberacdo imediata do nutriente em solugdo e a presenca do polimero
assim como os diferentes graus de radiacdo gama sobre as matrizes poliméricas, nao
prejudicou o desenvolvimento bacteriano nos sistemas propostos para bioestimulacdo e
biodegradacdo, podendo ampliar o uso dessas matrizes para outras escalas experimentais a
fim de confirmar sua eficiéncia no processo de degradagdo microbiolégica de
hidrocarbonetos. Além disso, 0 baixo custo operacional da fusdo e a possibilidade de
aplicacdo de radiacdo ionizante em grandes quantidades de material, podem representar uma

vantagem financeiras sobre outras técnicas de imobilizacdo de nutrientes.
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8. SUGESTOES FUTURAS

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

Estender o tempo de analise nos ensaios de biodegradacdo afim prolongar a interacéo
entre o 6leo e os microrganismos degradadores e aumentar a biodegradagéo;

Testar outras técnicas de determinacdo de TPH, pois diferentes solventes e
metodologias analiticas podem gerar resultados diferentes por extrairem e medirem
fracdes diferentes de hidrocarbonetos de petroleo;

Usar consorcios microbianos naturais na avaliacdo da biodegradacéo de 6leo;
Confirmar a formacdo de biofilmes na superficie das matrizes poliméricas por
microscopia eletronica de varredura;

Efetuar testes de biodegradabilidade das matrizes PBS-Ureia 10% p/p para avaliar o
uso do carbono da cadeia polimérica como nutriente no metabolismo celular
microbiano;

Aumentar o tempo de reacdo na fase de policondensacao do PBS ou usar extensores de
cadeia com efeito inerte sobre o ambiente, a fim de aumentar a massa molar
polimérica e consequentemente intensificar a imobilizacdo do composto nitrogenado,
retardando a liberagdo no meio;

Estudar o efeito da radiacdo gama sobre a estrutura quimica, estrutura cristalina e
propriedades térmicas dos compositos, comparando os resultados das analises do
compésito PBS-Ureia 10% p/p antes da exposi¢do as radiacbes com os resultados dos
compositos apés as radiagoes;

Avaliar a toxicidade do PBS sintetizado com Ti(OBu)4 e experimentar outros
mecanismos de aumento de massa molar do PBS, pois o uso de catalisadores a base de
titdnio deixam residuos metalicos no meio;

Testar outras fontes de nitrogénio ou controle do pH do meio, pois de acordo com
VENOSA; ZHU (2003), em solugdes fracamente tamponadas, o nitrato torna-se uma
melhor fonte de nitrogénio que a amonia ja que a producdo de &cido associada ao
metabolismo da aménia (um dos derivados da ureia) pode inibir a biodegradacdo do

oleo.



105

9. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA

ABBASIAN, F. et al. A Comprehensive Review of Aliphatic Hydrocarbon Biodegradation by
Bacteria. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 176, n. 3, p. 670-699, jun. 2015.

ABIOYE, O. P.; AGAMUTHU, P.; ABDUL AZIZ, A. R. Phytotreatment of soil
contaminated with used lubricating oil using Hibiscus cannabinus. Biodegradation, v. 23, n.
2, p. 277-286, abr. 2012.

ALLOWAY, B. J. (ED.). Heavy metals in soils. 2. ed ed. London: Blackie Academic &
Professional, 1995.

ALVIM, 1. D. Producao e caracterizacdo de microparticulas obtidas por spray drying e
coacervacdo complexa e seu uso para alimentacdo de larvas de peixes. Tese
(doutorado)—Campinas, Sdo Paulo: Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia de alimentos., 2005.

ATWATER, G. I.; RIVA, J. P. Petroleum, 19 maio 2011. (Nota técnica).

AULENTA, F. et al. Assessment of natural or enhanced in situ bioremediation at a
chlorinated solvent-contaminated aquifer in Italy: a microcosm study. Environment
International, v. 31, n. 2, p. 185-190, fev. 2005.

BARBOSA, V. Os 10 maiores acidentes petrolioferos da histéria. Disponivel em:
<https://exame.abril.com.br/mundo/10-maiores-acidentes-petroliferos-historia-556774/>.
Acesso em: 12 out. 2016.

BARCZA, M. V. Petrdleo. Lorena, SP, 2017. Disponivel em:
<http://sistemas.eel.usp.br/docentes/arquivos/1285870/313/Petroleo.pdf>.

BODMEIER, R.; OH, K.; CHEN, H. The effect of the addition of low molecular weight
poly(dl-lactide) on drug release from biodegradable poly(dl-lactide) drug delivery systems.
International Journal of Pharmaceutics, v. 51, n. 1, p. 1-8, 1 abr. 1989.

BOOPATHY, R. Factors limiting bioremediation technologies. Bioresource Technology, v.
74,n. 1, p. 63-67, ago. 2000.

BORAH, D.; YADAV, R. N. S. Biodegradation of Diesel, Crude Oil, Kerosene and Used
Engine Oil by a Newly Isolated Bacillus cereus Strain DRDU1 from an Automobile Engine in
Liquid Culture. Arabian Journal for Science and Engineering, v. 39, n. 7, p. 5337-5345,
jul. 2014.

BRASILEIRO, J. S. L. Microencapsulacdo de compostos bioactivos: inovacdo em
diferentes areas. Dissertacdo (Mestrado) em Ciéncias Farmacéuticas—Porto: Universidade
Fernando Pessoa, 2011.

BRITO, G. F. et al. Biopolimeros, Polimeros Biodegradaveis e Polimeros Verdes. v. 6, n. 2, p.
127-139, 2011.



106

CANEVAROLO JR,, S. V. Ciéncia dos polimeros: um texto basico para tecnologos e
engenheiros. 2. ed. Sdo Paulo: Artliber Editora, 2002.

CANTAGALLO, C.; MILANELLLI, J. C. C.; BRITO, D. D. Limpeza de ambientes costeiros
brasileiros contaminados por petréleo: uma revisdo. Pan-American Journal of Aquatic
Sciencs, v. 2, n. 1, p. 1-12, 2007.

CASTRO, L. S. DE. Sintese e caracterizacdo de copolimeros de ureia e acido succinico.
Dissertacdo (Mestrado) em Engenharia Industrial—Salvador, BA: Escola Politécnica -
Universidade Federal da Bahia, 2014.

CERQUEIRA, V. S. et al. Bioprospection and selection of bacteria isolated from
environments contaminated with petrochemical residues for application in bioremediation.
World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 28, n. 3, p. 1203-1222, mar. 2012.

CHANDRA, S. et al. Application of bioremediation technology in the environment
contaminated with petroleum hydrocarbon. Annals of Microbiology, v. 63, n. 2, p. 417-431,
jun. 2013.

COSTA, A. S. et al. Environmental strategies to remove volatile aromatic fractions (BTEX)
from petroleum industry wastewater using biomass. Bioresource Technology, v. 105, p. 31—
39, fev. 2012.

COSTA, R. C. DA. Estudo da irradiacdo gama sobre microesferas de poli(succinato de
butileno) - PBS. Dissertacdo (Mestrado) em Ciéncia e Tecnologia de Polimeros—Rio de
Janeiro, RJ: Instituto de Macromoléculas - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2017.

CRAIG, A. P. L. et al. Técnicas de limpeza de vazamentos de petroleo de petroleo em alto
mar. Cadernos de Graduacdo - Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, v. 1, n. 15, p. 75-86, out
2012.

DALLA COSTA, K. A. et al. Formagdo de Biofilmes por Staphylococcus Aureus e
Pseudomonas Aeruginosa em Diferentes Superficies Utilizadas em Induastrias de Alimentos.
Blucher Food Science Proceedings, v. 1, n. 1, p. 573-574, nov. 2014.

DAS, N.; CHANDRAN, P. Microbial Degradation of Petroleum Hydrocarbon Contaminants:
An Overview. Biotechnology Research International, v. 2011, p. 1-13, 2011.

DELLAGNEZZE, B. M. et al. Bioremediation potential of microorganisms derived from
petroleum reservoirs. Marine Pollution Bulletin, v. 89, n. 1-2, p. 191-200, dez. 2014.

ESTEVINHO, B. M. A. N. Microencapsulacédo de sacarideos. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica e Biol6gica)—Porto: Faculdade de Engenharia - Universidade do Porto,
2010.

ETCHEPARE, M. A. et al. Microencapsulacdo de probidticos pelo método de extrusdo
associado a interacOes eletrostaticas. Ciéncia e Natura, v. 37, p. 75, 15 dez. 2015.

FERREIRA, L. P. Estudo da influéncia de parametros reacionais na sintese do
poli(succinato de butileno (PBS) por métodos estatisticos e preparo de nanocompa@sitpos
PBS/argila organofilica via polimerizacdo in situ. Dissertacdo (Mestrado) em Ciéncia e



107

Tecnologia de Polimeros—Rio de Janeiro, RJ: Instituto de Macromoléculas - Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2013.

FERREIRA, L. P. et al. Preparo de nanocompositos de poli(succinato de butileno) (PDS) e
argila motmorilonita organofilica via polimerizacdo in situ. Polimeros, v. 24, n. 5, p. 604—
611, out. 2014.

FORTUNY, M. et al. Principais aplicac6es das microondas na producao e refino de petroleo.
Quimica Nova, v. 31, n. 6, p. 1553-1561, 2008.

FRAZAO, J. J. et al. Fertilizantes nitrogenados de eficiéncia aumentada e ureia na cultura do
milho. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 18, n. 12, p. 1262-1267,
dez. 2014.

FUENTES, S. et al. Bioremediation of petroleum hydrocarbons: catabolic genes, microbial
communities, and applications. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 98, n. 11, p.
4781-4794, jun. 2014.

GAYLARD, C. C.; BELLINASO, M. DE L.; MANFIO, G. P. Biodegradacdo. Aspectos
bioldgicos e técnicos da biorremediacdo de xenobidticos. Biotecnologia ciéncia &
desenvolvimento, v. 34, p. 36-43, 2005.

GERTLER, C. et al. Composition and dynamics of biostimulated indigenous oil-degrading
microbial consortia from the Irish, North and Mediterranean Seas: a mesocosm study. FEMS
Microbiology Ecology, v. 81, n. 3, p. 520-536, set. 2012.

GIGLI, M. et al. Poly(butylene succinate)-based polyesters for biomedical applications: A
review. European Polymer Journal, v. 75, p. 431-460, fev. 2016.

HARAYAMA, S.; KASAI, Y.: HARA, A. Microbial communities in oil-contaminated
seawater. Current Opinion in Biotechnology, v. 15, n. 3, p. 205-214, jun. 2004.

HASSANSHAHIAN, M. et al. Bioremediation (bioaugmentation/biostimulation) trials of oil
polluted seawater: A mesocosm simulation study. Marine Environmental Research, v. 95,
p. 28-38, abr. 2014.

HOLOWKA, E. P.; BHATIA, S. K. Drug delivery: materials design and clinical
perspective. New York: Springer, 2014.

HUANG, L. et al. Optimization of nutrient component for diesel oil degradation by
Rhodococcus erythropolis. Marine Pollution Bulletin, v. 56, n. 10, p. 1714-1718, out. 2008.

JACQUEL, N. et al. Synthesis and properties of poly(butylene succinate): Efficiency of
different transesterification catalysts. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry, v. 49, n. 24, p. 5301-5312, 15 dez. 2011.

JACQUES, R. J. S. et al. Biorremediagdo de solos contaminados com hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. Ciéncia Rural, v. 37, n. 4, p. 1192-1201, ago. 2007.

KIM, B. K. et al. Effects of electron beam irradiation on the gel fraction, thermal and
mechanical properties of poly(butylene succinate) crosslinked by multi-functional monomer.
Materials & Design, v. 87, p. 428-435, dez. 2015.



108

LA MANTIA, F. P. et al. Rheological Behaviour, Mechanical Properties and Processability of
Biodegradable Polymer Systems for Film Blowing. Journal of Polymers and the
Environment, v. 26, n. 2, p. 749-755, fev. 2018.

LEAHRY, J. G.; COLWELL, R. R. Microbial degradation of hydrocarbons in the environment.
Microbiological Reviews, v. 54, n. 3, p. 305-315, set. 1990.

LEITE, S. G. F. Tratamento anaeroébio. Rio de Janeiro, RJ, 2015.

LIU, Y.; PAN, J.; FENG, S.-S. Nanoparticles of lipid monolayer shell and biodegradable
polymer core for controlled release of paclitaxel: Effects of surfactants on particles size,
characteristics and in vitro performance. International Journal of Pharmaceutics, v. 395, n.
1-2, p. 243-250, ago. 2010.

LOWRY, O. H. et al. Protein measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., n.
193, p. 265-275, 28 maio 1951.

MADIGAN, M. T. Brock biology of microorganisms. Fourteenth edition ed. Boston:
Pearson, 2015.

MENEZES, C. R. DE et al. Microencapsulacdo de probioticos: avangos e perspectivas.
Ciéncia Rural, v. 43, n. 7, p. 1309-1316, jul. 2013.

Method 1664, Revision B. Washington, DC: [s.n.].

MILANI, E. J. et al. Petrleo na margem continental brasileira: geologia, exploragéo,
resultados e perspectivas. Revista Brasileira de Geof?sica, v. 18, n. 3, p. 352-396, 2000.

MIRANDA, L. S.; ANJOS, J. ANGELO S. A. DOS; MOREIRA, I. T. A. Avaliacio de
tecnologias de remediacdo em zonas costeiras impactadas pela indudstria de petroleo. Revista
eletréncia de Energia, v. 4, n. 1, p. 19-37, 2014.

MONTEIRO, A. G. Metodologia de avaliacdo de custos ambientais provocados por
vazamento de 6leo. O estudo de caso do complexo REDUC-DTSE. Tese—Rio de Janeiro,
RJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE, 2003.

MORAIS, J. M. DE. Petroleo em aguas profundas: uma histéria tecnolégica da
PETROBRAS na exploragéo e producéo offshore. Brasilia: Ipea, 2013.

NASCIMENTO, A. R. et al. Avaliagdo do desempenho analitico do método de determinagéo
de TPH (Total Petroleum Hydrocarbon) por deteccdo no infravermelho. Eclética Quimica, v.
33,n.1, p. 35-42, 2008.

NIKOLIC, M. S.; DJONLAGIC, J. Synthesis and characterization of biodegradable
poly(butylene succinate-co-butylene adipate)s. Polymer Degradation and Stability, v. 74, n.
2, p. 263-270, jan. 2001.

OGLIARI, P. J.; PACHECO, J. A. Andlise estatisitca usando o Statistica® 6.0.
Florianopolis, SC: Universidade Federal de Santa Catarina, Centro Tecnoldgico,
Departamento  de  Informética e  Estatisitca, jun. 2011. Disponivel em:
<https://moodle.ufsc.br/pluginfile.php/1559491/mod_resource/content/1/Apostila%20Statistic
a.pdf>. Acesso em: 2 maio. 2018.



109

Oil Tanker Spill Statistics 2016. : The International Tanker Owners Pollution Federation
Limeted - ITOPF. London, UK: [s.n.]. Disponivel em: <http://www.itopf.com/knowledge-
resources/data-statistics/statistics/>. Acesso em: 10 nov. 2017.

Oil Tanker Spill Statistics 2017. Disponivel em: <http://www.itopf.com/knowledge-
resources/data-statistics/statistics/>. Acesso em: 19 ago. 2017.

PALADINO, E. E. MODELAGEM MATEMATICA E SIMULACAO NUMERICA DE
TRAJETORIAS DE DERRAMES DE PETROLEO NO MAR. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia mecanica)—Florianopolis: Universidade Federal de Santa Catarina, 2000.

PEREIRA, E. I. Estudo do processo de liberacdo lenta de fertilizantes a partir de
nanocompositos de matriz ureia. Tese(Doutorado em Ciéncias)—Sao Carlos, SP:
Universidade Federal de S&o Carlos, 2014.

PETERSON, C. H. Long-Term Ecosystem Response to the Exxon Valdez Oil Spill. Science,
v. 302, n. 5653, p. 2082-2086, 19 dez. 2003.

PETRONOTICIAS. Chevron foi inocentada pelo acidente que vazou quase mil barris de
petroleo na bacia de Campos. Disponivel em:
<https://petronoticias.com.br/archives/73744>. Acesso em: 10 nov. 2017.

PHUA, Y. J.; CHOW, W. S.; MOHD ISHAK, Z. A. The hydrolytic effect of moisture and
hygrothermal aging on poly(butylene succinate)/organo-montmorillonite nanocomposites.
Polymer Degradation and Stability, v. 96, n. 7, p. 1194-1203, jul. 2011.

PRADELLA, J. G. DA C. Biopolimeros e Intermediarios Quimicos. Sdo Paulo: Centro de
Tecnologia de Processos e Produtos. Laboratorio de Biotecnologia Industrial-LBI/CTPP,
2006. Disponivel em: <http://www.redetec.org.br/wp-
content/uploads/2015/02/tr06_biopolimeros.pdf>. Acesso em: 12 mar. 2017.

PRENDERGAST, D. P.; GSCHWEND, P. M. Assessing the performance and cost of oil spill
remediation technologies. Journal of Cleaner Production, v. 78, p. 233-242, set. 2014.

PROCHNOW, L. I.; ABDALLA, S. R. S. E. A industria de fertilizantes nitrogenados e o
futuro. Informacdes agrondmicas. Anais... In: CONFERENCIA N2007 — AGRICULTURA,
DESENVOLVIMENTO E NITROGENIO. Costa do Sauipe, BA: Dez 2007Disponivel em:
<http://www.ipni.net/publication/ia-
brasil.nsf/0/7F2D3D585ABE167F83257AA1005DF50C/$FILE/Pag2-16-120.pdf>.  Acesso
em: 26 jul. 2017

RE, M. I. Microencapsulacdo: Em busca de produtos inteligentes. [s.l: s.n.]. v. 27

REIS, E. A. Producéo de capsulas de liberacdo controlada para fins de biorremediacéo
de ambientes contaminados por hidrocarbonetos do petréleo. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias). Pos-Graduacdo em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos—Rio de
Janeiro, RJ: Universidade Federal do Rio de Janeiro, Escola de Quimica, 2009.

REIS, E. A. Imobilizacao de nitrogénio e fosforo em diferentes matrizes poliméricas para
uso na biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados por hidrocarbonetos de
petroleo. Tese (Doutorado) em Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos—Rio de
Janeiro, RJ: Escola de Quimica - Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2015.



110

Relatorio de Tecnologia Petrobras 2014. . [s.l.] Petrobras, 2015. Disponivel em:
<http://www.petrobras.com.br/pt/nossas-atividades/tecnologia-e-inovacao/relatorio-de-
tecnologia/>. Acesso em: 19 mar. 2017.

RICKLEFS, R. E. A Economia da Natureza. Quinta Edicdo ed. Rio de Janeiro, RJ:
Guanabara KOOGAN S.A., 2003.

ROJO, F. Degradation of alkanes by bacteria. Environmental Microbiology, v. 11, n. 10, p.
2477-2490, out. 20009.

RON, E. Z.; ROSENBERG, E. Enhanced bioremediation of oil spills in the sea. Current
Opinion in Biotechnology, v. 27, p. 191-194, jun. 2014.

ROSENBERG, E.; RON, E. Z. Bioremediation of petroleum contamination. In:
Bioremediation: Principles and Applications. Cambridge; New York: CAMBRIDGE
UNIVERSITY PRESS, 1996. p. 100-124.

ROUXINOL, F. DA S. Preparacdo de nanoparticulas para sistemas de libertacéo
controlada de substancias activas usadas no tratamento de doencas oftalmoldgicas.
Dissertacdo (Mestrado) Integrado em Engenharia Biomédica—Coimbra, Portugal: Faculdade
de Ciéncias e Tecnologia - Universidade de Coimbra, 20009.

RULAND, W. X-ray determination of crystallinity and diffuse disorder scattering. Acta
Crystallographica, v. 14, n. 11, p. 1180-1185, 10 nov. 1961.

SANTOS, F. R. DOS. Método de Lowry: validacéo e estimativa do célculo da incerteza.
Dissertacdo (Mestrado em Alimentos e Nutricdo)—Araraquara, SP: Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista, 2012.

SANTOS, M. P. O. DOS. Sintese, caracterizacdo e avaliagdo do poli(succinato de
butileno) para liberacdo de ureia. Dissertacdo (Mestrado) em Ciéncia e Tecnologia de
Polimeros—Rio de Janeiro, RJ: Instituto de Macromoléculas - Universidade Federal do Rio
de Janeiro, 2014.

SCHABER, P. M. et al. Thermal decomposition (pyrolysis) of urea in an open reaction vessel.
Thermochimica Acta, v. 424, n. 1-2, p. 131-142, dez. 2004.

SCHMIDELL, W. et al. Biotecnologia industrial: engenhaeia bioquimica. S&o Paulo:
Blucher, 2001.

SILVA, C. et al. Administracdo oral de peptideos e proteinas: Il. Aplicacdo de métodos de
microencapsulagéo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 39, n. 1, p. 1-20, mar.
2003.

SILVA, R. C. DA; SILVA, R. M. DA; AQUINO, K. A. DA S. The Interaction of Gamma
Radiation with the Matter in the Process of Sterilization. Revista Virtual de Quimica, v. 6, n.
6, 2014.

SINHA RAY, S.; OKAMOTO, K.; OKAMOTO, M. Structure—Property Relationship in
Biodegradable Poly(butylene succinate)/Layered Silicate Nanocomposites. Macromolecules,
v. 36, n. 7, p. 2355-2367, abr. 2003.



111

SONG, D. K.; SUNG, Y. K. Synthesis and characterization of biodegradable poly(1,4-
butanediol succinate). Journal of Applied Polymer Science, v. 56, n. 11, p. 1381-1395, 13
jun. 1995.

SUAVE, J. et al. Microencapsulacdo: Inovacdo em diferentes areas. Revista Saude e
ambiente, v. 7, n. 2, p. 12-20, 2006.

SUHARTINI, M. et al. Radiation crosslinking of poly(butylene succinate) in the presence of
low concentrations of trimethallyl isocyanurate and its properties. Journal of Applied
Polymer Science, v. 88, n. 9, p. 2238-2246, 31 maio 2003.

TONINI, R. M. C. W.; REZENDE, C. E.; GRATIVOL, A. D. Degradacéo e biorremediacdo
de compostos do petroleo por bactérias: revisao. Oecologia Australis, v. 14, n. 04, p. 1010—
1020, dez. 2010.

Top 5 - Piores vazamentos de petroleo da histéria. Disponivel em:
<https://www.terra.com.br/noticias/ciencia/top-5-piores-vazamentos-de-petroleo-da-
historia,37a9ba8cbh360d310VgnCLD2000000ec6eb0aRCRD.html>. Acesso em: 14 nov.
2016.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiologia (10a. ed.). [s.l.] Grupo A -
Artmed, 2012.

VARJANI, S. J. Microbial degradation of petroleum hydrocarbons. Bioresource Technology,
V. 223, p. 277-286, jan. 2017.

VENOSA, A. D.; ZHU, X. Biodegradation of Crude Oil Contaminating Marine Shorelines
and Freshwater Wetlands. Spill Science & Technology Bulletin, v. 8, n. 2, p. 163-178, abr.
2003.

VICENTE, J.; SALDANHA, T. Emprego da técnica de radiacdo ionizante em alimentos
industrializados. Acta tecnoldgica, v. 7, n. 2, p. 49-54, 2012.

VIEIRA, P. A. et al. Statistical analysis and optimization of nitrogen, phosphorus, and
inoculum concentrations for the biodegradation of petroleum hydrocarbons by response
surface methodology. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v. 25, n. 3, p.
427-438, mar. 20009.

VILLANOVA, J. C. O.; OREFICE, R. L.; CUNHA, A. S. Aplicacbes farmacéuticas de
polimeros. Polimeros, v. 20, n. 1, p. 51-64, 2010.

VYAS, T. K.; DAVE, B. P. Effect of addition of nitrogen, phosphorus and potassium
fertilizers on biodegradation of crude oil by marine bacteria. Indian Journal of Marine
Sciences, v. 39, n. 1, p. 143-150, mar. 2010.

WALLENIUS, K. et al. Simplified MPN method for enumeration of soil naphthalene
degraders using gaseous substrate. Biodegradation, v. 23, n. 1, p. 47-55, fev. 2012.

WANG, G.; GUO, B.; LI, R. Synthesis, characterization, and properties of long-chain
branched poly(butylene succinate). Journal of Applied Polymer Science, v. 124, n. 2, p.
1271-1280, 15 abr. 2012,



112

WARR, L. N. et al. Bioremediating Oil Spills in Nutrient Poor Ocean Waters Using Fertilized
Clay Mineral Flakes: Some Experimental Constraints. Biotechnology Research
International, v. 2013, p. 1-9, 2013.

WIELAND, P.; LUSTOSA, L. J.; MACEDO-SOARES, T. D. L. A. Alimentos preservados
com radiacdo: a vantagem competitiva que falta ao Brasil. Revista da FAE, v. 13, n. 1, p. 1-
14, jul. 2010.

XU, J.; GUO, B.-H. Poly(butylene succinate) and its copolymers: Research, development and
industrialization. Biotechnology Journal, v. 5, n. 11, p. 1149-1163, nov. 2010.

XU, Y. et al. Synthesis and characterization of biodegradable poly(butylene succinate-co-
propylene succinate)s. Journal of Applied Polymer Science, v. 109, n. 3, p. 1881-1889, 5
ago. 2008.

YAKIMOV, M. M. et al. Alcanivorax borkumensis gen. nov., sp. nov., a new, hydrocarbon-
degrading and surfactant-producing marine bacterium. International Journal of Systematic
Bacteriology, v. 48, n. 2, p. 339-348, 1 abr. 1998.

YAMAN, A. Alternative methods of terminal sterilization for biologically active
macromolecules. [s.l: s.n.]. v. 4

YOO, E. S.; IM, S. S. Melting behavior of poly(butylene succinate) during heating scan by
DSC. Journal of Polymer Science Part B: Polymer Physics, v. 37, n. 13, p. 1357-1366, 1
jul. 1999.

ZACHARYASZ, P.; SIEPAK, J.;: ROSADA, J. Petroleum-Contaminated Soil and Water
Analysis and Biodegradation. Pol. J. Environ. Stud., v. 21, n. 5, p. 1467-1480, 2012.

ZANAROLI, G. et al. Characterization of two diesel fuel degrading microbial consortia
enriched from a non acclimated, complex source of microorganisms. Microbial Cell
Factories, v. 9, n. 1, p. 10, 2010.

ZHANG, C.; WANG, S.; YAN, Y. Isomerization and biodegradation of beta-cypermethrin by
Pseudomonas aeruginosa CH7 with biosurfactant production. Bioresource Technology, v.
102, n. 14, p. 7139-7146, jul. 2011.

ZIL1O, E. L.; PINTO, U. B. Identificagio e distribuicdo dos principais grupos de compostos
presentes nos petroleos brasileiros. Bol. Téc. Petrobras, v. 45, n. 1, p. 21-25, 2002.



113

ANEXO |
Perda
Td Td Xc Xc
Tm AHf AHd de RMSE
Fuséo | Dose (°C) (°C) (%) (%)
(°C) (J/9) (J/9) massa FTIR
TGA | DSC DRX | DSC
(%)
PBS Né&o 0 |112,99 | 397,05 | 400,53 | 80,79 | 1158,95 | 66,40 | 73,24 | 99,16 0
PBS 110 Sim 0 |110,20 | 397,64 | 398,70 | 64,41 | 417,29 | 39,39 | 58,40 | 99,19 | 0,5202
PBS 110/15 Sim 15 |108,88 | 402,02 | 379,01 | 74,05 | 448,84 | 47,25 | 67,14 | 99,53 | 0,5351
PBS 110/25 Sim 25 |108,51 | 402,08 | 403,36 | 72,15 | 448,91 | 49,89 | 65,41 | 99,41 | 0,4630
PBS 110/50 Sim 50 | 108,46 | 396,43 | 397,30 | 71,97 | 405,64 | 49,00 | 65,25 | 99,45 | 0,4585
PBS 110/75 Sim 75 |108,12 | 402,40 | 402,33 | 74,56 | 393,30 | 50,58 | 67,59 | 99,20 | 0,4603
PBS-Ureia 110/15 | Sim 15 |108,41 | 393,83 | 391,28 | 61,00 | 244,45 | 46,59 | 55,30 | 98,39 | 3,1112
PBS-Ureia 110/25 | Sim 25 |108,25 | 391,23 | 402,13 | 60,71 | 269,96 | 42,47 | 55,04 | 99,48 | 2,1457
PBS-Ureia 110/50 | Sim 50 | 108,19 | 393,24 | 390,78 | 50,73 | 296,74 | 42,56 | 46,00 | 98,67 | 2,4051
PBS-Ureia 110/75 | Sim 75 | 107,50 | 404,99 | 402,22 | 59,06 | 301,28 | 48,87 | 53,55 | 99,46 | 3,1642




