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Dedicado aos terraqueos, sobretudo aqueles
gue nao se julgam superiores aos outros.

Ao meu grande avo Silvério,

gue me ensinou a amar

a simplicidade.



Aprendemos a voar como passaros e
a nadar como peixes, mas nao
aprendemos a conviver

COmo irmaos.

Martin Luther King
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1. INTRODUCAO

O dleo lubrificante mineral é constituido basicamente por parafinas, nafténicos
(ciclo parafinas) e hidrocarbonetos aroméaticos e pode ser obtido por meio de
processos de refinacdo do petroleo cru (HAUS et al., 2004). O ¢6leo lubrificante tem
como principal funcao a reducdo de atrito e de desgaste entre as partes méveis de
um objeto (SOHN, 2009).

Apenas 1 litro de Oleo lubrificante é suficiente para contaminar 1 milhdo de
litros de agua (ATLAS et al., 1991). A contaminacdo de ecossistemas terrestres e
aquaticos por esta substancia é proveniente de diversas fontes, como: descarte
inadequado de Oleo usado, lavagem automotiva e derrames acidentais, tanto na
fabricacédo e transporte como no armazenamento (SALMINEN et al., 2004, PRPICH
& DAUGULIS, 2005 e GULENSOY & ALVAREZ, 1999). Apenas 36% do oleo
lubrificante usado no Brasil é reciclado (BRASIL, 2001).

Fabricantes de aditivos e formuladores de Oleos lubrificantes vém
desenvolvendo produtos com maior vida util, com o propésito de reduzir a geracéo
de oleos usados. Por outro lado, cresce a dificuldade de regeneracéo ap0s 0 uso
(LIMA, 2004). O dleo lubrificante usado apresenta boa degradabilidade devido a
acdo de compressao e calor dentro dos motores de automoéveis, levando a quebra
de cadeias carbbnicas grandes, o que o torna menos apolar que o 6leo lubrificante
ndo usado. Isto leva a dizer que o 6leo lubrificante usado é bem biodegradavel, mas
em termos de toxicidade, este apresenta metais pesados e formacéo de cor escura
na agua devido a residuos carbonizados do 6leo (MONTAGNOLLI et al., 2009).

O biodiesel é derivado de biomassa renovavel e gera menos poluicdo
ambiental do que os combustiveis fésseis, contribuindo menos para o aguecimento
global (GERPEN, 2005).

Segundo Gomes (2008), ainda n&o se sabe quais sé@o os reais efeitos em
caso de vazamentos ou derramamentos de biodiesel sobre a qualidade das aguas
subterraneas e se o risco a saude humana e ao meio ambiente é toleravel.

Por conseguinte, baseado na promessa de que o biodiesel seja um
substituinte do diesel de petréleo, estudos de biodegradabilidade em ecossistemas
aquaticos sao essenciais e tem o propdsito de avaliar seu tempo de degradacao, seu
grau de toxicidade para a biota e os aspectos fisico-quimicos de sua degradacdo em
caso de acidentes.



Diversos estudos propdem a biorremediacdo de ambientes contaminados por
hidrocarbonetos pela inoculagdo de microrganismos com potencial biodegradador
(ATLAS E BARTHA, 1992). Técnicas de biorremediacdo em areas contaminadas
trazem vantagens como: custo mais baixo, nao interferéncia nas operactes ja
realizadas no local e execucao em lugares de dificil acesso. Porém, como limitacdes,
nao é uma solucao imediata e ha necessidade de uma prévia preparacao do local
para que suporte a acao dos microrganismos (CHAMUSCA et al., 2011).

De acordo com Gamazo et al., 2005, a coluna de Winogradsky simula um
ecossistema aquatico. A coluna permite estudar os microrganismos que ocupam
zonas altamente especificas de acordo com a sua tolerancia ao microambiente e as
fontes de energia e carbono disponiveis. Se a coluna for colocada num local onde
receba luz solar ou luz artificial, ao fim de algumas semanas desenvolver-se-4 ao
longo da coluna, de uma forma estratificada, uma comunidade de microrganismos de
acordo com as condi¢cdes ambientais que naquela se estabeleceram.

Cada zona da coluna é preferencial para cada organismo. Compreendendo a
funcdo de cada um deles na biota, pode-se determinar os efeitos que um derrame de
6leo lubrificante ou de biodiesel causaria no ecossistema aquatico. Segundo Perez
(2008), a diferenca de cores no interior da coluna é resultado do zoneamento
principal de trés camadas baseadas na concentracéo de oxigénio. A area proxima a
superficie € a zona aerodbia, com elevada concentracdo de oxigénio. Logo abaixo,
esta localizada a zona microaerofilica, com concentracao parcial de O,. Finalmente,
a zona anoxica € o leito do lodo (no fundo da coluna).

Uma forma eficaz de simular um ecossistema aquatico e verificar as
mudancas que ocorrem em sua biota frente a contaminacdo causada por Oleo
lubrificante usado ou biodiesel é a coluna de Winogradsky. Ela consiste num
recipiente de vidro contendo amostras de solo, agua e nutrientes provenientes do
ambiente, o qual se pretende reproduzir. Dentro da coluna é possivel acompanhar o
aparecimento e a distribuicdo dos microrganismos e a partir dai inferir o papel de
cada um deles na microbiota do corpo d’agua (NASA, 2001).
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Utilizar a coluna de Winogradsky na andlise da biota proveniente de um

ecossistema aquatico contaminado com o6leo lubrificante mineral usado ou biodiesel.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar as alteracdes na biota das colunas de Winogradsky;

e Comparar a biota de um mesmo ambiente de agua salobra entre 6 condi¢cdes

distintas;

e Analisar o efeito do Bacillus subtilis no processo de biorremediacdo em
ecossistemas aquaticos contaminados com 0leo lubrificante mineral usado e

biodiesel;

e Utilizar algas como organismos bioindicadores de qualidade da agua;

e Verificar se ha toxicidade para sementes de Lactuca sativa e Cucumis sativus

guando é utilizada a 4gua proveniente de ecossistema aquatico contaminado.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ecotoxicologia

A preocupacao em monitorar a agdo antropica sobre o meio ambiente levou a
criacdo da Ecotoxicologia (SOARES 1990), uma ferramenta de monitoramento
ambiental, baseada principalmente na resposta de individuos a estressores quimicos
(RAMADE, 1977).

O termo ecotoxicologia foi citado pela primeira vez, no decorrer de uma
reunido do Committee of the International Council of Scientific Unions (ICSU), em
Estocolmo, pelo toxicologista Rene Truhaut (TRUHAUT, 1977), em junho de 1969.
Segundo Truhaut, a Ecotoxicologia caracteriza-se pela ciéncia que estuda os efeitos
das substéncias naturais ou sintéticas sobre os organismos vivos, populacdes e
comunidades naturais (CHAPMAN, 2006), que compdem a biosfera, incluindo assim
a interacdo das substancias com 0 meio nos quais 0S organismos vivem, num
contexto integrado (ZAGATTO e BERTOLETTI, 2006).

A ecotoxicologia pressupde o0 uso de testes de toxicidade com organismos,
também chamados bioensaios. Estes testes servem para determinar o grau de
toxicidade ou o efeito biolégico de uma substancia. Os resultados sdo analisados por
meio de comparacao experimental entre os efeitos da substancia testada e os
efeitos de uma substancia conhecida, em uma cultura de células vivas ou em um
organismo-teste (USEPA, 1988).

Os bioensaios buscam avaliar a contaminacdo ambiental por diversas fontes
poluidoras, tais como: efluentes agricolas, industriais e domésticos, sedimentos,
medicamentos e produtos quimicos em geral (LOMBARDI, 2004; MARSCHNER,
1999) e detectam a capacidade de um agente toxico em produzir efeitos deletérios
nos organismos vivos, permitindo saber em que medida as substancias sao nocivas,
como e onde se manifestam os efeitos (MAGALHAES e FILHO, 2008). Também
disponibilizam informacBes sobre o perigo potencial de uma substancia tdxica aos
organismos aquaticos tais como, letalidade, carcinogénese, mutagénese,
teratogénese, desordens comportamentais, efeitos fisiologicos cumulativos,
antagobnicos e sinérgicos (BAUDO, 1987).

Os testes toxicologicos sdo realizados com organismos indicadores, que
devido as suas caracteristicas de pequeno limite de tolerdncia ecolbgica, a

determinadas substancias quimicas, apresentam alguma alteracdo, seja ela
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fisiologica, morfologica ou comportamental, quando expostos a determinados
poluentes. As exposi¢des sao feitas em diferentes concentragdes de substancias e
compostos quimicos, amostras de efluentes ou agua bruta, por um determinado
periodo (SCHVARTSMAN, 1991).

Os testes de toxicidade aguda objetivam medir os efeitos gerados nos
organismos a um curto periodo de exposicdo e tém o propdésito de determinar a
concentracdo de uma substancia teste, a qual produz efeitos deletérios em um grupo
de organismos sob condi¢Bes controladas. O evento observado € a letalidade, a
partir da qual se determina a concentracdo do agente toxico que causa 50% de
mortalidade (CL50) a espécie teste (RAND e PETROCELLI, 1985). Existem ainda 0s
testes de toxicidade cronica, cujos organismos Sao expostos continuamente a
produtos toxicos por um periodo significativo de seu ciclo de vida (RAND e
PETROCELLI, 1985). Na toxicidade cronica sédo avaliados efeitos subletais em
organismos, tais como alteracbes no crescimento e na reprodugcdo, mudancas no
comportamento, na fisiologia, bioquimica e alteracdes teciduais (LAWS, 2000;
ADAMS, 1995). Os testes de toxicidade crbnica séo diretamente dependentes dos
resultados dos testes de toxicidade aguda, visto que as concentracdes subletais sao
calculadas a partir da CL50.

Em ambientes aquaticos, a toxicidade crbnica € a mais frequente por conta de
diversos fatores, dentre eles: a diluicdo dos poluentes, as relagbes antagonistas
entre as substancias, a rapida associacdo que ocorre entre a maioria das particulas
e 0 hiumus e a sedimentacdo de solidos em suspensdo. Desta maneira, 0S
organismos sao submetidos a baixas concentracbes de determinados poluentes
durante longos periodos de tempo (STEPHAN e MOUNT, 1973), ocasionando
efeitos crénicos a niveis subletais e, até mesmo letais ao longo do tempo.

Estudos ecotoxicoldégicos permitem realizar avaliagbes de risco, com a
identificacdo de efeitos adversos resultantes da exposi¢do do ecossistema a um ou
mais fatores de estresse ambiental, prevenindo a sua degradacao (MARRAFA et al.,
2005).

3.2. Biodegradacéao e Biorremediacao

Os microrganismos desempenham importante funcdo na ciclagem de

nutrientes. A mineralizacao de compostos organicos é essencial para a manutencao
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da vida na Terra, pois permite a liberacdo do carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo e
outros elementos no estado inorganico no meio (HIGGINS e BURNS, 1975).

A biodegradacdo ocorre por meio da acdo enzimatica de microrganismos
presentes no ambiente (ATLAS, 1981; ALEXANDER, 1981; CRAPEZ, 1982;
SLIVINS & TREMIER, 1985), os quais transformam compostos quimicos organicos,
alterando suas estruturas moleculares. O processo pode ser limitado por diversos
fatores como: presenca de nutrientes, composicdo da biota, salinidade,
concentracéo de oxigénio dissolvido na agua, temperatura e natureza do poluente.

Bactérias, fungos e leveduras séo os principais agentes biotransformadores
devido a habilidade em degradar uma ampla variedade de substancias xenobidticas
(URURARHY et al., 1998).

A biodegradacdo ambiental em seu sentido amplo mostra-se como alternativa
viavel na aplicabilidade de técnicas de remediacdo e abrange aspectos
socioecondmicos relevantes, que vao desde a aceitabilidade de produtos pelo
mercado consumidor até a interferéncia direta ou indireta na melhoria da qualidade
de vida (MELO, 2001).

A biorremediacao, por sua vez, refere-se a aceleracdo da biodegradacao, por
meio de duas técnicas que catalisam a reacdo no meio ambiente contaminado
(RYTKONEN et al., 1997): uma delas é a bioaumentacédo, que consiste na adi¢éo de
microrganismos da espécie de interesse, adaptados em laboratério as condicdes
ambientais, em ecossistemas impactados. A bioaumentacdo tem por finalidade
aumentar a populacdo microbiana responsavel pela degradacdo do 6leo (HOFF,
1993). A outra técnica, denominada bioestimulacdo, consiste na adicdo de oxigénio,
agua e nutrientes ao meio contaminado, com o propésito de acelerar a reproducdo
microbiana, bem como suas atividades metabdlicas (HOFF, 1993; MERLIN et al.,
1994; SANTAS et al.,1999).

A descoberta da biorremediacdo iniciou-se a partir de pesquisas que
identificaram alguns microrganismos capazes de usar hidrocarbonetos de derivados
do petréleo como fonte de carbono e energia (ATLAS, 1981). Posteriormente, 0s
parametros bidticos e abidticos foram inseridos no processo e partindo dos
resultados positivos, a técnica passou a ser utilizada na limpeza de ambientes
contaminados por 6leo (KING et al., 1997; BRAGG et al.,1993; LINDSTROM et al.,
1991).

A biorremediacdo pode ser feita por processo in situ ou ex situ. No primeiro a

remediacdo biologica é aplicada diretamente no local poluido, ao contrario dos
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processos ex situ, em que 0 meio impactado € removido e destinado a um local de
tratamento (MARGENSIN et al., 2000). Os produtos finais de uma biorremediacéo
efetiva sdo agua e gas carbdnico, que ndo apresentam toxicidade e podem ser
incorporados ao ambiente sem prejuizo aos organismos vivos (MARIANO, 2006).

Uma das primeiras aplicacdes in situ da técnica de bioestimulacdo ocorreu
apos o derrame de Oleo pelo navio-tanque Exxon Valdez, em 1989 conforme a
Figura 1 (FOBES, 1990). As aplicagdes de nutrientes ao longo da linha costeira do
Alasca resultaram na aceleracédo da biodegradacao do 6leo na regido contaminada
(WOLFE et al.1994).

Figura 1: Derrame de 6leo pelo navio Exxon Valdez.

A utilizacdo da técnica de biorremediacdo apresenta vantagens e
desvantagens, quando comparada a outras técnicas de limpeza (Tabela 1). O
método deve ser criteriosamente estudado, antes de ser aplicado num determinado
ambiente (COOKSON, 1995).

15



Tabela 1 - Vantagens e Desvantagens no Uso da Técnica de Biorremediacao in situ

Vantagens

Desvantagens

Feita no proprio local contaminado

Alguns contaminantes ndo degradam

Trata-se de uma técnica barata

Necessidade de monitoramento intensivo

Reducéo permanente dos contaminantes

Requer um local especifico

Aceitacao publica positiva

Toxicidade dos poluentes

Recuperacao de area contaminada

Intensa pesquisa de biorremediacéo

Eliminag&o de custo com transporte

Pode gerar produtos pouco conhecidos

Pode ser usada junto a outra técnica

Técnica pode ndo ser apropriada

Fonte: Cookson (1995).

A eficiéncia da biorremediacéo esta associada a uma populacdo microbiana
adaptada ao consumo dos contaminantes e como esta pode ser enriquecida e
mantida no ambiente (KATAOKA, 2001; MULLIGAN et al., 2001; BENTO et al.,
2003; RAHMAN et al., 2003).

Se ocorre a presenca de compostos ndo biodegradaveis e/ou se seus
produtos metabolicos intermediarios sdo mais toxicos que oS compostos originais, 0
uso da biodegradacdo pode ser mais prejudicial do que a propria contaminacao.
Portanto, a aplicacao da técnica nao é aconselhavel nesses casos (CRAWFORD &
CRAWFORD, 1996).

Deve-se verificar as propriedades fisicas, quimicas e biologicas envolvidas
diretamente com a atuacdo do processo de biorremediacdo, fatores ecoldgicos,
danos a saude e tempo de exposicdo da contaminacdo (COOKSON, 1995) no
processo de tomada de decisdo referente aos planos de mitigacdo de impactos

ambientais.

3.3. Oleo Lubrificante Usado

Os oOleos lubrificantes séo derivados do petréleo usados para reduzir ao
maximo o atrito entre superficies metalicas que mantém contato nos sistemas
mecanicos (SOUZA, 2003). Sdo também fun¢bes do lubrificante, dependendo da
sua aplicacao, a refrigeracado e a limpeza das partes méveis, a transmissao de forca
mecanica, vedacdo, isolamento e protecdo de componentes especificos, além da

16



transferéncia de determinadas caracteristicas fisico-quimicas a outros produtos
(APROMAC, 2007).

Os Oleos usados sao formados por moléculas inalteradas do 6leo basico,
produtos de degradacdo do Oleo basico; contaminantes inorganicos; agua
proveniente da camara de combustdo, ou de contaminacdo acidental;
hidrocarbonetos leves (combustivel ndo queimado); particulas de carbono formadas
devido ao craqueamento dos combustiveis e do préprio lubrificante e ainda outros
contaminantes diversos (BRASIL, 2001).

Quando langados no solo, os 6leos usados se infiltram conjuntamente com a
agua da chuva contaminando lencgois freaticos e poluindo também as aguas de
aquiferos, rios, lagos e mares (SILVEIRA, 2006), afetando de maneira drastica a
microbiota essencial ao desenvolvimento natural do ecossistema (BRASIL, 2001).
Além disso, inutiliza o solo atingido, tanto para a agricultura quanto para a
edificacdo, causando a morte da vegetacdo e dos microrganismos, destruindo o
hamus e acarretando a infertilidade da area, que por sua vez pode se tornar uma
fonte de vapores de hidrocarbonetos (APROMAC, 2007).

Ao entrar em contato com redes de drenagem, o 6leo lubrificante usado polui
0s meios receptores hidricos e provoca danos as estacdes de tratamento de aguas
residuais (SILVEIRA, 2006). Ao ser lancado no esgoto, compromete o
funcionamento das estacdes de tratamento, chegando a obstruir dutos (SOHN,
20009).

Os componentes degradados do dleo lubrificante usado geram compostos
toxicos para a salde humana e para o ambiente, tais como dioxinas, acidos
organicos, cetonas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. O 6leo lubrificante
usado também contém diversos elementos téxicos (cromo, cadmio, chumbo e
arsénio), oriundos da férmula original e/ou absorvidos do préprio motor ou
equipamento. Esses componentes metélicos sao bioacumulativos (perduram no
interior dos tecidos de animais e vegetais, afetando toda a cadeia alimentar) e
causam diversos problemas de saude a populacdo (SOHN, 2009).

A destinagéo legal do dleo lubrificante usado é proveniente de um demorado
processo de conscientizacdo e constatacdo técnico-cientifica, a partir da qual se
concluiu que muitos usos populares podem ser perigosos e inadequados.

A Tabela 2 apresenta exemplos do emprego incorreto do 6leo usado e as
consequéncias de cada uso ilegal da substancia (APROMAC, 2007).
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Tabela 2: Usos ilegais do dleo lubrificante usado e suas consequéncias

Uso ilegal

Consequéncia danosa

Queima como combustivel

Poluicdo atmosférica, emissdo de compostos
nocivos e particulados, gerando prejuizos para a
salide publica e para o meio ambiente.

Adulteracéo de dleo lubrificante usado

Traz danos para os equipamentos, podendo

causar acidentes.

Uso como 6leo desmoldante

Expde os trabalhadores a risco de intoxicagéo e
doencas ocasionadas pelos contaminantes

presentes no 6leo lubrificante usado.

Formulacgéo de graxas

Expde os trabalhadores a risco de intoxicagéo e
doencas ocasionadas pelos contaminantes

presentes no 6leo lubrificante usado.

Lubrificagé@o de corrente de motosserra

Causa intoxicacéo aos trabalhadores, danos ao
equipamento e poluicdo ambiental, pois o 6leo
lubrificante usado nao se adere a corrente da

motosserra.

Impermeabilizagédo de cercas,

telhados, pisos e similares

Risco de intoxicagdo para 0s seres Vivos,
podendo também contaminar o solo, o lengol

fredtico e corpos d’agua.

Fonte: Adaptada de Apromac (2007).

3.4. Biodiesel

O biodiesel consiste em um mono-alquil éster de acidos graxos derivado de
fontes renovaveis (MONYEM & VAN GERPEN, 2001), obtido por meio de diferentes
processos, tais como o craqueamento (Figura 2), a esterificacdo (Figura 3) e a
transesterificacdo, na qual ocorre a transformagédo de triglicerideos em moléculas

menores de ésteres de acidos graxos (SUAREZ & MENEGHETTI, 2007).
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Figura 2: Reagéo de cragueamento (SUAREZ E MENEGHETTI, 2007). Esta reag&o consiste
no fornecimento de energia, com a utlizacdo opcional de um catalisador, para a quebra das
moléculas constituintes dos 6leos e gorduras, originando moléculas de hidrocarbonetos, de diferentes

tamanhos, além de géas carbdnico e agua.

Figura 3: Reacao de esterificacdo. Nessa reacdo os acidos carboxilicos reagem com um

monoalcool produzindo um éster, mais agua (FABIANO, 2007).

A transesterificacdo (Figura 4) € o processo mais utilizado atualmente para a
producdo de biodiesel. Consiste numa reacdo quimica dos Oleos vegetais ou
gorduras animais com etanol ou metanol, estimulada por um catalisador, da qual
também se extrai a glicerina, produto com aplicacBes diversas na industria quimica

(FABIANO, 2007).
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CH,0COR! CH,OH RICOOCH,

CHOCOR* + CH,0H — CHOH + R*COOCH,

CH,OCOR? CH,O0H R3*COOCH,

Figura 4: Reacao de transesterificacao tipica para a producéo de biodiesel (SOUZA, 2006).

As matérias primas para a producdo de biodiesel sdo: Oleos de espécies
vegetais, como soja, dendé (palma), girassol, babacu, amendoim, mamona e pinh&o
manso (espécies mais utilizadas no Brasil). Quase 90% da producdo de 6leo no
Brasil provém da soja (MASJUK & SAPUAN, 1995).

Gordura de origem animal, 6leos e gorduras residuais, resultantes de
processamento domeéstico, comercial e industrial também servem como matérias
primas para a obtenc¢do do biodiesel. Um levantamento primério da oferta de 6leos
residuais de frituras, suscetiveis de serem coletados, revela um potencial de oferta
no pais superior a 30 mil toneladas por ano (GAZZONI, 2011).

A utilizacdo de biodiesel para fins automotivos vem apresentando um
potencial promissor no mundo inteiro, devido, em primeiro lugar, a sua contribuicao
ao meio ambiente, com a reducdo qualitativa e quantitativa dos niveis de poluicéo
ambiental, principalmente nos grandes centros urbanos (MASJUK, 1995). Em
segundo lugar, como fonte estratégica de energia renovavel em substituicdo ao 6leo
diesel e outros derivados do Petroleo.

3.5. Legislagéo
3.5.1. Oleo Lubrificante Usado

O rerrefino foi escolhido pelo CONAMA - Conselho Nacional do Meio
Ambiente, através da Resolucdo n° 362/2005 (ANEXO A), como instrumento
prioritario para a gestdo ambiental, com o objetivo de recuperar o 6leo bésico
(material que origina novos 6leos lubrificantes) e de minimizar a geracéo de residuos
no ambiente (APROMAC, 2007). Por conseguinte, todo o 6leo lubrificante usado
deve ter destinacdo adequada, sendo proibidos descartes em solos, aguas

superficiais, sistemas de esgoto ou lancamento em aguas residuais.
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O processo de rerrefino é capaz de extrair cerca de 80% a 85% do Oleo
lubrificante basico, atendendo as especificacbes técnicas estabelecidas pela ANP-
Agéncia Nacional do Petroleo (SOHN, 2009), cujas portarias ditam normas para o
gerenciamento dos 6leos lubrificantes usados.

A Resolucdo da ANP n° 19, de 18 de junho de 2009 considera que o
aproveitamento de Oleo lubrificante usado contribui para a protecdo do meio
ambiente e para a maximizagdo dos recursos naturais e estabelece os requisitos
necessarios a regulacdo da atividade de rerrefino (ANP, 2009). Enquanto a
Resolucdo da ANP n° 20/2009 dispde dos requisitos a autorizacdo de coleta de 6leo
lubrificante usado ou contaminado.

A Lei n® 14186, de 15 de julho de 2010 do Estado de Sao Paulo dispde sobre
a coleta, o recolhimento e o destino final das embalagens de 6éleos lubrificantes
usados e fornece outras providéncias correlatas (APROMAC, 2007).

Apesar da existéncia de normas claras na legislacdo defendendo a
destinacao correta do 6leo lubrificante usado, ainda ha uma grande quantidade de
Oleo langada diretamente no ambiente (SOHN, 2009).

3.5.2. Biodiesel

O biodiesel comercial utilizado em todo o Brasil € uma mistura de diesel e
biodiesel (B100). O biodiesel puro € formado a partir de 6leos vegetais ou de gordura
animal e deve atender as especificacdes estabelecidas pela Resolu¢cdo ANP n° 07/
2008 (FERRARI, 2004), que consta no ANEXO B (ANP, 2011) A Resolugdo ANP n°
41 de 24 de novembro de 2004 regulamentou que para funcionar em nivel comercial,
as industrias de biodiesel devem receber autorizacdo da Agéncia Nacional de
Petroleo.

O Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB) foi criado pela
lei 11.097, de 13 de janeiro de 2005, com o objetivo de introduzir o uso do biodiesel.
Este programa foi o responsavel pela organizacdo da cadeia produtiva, pela
definicdo das linhas de financiamento e estruturacdo da base tecnoldgica.

A area plantada necesséria para atender ao percentual de mistura de 2% de
biodiesel ao diesel de petrdleo é estimada em 1,5 milh&o de hectares, o que equivale
a 1% dos 150 milhdes de hectares plantados e disponiveis para agricultura no Brasil.
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Atualmente h& cerca de 16 empresas autorizadas pela ANP para produzir
biodiesel, com capacidade de 2,13 milhdes de litros/dia, totalizando 639 milhdes de
litros por ano (SILVA e SAKATSUME, 2001).

3.6. Coluna de Winogradsky

Criada em 1880 por Sergei Nikolaievich Winogradsky, a coluna de
Winogradsky (Figura 5) consiste em um microecossistema fechado no interior de um
recipiente de vidro, composto por solo, agua e nutrientes, dentro do qual é possivel
acompanhar o desenvolvimento de microrganismos, sua distribuicdo e o papel de
cada um deles no sistema do corpo d’agua, bem como as consequiéncias de uma
contaminagao na microbiota (NASA, 2001).

Cada zona da coluna é preferencial para cada microrganismo, de acordo com

a disponibilidade de nutrientes, carbono e da tolerancia as condi¢des do meio.

Figura 5: Esquematizacéo da Coluna de Winogradsky.

Na coluna de Winogradsky convencional ocorre o aparecimento de algas e
cianobactérias na camada mais superficial (Tabela 3). Estes microrganismos
produzem oxigénio e mantém a zona aerdbia. Depois de algum tempo podem se
desenvolver bactérias oxidantes de enxofre quimioliotroficas, ou seja, que oxidam

H.,S para obter energia e sintetizam matéria organica a partir de CO,,
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Na zona andxica ou anaerobia ocorre o desenvolvimento de microrganismos
gue consomem 0 oxigénio do sedimento e da agua. Desta forma, a zona anoxica
favorece o crescimento de microrganismos anaerébios ou fermentativos.

Os processos de decomposicdo fermentativa tém como produtos finais:
acidos organicos, alcoois e H, 0s quais podem servir de substrato para as bactérias
redutoras de sulfato. No processo de respiracdo anaerdbia o sulfato é reduzido a
H,S, que por sua vez é utilizado por bactérias sulfurosas verdes e purpuras. As
bactérias sulfurosas se desenvolvem de forma estratificada ao longo da coluna de
acordo com a quantidade de sulfeto.

As bactérias verdes e purpuras realizam reagdes fotoquimicas. Utilizam o H,S
como doador de elétrons na producdo de S (enxofre elementar). O enxofre, ou 0
sulfato resultante da sua oxidacgéao é reciclado pelas bactérias sulfato redutoras.

Na zona microaerofilica podem se desenvolver bactérias ndo sulfurosas, as
guais crescem em condicdo anaerdbia e nao toleram elevado gradiente de H,S. Séo
foto heterotréficas e utilizam acidos organicos como fonte de carbono para a sintese

celular.
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Tabela 3: Principais géneros de bactérias presentes na Coluna de Winogradsky.

Bactéria Forma e caracteristicas Classificacéo
Bactéria alongada e filamentosa, quimiolitotréfica,
ndo fotossintética, gram-negativa e aerobia. A
. . . . Bactéria filamentosa
Beggiatoa sp. Utiliza a oxidag&o do H,S como fonte de energia,

acumulando granulos de enxofre no interior do
citoplasma e utiliza o CO, como fonte de carbono.

oxidante de enxofre.

Thiobacillus sp.

Bacilo gram-negativo, quimiolitotrofico, ndo
fotossintético e aerdbio. Obtém energia pela
oxidacao do sulfeto de hidrogénio ou enxofre
elementar, produzindo sulfato, e utiliza o CO,

como fonte de carbono.

Bactéria incolor
oxidante do enxofre.

Rhodospirillum sp.

Espiralada flagelada, gram-negativa, heterotrofica
e microaerdfila. Utiliza a luz como fonte de
energia mas ndo pode converter o CO, em

acuUcar. Utiliza compostos organicos como fonte
de carbono.

Bactéria pdrpura néo
relacionada ao
enxofre.

Rhodopseudomonas sp.

Bacilo flagelado, gram-negativo, heterotréfico e
microaerdfilo. Utiliza a luz como fonte de energia
mas ndo pode converter o CO, em acgucar. Utiliza

compostos organicos como fonte de carbono.

Bactéria pdrpura néo
relacionada ao
enxofre.

Chromatium sp.

Coco ou bacilo gram-negativo, autotrofico
sulfuroso e anaerdbio. Possui depositos internos
de enxofre. Obtém energia por meio de reacées
fotoquimicas e produz seus materiais celulares a

partir do CO, . N&o gera oxigénio durante o
processo.

Bactéria purpura do
enxofre.

Chlorobium sp.

Bacilo gram-negativo, sem mobilidade,
fotoautotréfico sulfuroso e anaerébio. Obtém
energia por meio de reacdes fotoquimicas e

produz seus materiais celulares a partir do CO, .

N&o gera oxigénio durante o processo.

Bactéria verde do
enxofre.

Clostridium sp.

Bacilo quimioheterotréfico, anaerobio estrito,
gram-positivo formador de endésporo. Os
produtos de seu metabolismo fermentativo séo

Bacilo gram positivo
formador de

Desulfovibrio sp.

utilizados como substrato por outros grupos enddésporo.
microbianos.
Vibrido, anaerdbio obrigatorio, utiliza as formas L
Bactéria

oxidadas do enxofre, tais como sulfatos (SO4 2’)
ou enxofre elementar (SO) como aceptor final de
elétron. O produto desta reacgéo é o sulfeto de
hidrogénio.

dissimilatoria
redutora do sulfato
ou enxofre.

Fonte: Holt (1999).
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3.7. Bacillus subtilis

O Bacillus subtilis € uma bactéria gram-positiva, aerébia ou anaerdbia
facultativa e formadora de enddsporo. Sendo assim, ela se torna metabolicamente
ativa quando ha disponibilidade de substratos adequados ao seu desenvolvimento e
produz esporos em condi¢cdes adversas, mas pode também se reproduzir por fissao
binaria. Quando produz o esporo, o bacilo também libera antibiéticos no ambiente,
para reduzir a competicdo por recursos com outras bactérias gram-positivas.

Este género é conhecido pela capacidade de degradar diversos substratos,
incluindo celulose, amido, pectina, proteinas, hidrocarbonetos, dentre outros.
Portanto, tais bactérias desempenham um papel muito importante nos ciclos
biolégicos de carbono e nitrogénio.

O B. subtilis € comumente encontrado no solo e na agua. E sua atividade
ideal ocorre a uma temperatura de 37°C e com um pH= 8 (TODAR, 2011).

Muitas cepas de B. subtilis produzem um biossurfactante denominado
surfactina (Figura 6), cuja molécula consiste em um lipopeptideo ciclico associado a
acidos graxos hidroxilados e a um heptapeptideo (COOPER e GOLDENBERG,
1987). A atividade bioldgica da surfactina depende da composicdo de aminoacidos,

da sequencia do peptideo e da natureza de sua parte lipidica (KOWALL et al, 1998).
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Figura 6: Molécula da surfactina (BARROS et al., 2007).
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A surfactina é bastante estavel quando submetida a diversas condi¢bes de
pH. A acidificacdo da solucdo para pH=2 eleva a tensao superficial para 62 mN/m e
a neutralizacdo (pH=6) diminui a tensédo para 27 mN/m, demonstrando que as
propriedades surfactantes da surfactina sdo altamente dependentes do pH. Isto se
deve ao fato de que em meio acido a surfactina precipita, mas sua estrutura néo se
altera. Esta caracteristica constitui em uma vantagem adicional, pois mesmo
submetida a condi¢cdes extremas de pH, hd manutencdo da estrutura quimica
original (COSTA, 2005).

Surfactantes possuem a capacidade de alterar as propriedades superficiais
(Figura 7) de um fluido (PORTER, 1991). Os microrganismos produzem
biossurfactantes, cuja biodegradabilidade e baixa toxicidade constituem vantagens
sobre a maioria dos surfactantes sintéticos (provenientes do petrdleo).
Consequentemente tornam-se mais apropriados para aplicacdo in situ, além de

serem mais bem aceitos pelos consumidores, por conta da preocupacdo ambiental.

Figura 7: Moléculas de surfactante atuando no processo de emulsificacdo do 6leo. A porcao

hidrofilica interage com a agua enquanto a por¢éo hidrofébica do surfactante se liga ao poluente.

Bactérias tém sido isoladas de sedimentos, do solo, da 4gua marinha e de
areas contaminadas por 6leos. Os biossurfactantes sdo produzidos em larga escala
nestes ambientes, comprovados por evidéncias, tais como: presenca de espuma e

emulsdes estaveis em areas de derramamentos de 6leos em oceanos, efeito positivo
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no aumento da recuperacdo terciaria (BODOUR et al., 2003), bem como a

biorremediacao de solos altamente contaminados por metais pesados.

3.8. Algas

As algas garantem a funcionalidade de diversos ecossistemas, pois suas
espécies possuem diferentes niveis de tolerancia aos fatores ambientais, resistindo
a algumas alteracdes em seu habitat, inclusive alteracdes provenientes de acodes
antropicas. Sdo organismos de ampla distribuicdo e podem ser encontrados em
praticamente todos os corpos d’agua.

As algas pertencem a trés diferentes reinos: monera, protista e plantae.

O reino monera engloba as cianobactérias, algas unicelulares, procariontes e
autotrofas. Devido a baixa exigéncia nutricional e a capacidade de realizar
fotossintese com o aproveitamento do nitrogénio atmosférico, atuam como pioneiras
no processo sucessional.

As algas do reino protista sdo em sua maioria unicelulares, eucariontes e
autotrofas ou heterétrofas. Apresentam clorofilas, carotenos e xantofilas no interior
de plastos, os quais permitem a fotossintese. Os filos deste reino e suas

caracteristicas sao representados na Tabela 4 (VIDOTTI et al., 2004).

Tabela 4: Filos do reino protista e suas respectivas caracteristicas.

Euglenophytas Pyrrophytas Chrysophytas
Vivem em &gua doce Predominantemente marinhos | Marinhos ou de agua doce
Unicelulares Maioria unicelular Unicelulares ou coloniais
Hetero6trofos ou autdtrofos Autotrofos Autotrofos

Células possuem clorofilas a, | Células possuem clorofilas a | Células possuem clorofilas a

b e carotenos e ¢, caroteno e peridinina e ¢, caroteno e xantofilas
Armazenam o6leos e Armazenam amidos e Armazenam crisolaminarina
polissacarideos como reserva 6leos como reserva e 6leo como reserva

_ ) Gameta masculino da
Um ou dois flagelos Dois flagelos
Ordem Centrales tem flagelo

Fonte: Vidotti, et al., 2004.

No reino plantae sdo encontrados organismos pluricelulares, eucariontes

e autotrofos, cujas principais caracteristicas estao expressas na Tabela 5.
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Tabela 5: Filos do reino plantae e suas respectivas caracteristicas.

Chlorophytas Rhodophytas Phaeophytas
) ) ] Predominantemente marinhos
Vivem em agua doce, Marinhos (mais comuns em ) )
o ) . (mais comuns em aguas
salgada, solos umidos e aguas quentes). Ficam ) ) .
. _ frias). Ficam fixados no
troncos (formam liquens) fixados no substrato

substrato ou flutuando

Unicelulares, coloniais, .
Quase exclusivamente ) ,
filamentosos, ou ) Exclusivamente plurielulares

_ pluricelulares
parenquimatosos

Autétrofos Autotrofos Autotrofos

Células possuem clorofilas a | Células possuem ficoeritrina, | Células possuem fucoxantina,

e b, clorofilas e carotenos clorofilas a e d e carotendides | clorofilas a e ¢ e carotendides

) ) Possuem reservas de 6leos e
Possuem reservas de amido | Possuem reservas de amido o _ i
laminarina (polissacarideo)

Podem apresentar flagelos na o Presenca de flagelos nos
. . Auséncia de flagelos
fase reprodutiva ou vegetativa gametas ou em esporos

Fonte: Vidotti, et al., 2004.

As algas podem ser utilizadas como organismos bioindicadores da qualidade
da agua, pois sao facilmente amostradas, possuem distribuicdo cosmopolita,
acumulam poluentes facilmente e podem ser reproduzidas em laboratério.

A utilizacdo de algas como organismos testes tem por base seu ciclo de vida
curto, facilitando pesquisas que necessitam de varias geracdes, além das altas taxas
de crescimento e da facilidade em manter as culturas. Os ensaios com algas sao
fontes de informacfOes importantes acerca da disponibilidade de nutrientes, ou
substancias potencialmente toxicas e seus efeitos nos ecossistemas (TRAINOR,
1983).

Um critério de poluicdo foi sugerido, com base nos géneros de algas
presentes nos sistemas aquaticos: quanto menos diversificada a populacdo, maior a
contaminagao do sistema (TRAINOR, 1983).
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4. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram realizados nos laboratérios do Departamento

de Bioquimica e Microbiologia da Unesp- Campus de Rio Claro.

4.1. Colunas de Winogradsky
4.1.1. Coleta da amostra

A primeira etapa consistiu na coleta de agua e de solo do Ribeirdo Claro na
ETA 1 no DAAE de Rio Claro, situada a 238489.31 m E e 7519653.42 m S, em
coordenadas UTM (Figura 8). A agua neste trecho do ribeirdo tinha boa qualidade,
verificada pela alta diversidade de organismos, comparando-se a outros ambientes
impactados por atividades antrépicas (BARBOSA E CALLISTO, 2000).

Image @ 2011 GeoEye

Figura 8: Localizagdo da ETA 1, onde foram coletadas as amostras de agua e solo.
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4.1.2. Coleta dos poluentes

O dleo lubrificante usado foi coletado em locais de troca (local especializado),
ndo apresentando marca ou tipo de 6leo, pois era uma mistura de 6leos lubrificantes
usados. E o biodiesel (éster metilico) novo (B100) foi obtido na Caramuru Alimentos
S. A. (GO), empresa produtora de biodiesel.

4.1.3 Preparacdo do in6culo

Na primeira etapa do processo, o Bacillus subtilis ATCC 6633 foi mantido sob
refrigeracdo (4°C) em meio de caldo nutriente de agar de acordo com o manual da
Difco, 1984. O bacilo entdo foi reativado em meio caldo nutriente (3,0 g.L™ de extrato
de carne, 5,0 g.L™ de peptona e 8,0 g.L™* de NaCl). O bacilo cresceu em incubadora
Shaker da Solab sob agitacdo a 180 rpm por 24 horas e o inéculo liquido obtido (10°
a 10° coldnias por mL) foi guardado em refrigeracéo para uso posterior.

Para se ter certeza da concentracdo de bacilos presentes no caldo nutriente,
utilizou-se a escala de Mc Farland (Figura 9), que consiste em um padrédo de
turvacdo usado para determinar a intensidade da multiplicagcdo em meios de cultivo
liquidos. Quanto maior o numero de bactérias, maior sera a opacidade do meio de
cultura. A comparacgéo da escala de McFarland ao tubo de cultura bacteriana é feita
a olho nu (LENNETTE et al., 1985).

Figura 9: Escala de McFarland numerada, contendo diferentes concentra¢des de sulfato de

bario, correspondente a diferentes contagens bacterianas.
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4.1.4. Montagem das colunas de Winogradsky

As colunas de Winogradsky foram preparadas com agua e o solo do Ribeirdo
Claro em provetas de vidro de 500 mL incluindo nutrientes (Na,CO3 anidro P.A. da
marca Vetec, 0,2 g, P.M.= 105,99; Na,SO, P.A. da marca Dinédmica, 4,5 g, P.M.=
142,04; KH,PO,4 P.A. da marca Reagen, 0,5 g, P.M.= 152,14; (NH4).SO, P.A. da
marca Dinamica, 0,2 g, P.M.= 136,09, mais 0,5 g de papel A4 cortado em pequenos
guadradinhos para servir como fonte de celulose). A concentracdo de sais na agua
foi de 10,8 g/L, simulando um ambiente de agua salobra. Para a pesagem dos
nutrientes foi utilizada uma balanca semi-analitica da marca Marte, modelo AS5500.
Os nutrientes foram adicionados de acordo com (SOUSA, 2011) e as colunas foram
preparadas conforme abaixo:

I.  Coluna controle contendo somente 100 g de solo e 500 mL de agua do
Ribeirdo Claro;

II.  Coluna contendo 100 g de solo, 495 mL de agua e 5 mL do surfactante
Tween 80;

lll.  Coluna contaminada contendo o 100 g de solo, 490 mL de agua, 5 mL
de biodiesel e 5 mL do surfactante Tween 80;

IV.  Coluna contaminada contendo 100 g de solo, 490 mL de agua, 5 mL
do d6leo lubrificante usado e 5 mL do surfactante Tween 80;

V. Coluna contaminada contendo o 100 g de solo, 485 mL de agua, 5 mL
de biodiesel e 5 mL do surfactante Tween 80, mais 5 mL do in6culo
liquido do Bacillus subtilis;

VI.  Coluna contaminada contendo o 100 g de solo, 485 mL de agua, 5 mL
do dleo lubrificante usado e 5 mL do surfactante Tween 80, mais 5 mL
do in6culo liquido do Bacillus subtilis.

O in6culo do B. subtilis foi acrescentado nas duas ultimas colunas para
possibilitar a analise e comparacdo da biorremediacdo, tanto do 6leo lubrificante
usado, quando do biodiesel, na presenca e na auséncia do bacilo.

O surfactante quimico Tween 80 (Polisorbato 80), cuja funcdo € a de
aumentar a disponibilidade de hidrocarbonetos aos microrganismos, foi
acrescentado em todas as colunas, menos na coluna controle, para aumentar o nivel

de biodegradacao dos contaminantes nos diferentes microecossistemas.
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As colunas foram colocadas proximas a janela para receber a luminosidade
natural e a temperatura ambiente. Essas condi¢cbes foram utilizadas para que o
experimento simulasse o ambiente natural.

Nas colunas de Winogradsky foram realizadas analises ecotoxicolGgicas
através da identificacdo de algas (PARRA & BICUDO, 1995) e outros organismos
em cada parte da coluna: topo, meio e fundo. Também foram feitas avaliacdes no pH
dos microecossistemas. Tais analises serdo mais bem detalhadas posteriormente.

4.1.5. Réplicas das colunas ll e IV

Para garantir que o desenvolvimento das colunas Il e IV tivesse um
acompanhamento mais rigido, por conta do aparecimento de bactérias sulfato-
redutoras em grandes quantidades, foram feitas réplicas. Explicacdes sobre essas
bactérias redutoras de sulfato serdo mais bem detalhadas posteriormente. A escolha
de tais colunas foi determinada pelo fato da coluna Il ser desprovida de
contaminantes, ao contrario da coluna 1V, que continha o dleo lubrificante usado na
superficie.

As réplicas foram feitas com a finalidade de observar as mudancas na biota
de cada uma e verificar se as respostas as condi¢cdes ambientais e ao contaminante
condiziam com as transformagdes notadas nas colunas Il e IV originais.

Para a construcao das novas colunas de Winogradsky foram usados a agua e
0 solo do Ribeirdao Claro em provetas de vidro de 500 mL, incluindo os mesmos
nutrientes e nas mesmas quantidades descritos anteriormente. As colunas foram

preparadas conforme abaixo:

RII. Reéplica contendo 100 g de solo, 495 mL de agua e 5 mL do surfactante

Tween 80;

RIV. Réplica contaminada contendo 100 g de solo, 490 mL de agua, 5 mL
do 6leo lubrificante usado e 5 mL do surfactante Tween 80.

by

Estas colunas também foram colocadas préximas a janela para receber a
luminosidade natural, em temperatura ambiente. Posteriormente, todos os testes

feitos com as colunas originais foram repetidos para as réplicas.
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4.2. Experimento 1. Teste de toxicidade aguda, utilizando sementes de
Lactuca sativa (alface)

Este teste constitui um recurso pratico, de baixo custo e de sensibilidade
razoavel na indicacdo qualitativa da presenca de substancias toxicas ou inibidores
biolégicos (INAZAKI, 2001).

Foram utilizadas para os testes de toxicidade aguda, 9 placas de petri de 100
x 20 mm. Cada placa continha um papel filtro da marca Qualy e 50 sementes de
Lactuca sativa dispostas de maneira homogénea e com o maximo de espacamento

entre elas, para evitar a competigéo por nutrientes e agua (Figura 10).

Figura 10: Sementes de Lactuca sativa.

Em cada placa foi acrescentada a agua da coluna correspondente, com
auxilio de uma pipeta graduada. O controle foi feito acrescentando-se 1,5 mL de
agua mineral. Nas outras placas foram colocados 1,5 mL de agua das colunas |, Il,
I, 1V, V, VI, Réplica Il e Réplica IV (Figura 11).

As placas foram deixadas em temperatura ambiente, proximas a janela para
receber luminosidade solar. As placas de petri foram tampadas com o propdsito de

evitar a perda de agua para o ambiente externo.
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Figura 11: Teste de ecotoxicidade utilizando sementes de Lactuca sativa.

Apo6s 24 horas, 1 mL de agua mineral foi novamente acrescentado na placa
controle e 1 mL da 4gua de cada coluna foi injetado em sua respectiva placa.

Todas as placas foram novamente tampadas e deixadas em temperatura
ambiente, com acesso a luz solar por mais 48 horas. Ap0s esse periodo, as
sementes germinadas (Figura 12) de cada placa foram contadas, para a
determinacdo do grau de toxicidade das aguas. N&o foi levado em consideracao o
comprimento das radiculas, apenas a ocorréncia ou ndo de germinacdo das

sementes.

Figura 12: Contagem de sementes germinadas para a avaliacao toxicologica.
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4.3. Experimento 2: Teste de toxicidade aguda, utilizando sementes de
Lactuca sativa (alface) e de Cucumis sativus (pepino)

Os microecossistemas das colunas de Winogradsky representam ambientes
de 4gua salobra. Consequentemente, a salinidade poderia afetar a germinacéo das
sementes e desta forma ndo haveria como saber se os resultados da avaliacao
toxicologica do teste anterior foram provenientes do efeito do contaminante na taxa
de germinacdo ou se a maior influéncia foi da concentracdo de sais presentes nas
aguas.

Se a concentracdo de sais da agua é muito alta ocorre uma diferenca de
pressao osmoética dentro e fora do tegumento da semente, fazendo com que a agua
passe do meio hipoténico para o meio hipertbnico, ou seja, a agua migraria de
dentro da semente para fora dela e isto impossibilitaria sua germinagéao.

Portanto, foi realizado um segundo teste de toxicidade aguda, visando
determinar a influéncia de diferentes concentracdes de nutrientes na &agua,
desprovida de poluentes, sobre a germinacéo de sementes de Lactuca sativa e de

Cucumis sativus.

4.3.1. Preparacdo das concentragdes salinas

A concentracao original (Co) de nutrientes, presente em todas as colunas de
Winogradsky, era de 10,8 g/L. Determinou-se que para este teste de toxicidade
aguda, o resultado seria mais expressivo com o uso de diversas diluicdes da agua
salobra. Portanto, foram utilizadas 5 concentracdes distintas, descritas abaixo:

e Co: Concentracao original, correspondente a 10,8 g/L;

e Co/2: Metade da concentracéo original, correspondente a 5,4 g/L;

e Ca: Concentragcao de nutrientes comumente encontrada em ambientes
de agua doce, correspondente a 3,9 g/L;

e Co/3: Um terco da concentracédo original, correspondente a 3,6 g/L;

e Co/4: Um guarto da concentragao original, correspondente a 2,7 g/L.

Para fazer a solucao original de agua salobra foram necessarios os seguintes
nutrientes: Na,CO3 anidro P.A. da marca Vetec, 0,1 g, P.M.= 105,99; (NH,)>SO,4 P.A.
da marca Dinamica, 0,1 g; Na,SO4 P.A. da marca Dinamica, 2,25 g, P.M.= 142,04 e
KH,PO4P.A. da marca Reagen, 0,25 g, P.M.= 152,14.
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Todos os nutrientes foram pesados na balanca semi-analitica da marca
Marte, modelo AS5500, antes de serem acrescidos aos 250 mL de agua proveniente
do Ribeirdo Claro, ETA 1. Os nutrientes foram diluidos na 4gua, em uma proveta de
250 mL, com o auxilio de um bastéo de vidro.

Cinco baldes volumétricos de 50 mL foram utilizados para as diferentes
concentragdes. Os volumes de agua doce do Ribeirdo Claro necessarios para diluir

as quantidades de solucéo salobra estdo determinados na Tabela 6:

Tabela 6: Volumes de solucdo salobra e de agua doce necessarios para obter as

concentracdes de nutrientes

Concentracéo Volume de solugdo (mL) | Volume de agua doce (mL)
Co 10,00 0,00
Co/2 10,00 10,00
Ca 3,57 10,00
Co/3 10,00 20,00
Col/4 10,00 30,00

4.3.2. Montagem das placas de petri

Foram utilizadas para este experimento, 12 placas de petri de 100 x 20 mm,
contendo o papel filtro da marca Qualy. Destas placas, foram preparadas 6, cada
uma com 50 sementes de L. sativa e outras 6, cada uma contendo 50 sementes de
C. sativus. Para a placas controle, foi adotado o mesmo procedimento do

Experimento 1, mas utilizando-se a agua filtrada.
4.3.3. Utilizag&o das solugdes salinas no tratamento de sementes
Cada uma das 5 placas contendo 50 sementes de L. sativa recebeu 1,5 mL

de uma solucdo salina com concentracdo distinta. As placas foram marcadas de

acordo com a concentragdo salina presente no seu interior (Figura 13).
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Figura 13: Placas contendo sementes de L. sativa, agua e nutrientes em diferentes

concentracdes.

O mesmo procedimento foi realizado para as 5 placas contendo sementes de

C. sativus (Figura 14).

Figura 14: Placas com sementes de C. sativus, agua e nutrientes em diferentes

concentracdes.

s

No procedimento de introducédo das solucdes nas placas, € importante a
utilizacdo de uma pipeta para cada diluicdo, pois qualquer residuo de agua com sais
pode alterar a concentracéo da solucao.

As placas prontas foram cobertas com uma tampa de vidro e deixadas
préximas a janela em contato com a luz solar, por 24 horas. Apos este periodo, 1 mL
de cada solucéo foi injetado em sua placa correspondente.

As placas foram novamente tampadas e deixadas a temperatura ambiente
préximas a luminosidade natural por mais 48 horas. Em seguida, as sementes
germinadas foram contabilizadas.

Tanto para o Experimento 1, quanto para o Experimento 2, foi utilizada uma
formula para verificar a “eficiéncia” do contaminante ou das concentra¢fes de sais,
ao inibir a germinacdo de sementes. A férmula de Abbott fornece a porcentagem
desta eficiéncia de inibicdo da germinacdo (NAKANO et al.,, 1981). A férmula
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adaptada, descrita abaixo, calcula a porcentagem de inibicdo (%l), a partir do
numero de sementes germinadas no controle (C) e do numero de sementes
germinadas no tratamento (T). A Tabela 7 mostra as avalia¢des toxicoldgicas feitas a
partir do resultado das porcentages de inibicdo obtidas por meio dos bioensaios.

C-T
%I=TX100

Tabela 7: Classificacdo da agua, de acordo com o valor obtido na porcentagem de inibicéo

%l Classificacéo
> 40% Téxica
10% < x < 40% Baixa toxicidade

< 10% Nao toxica

Fonte: Barbosa (2000).

4.4. Andlise do pH nas Colunas de Winogradsky

ApoOs a data de montagem das colunas de Winogradsky e das réplicas | e IV,
o pH de todas as colunas foi medido mensalmente, no topo, meio e fundo de cada
corpo d’agua, utilizando tiras de papel de pH, da marca Macherey- Nagel.

Para que o as tiras de pH néo entrassem em contato com o contaminante na
superficie das colunas, foram usadas pipetas de 1 mL para retirar amostras de agua.
Desta forma, as colunas contaminadas foram inclinadas a 45° para que o Oleo
lubrificante ou o biodiesel formasse uma pelicula mais fina. Em seguida a pipeta foi
introduzida sem provocar perda significativa de contaminante.

Foram realizadas 3 medi¢cdes de pH: a primeira, no dia da montagem das

colunas, a segunda apds 1 més e a terceira apds 2 meses.

4.5. Identificacdo de algas

Passado 1 més da data de montagem das colunas, quando a populacao
fitoplanctbnica estava estabilizada, foram realizadas coletas da agua proveniente

dos 3 estratos no microecossistema: topo, meio e fundo. Estes estratos

correspondem as zonas aerdbia, microaerofilica e andxica, respectivamente.

38



Primeiramente, foram coletados 5 mL da agua de cada zona, de todas as
colunas: I, II, 1, IV, V, VI, RIl e RIV. As amostras foram retiradas rente a parede
interna das provetas, com o auxilio de uma pipeta volumétrica de 5 mL.

As amostras foram identificadas, condicionadas em tubos de ensaio com
agua e alcool e mantidas sob refrigeracdo, para uso posterior.

E importante que a pipeta usada para cada coluna seja diferente, para nio
ocorrer a contaminagéo de outras amostras.

Foram montadas 3 laminas para cada zona, com a finalidade de amostrar
significativamente a comunidade fitoplanctonica das colunas. Cada tubo de ensaio
foi agitado para homogeneizar seu conteudo e com uma pipeta de ponta fina foi
colocada uma gota da amostra sobre a lamina.

Para a identificacdo das algas foi utilizado o microscopio 6ptico da marca
Nikon. As algas foram identificadas por meio de chaves taxonémicas (BICUDO &
MENEZES, 2006) e de comparacédo do material com pranchas de géneros. Buscou-

se identificar todos os géneros encontrados em cada lamina.

4.5.1. Utilizagdo de algas como bioindicadores

Apés a identificacdo dos géneros de algas presentes em todas as colunas de
Winogradsky, inclusive nas réplicas, foi realizada uma pesquisa com a finalidade de
descobrir se os géneros encontrados englobavam algas tipicas de ambientes
aquaticos poluidos, ou limpidos.

Dependendo de quais géneros fossem encontrados, poder-se-ia inferir se o
tratamento dos contaminantes com o surfactante Tween 80 e/ou com o inéculo do
Bacillus subtilis foi eficaz no processo de biodegradacao do 6éleo lubrificante usado e
do biodiesel. Desta forma, as algas foram utilizadas como bioindicadores da

gualidade das aguas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Desenvolvimento de algas e BRS nas colunas de Winogradsky

Um més apdés a montagem das colunas (Figura 15), observou-se uma
coloracdo escura na agua das colunas II, IV e VI, devido ao desenvolvimento

acelerado de bactérias redutoras de sulfato.

Figura 15: Colunas de Winogradsky, 1 més apos a montagem.

Na coluna I, houve o aparecimento de pequenas algas no lodo e formou-se
uma camada esbranquicada de 0,5 mm de espessura constituida por particulas finas
de material decantado sobre o solo. Ainda ndo havia uma quantidade consideravel
de algas para fazer a andlise das mesmas.

Nas colunas Il, IV e VI a agua apresentou coloracdo marrom mais clara
conforme se aproximava da superficie e mais escura a medida que a profundidade
aumentava, visto que as bactérias sulfato redutoras se desenvolveram rapidamente,
da zona andxica para a zona aerobia.

Nas colunas Ill e V a &gua estava turva por causa das particulas em
suspensao provenientes do lodo. Entretanto, no fundo de ambas as colunas havia
uma coloracdo mais acinzentada, originada pelo desenvolvimento de BRS (bactérias
redutoras de sulfato).

Durante o metabolismo das BRS, o sulfato € reduzido a sulfeto de hidrogénio
(H2S), que juntamente com o ferro ferroso (Fe?") presente no lodo promove a
formacdo de um precipitado preto, o sulfeto ferroso (FeS). O escurecimento da agua
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pela formacéo de FeS é um indicativo da atividade metabodlica de BRS (BARBOSA,
20009).

Em todas as colunas houve o aparecimento de pequenas bolhas de ar no
solo, o que indica a acao bacteriana, potencializada pela adi¢do de nutrientes.

Dois meses ap6és a montagem das colunas (Figura 16), observou-se o

escurecimento na coloracdo da agua de todas as colunas, exceto da coluna controle.

Figura 16: Colunas de Winogradsky, 2 meses ap6s a montagem.

Na coluna | (controle), as algas se desenvolveram sobre a superficie do lodo
e nas paredes da proveta, de modo que as coletas de amostras puderam ser
realizadas neste periodo para identificacdo e analise de géneros das algas.

Em todas as outras colunas ocorreu dominédncia das BRS, as quais
cresceram primeiramente no estrato mais anaerébio do corpo d'agua e
posteriormente se proliferaram no sentido da zona aerdbia. A principal fonte de
sulfato utilizada por estas bactérias foi encontrada no (NH,4),SO, (sulfato de amdnio)
e no Na,SO, (sulfato de sédio), nutrientes acrescentados ao inicio do experimento.
As bactérias sulfato-redutoras sdo fundamentais nos processos relacionados aos
ciclos do enxofre e do carbono.

O fato das BRS néo terem se desenvolvido na coluna controle é justificado
pela auséncia do Tween 80 em sua composi¢cao. Pois o surfactante estava presente
em todas as outras colunas. Consequentemente, o Tween 80 (Figura 17) foi utilizado

como fonte de carbono para as bactérias sulfato-redutoras.
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O sinergismo entre os ciclos do enxofre e do carbono disponibiliza recursos

essenciais para o metabolismo celular das BRS.

HO(CH, CH O}y OCH, CH,),0H

{
Z_ﬁtlzmocﬂzcmvm

O
CHy (O CH, CH. ), O OCCH (CH )5 CH: CH=CHCH, (CH.)g CH4

wW+x+y+z=20

Figura 17: Férmula molecular do Polissorbato 80 (Tween 80).

Os mecanismos de reducdo bacteriana de sulfato estdo relacionados
diretamente com a oxidacdo de matéria organica. Na zona anodxica, a mineralizacao
de carbono orgéanico envolve uma seérie complexa de degradacdo e requer a
interacéo de diferentes grupos de microrganismos (BARBOSA, 2009).

O sucesso das espécies de BRS esta relacionado com a origem e a
concentracdo de substrato organico e de ions sulfato presentes no meio. Foi por
esta razdo, que as BRS cresceram mais rapidamente nas colunas com o Oleo
lubrificante usado do que nas colunas contendo biodiesel, afinal o 6leo lubrificante
usado possui produtos de degradacdo do Oleo béasico e particulas de carbono
originadas no craqueamento de combustiveis, componentes que também serviram
como fonte matéria organica e de carbono para as BRS.

No microscopio puderam-se identificar bactérias sulfato-redutoras do género
Desulfovibrio. Este género costuma se desenvolver entre 25°C e 44°C, em uma faixa
bem ampla de pH, que varia de 5,5 a 9. Suportam altas concentracdes salinas,
exigem para seu crescimento condi¢cdes redutoras bastante severas e ndo formam
esporos.

Passados 3 meses da montagem das colunas (Figura 18a), o interior das
paredes nas provetas comecou a apresentar uma coloracdo purpura. As bactérias
sulfurosas purpuras (Figura 18b) puderam ser observadas no microscoépio. Elas sao
facilmente detectaveis por possuirem células relativamente grandes, com granulos
de enxofre em seu interior.

A difusdo do H,S pela agua da coluna permitiu o crescimento dessas
bactérias purpuras, as quais produzem seus materiais celulares a partir do CO,,
Estas bactérias ndo produzem O, durante o processo de fotossintese, pois utilizam o
H,S como redutor e ndo a agua, na producéo de S.
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Figura 18: (a) Colunas de Winogradsky, 3 meses ap6s a montagem. Todas as colunas,
exceto o controle, apresentaram bactérias puUrpuras na parede interna. (b) Bactérias

purpuras com granulos de enxofre em seu interior, vistas no microscépio.

A coluna | (controle) apresentou uma grande quantidade de algas, visiveis em
todos os estratos do corpo d’agua. A comunidade de algas se estabilizou na coluna,
possibilitando novas andlises de géneros ali presentes. A agua das outras colunas

também foi analisada no microscopio.

5.1.1. Réplicas das colunas Il eV

Nas zonas andxicas das réplicas Il e IV, 1 més apds a montagem das colunas
(Figura 19a), também foi observado o crescimento das BRS, em consequéncia da
presenca do Tween 80 e da matéria organica presente no lodo (fontes de carbono),
além do sulfato de aménio e do sulfato de sddio, os quais forneceram o substrato
necessario para a sintese de energia celular via producao de sulfeto.

Na Figura 19b (2 meses ap0s a montagem das colunas) vé-se claramente o
processo de desenvolvimento das BRS no sentido da zona aerobia. Apesar das BRS
serem anaerobias, elas podem apresentar tolerancia ao oxigénio.

Passados 3 meses da construcao das réplicas, as BRS ja haviam atingido
todas as zonas de ambas as colunas (Figura 19c). E as bactérias sulfurosas verdes
e purpuras estavam comecando a se desenvolver nas paredes das colunas. Nao foi
possivel visualizar as bactérias verdes no microscépio, pois elas possuem células
menores do que as bactérias purpuras e depositam o enxofre do lado externo da
célula. O sulfato produzido pelas bactérias verdes e purpuras é reaproveitado pelas
bactérias do género Desulfovibrio (também presentes nas réplicas Il e IV). E desta

forma ocorre o ciclo do enxofre.
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Figura 19: Réplicas das colunas Il e IV (a) 1 més apds a montagem, com dominancia das
BRS na zona anodxica das colunas. (b) 2 meses apés a montagem, com BRS nas zonas andxica e
microaerofilica. (c) 3 meses apds a montagem com inicio do desenvolvimento de bactérias purpuras e

verdes.

5.2. Resultados das analises de pH

As trés medicdes de pH realizadas para cada zona de todas as colunas
(inclusive das réplicas) foram feitas em trés periodos: a primeira no dia da montagem
das colunas (T0), a segunda, 1 més apo6s a montagem (T1) e a terceira, 2 meses
ap6s a montagem (T2).

A Figura 20 representa os valores de pH determinados para o fundo de todas
as colunas, nos tempos TO, Tl e T2.

pH no fundo das colunas
12

10

oTo
BTl
mT2

Valores de pH
(o]
i

| Il 1" v \Y VI RII RIV
Colunas

Figura 20: Valores de pH da zona mais profunda em todas as colunas, no dia da

montagem das colunas (T0), 1 més apds a montagem (T1) e 2 meses apOs a montagem (T2).

44



Somente o pH da coluna | manteve-se constante e neutro no fundo, no
decorrer de 2 meses. Este resultado condiz com o fato dela ter sido a Unica, cuja
biota ndo teve dominancia de BRS, visto que essas bactérias liberam o sulfeto de
hidrogénio (H,S), que por sua vez se dissocia em bissulfeto (HS), uma base
conjugada do H,S.

Nas colunas Il e lll, o pH variou mais do T1 para o T2, sendo que inicialmente
0 pH de ambas era neutro. Nas colunas VI, RIl e RIV, o pH foi aumentando
gradativamente a cada més. Porém, com excecao do controle, todas as colunas
apresentaram pH basico (pH= 8) no T2.

As BRS foram encontradas mais frequentemente no fundo das colunas do
gue em qualquer outro estrato, pois necessitam da matéria organica presente em
maiores quantidades no lodo, como fonte de carbono. Além disso, o fundo da coluna
constitui normalmente a zona anaerdbia, que favorece o0 crescimento destas
bactérias e conseqiientemente, a presenca de bissulfeto na agua, o que colabora
para que o meio fique ainda mais basico.

Ja na zona central da coluna, o quadro de pHs tém um aspecto um pouco
distinto do fundo (Figura 21). Em algumas colunas, as BRS ainda n&o colonizaram
integralmente o estrato e, portanto, a reducdo do sulfato e posterior reacdo de
dissociacao do sulfeto de hidrogénio para bissulfeto, ndo ocorreram.

pH na zona central das colunas
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Figura 21: Valores de pH da zona central de todas as colunas, no dia da montagem

das colunas (T0), 1 més apds a montagem (T1) e 2 meses apOs a montagem (T2).

A coluna | permaneceu com o pH neutro em todos os periodos medidos. As
colunas Il, VI, V e VI acompanharam praticamente o mesmo crescimento dos valores

de pH encontrados para o fundo, o que significa maior presenca de BRS na zona
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central dessas colunas. Ja as colunas lll, RIl e RIV, apresentaram valores de pH
mais baixos do que os do fundo, o que significa uma menor presenca do anion [HS]
neste estrato.

A Figura 22 contém os valores de pH no topo das colunas.

pH na superficie das colunas
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Figura 22: Valores de pH da zona central de todas as colunas, no dia da montagem

das colunas (T0), 1 més apds a montagem (T1) e 2 meses apds a montagem (T2).

Se o pH aumenta ou permanece basico na superficie, significa que pode
ocorrer no topo da coluna, a dissociacdo do H,S para HS. Também poderia ser um
indicio de que uma situacdo de anaerobiose se formou na superficie por conta do
6leo, que nio deixaria a agua com mais oxigénio dissolvido. E o caso da coluna IV,
gue neste caso simula um derramamento de 6leo. Isto traria sérias consequéncias
para a biota aquatica dependente de O,, numa situacgao real.

Obtiveram-se resultados interessantes nas colunas V e VI (ambas
contaminadas com biodiesel e éleo lubrificante usado, respectivamente). Se o 6leo
provoca a situacdo de anaerobiose, ele favorece o desenvolvimento de BRS, que
produzem H,S, que por sua vez pode dissociar-se em HS  ou até mesmo em sulfeto
(S%), em condicdes extremamente alcalinas, deixando o meio ainda mais basico.
Porém, se os valores de pH das colunas V e VI diminuiram, do periodo T1 para o T2,
isto poderia ser um indicio de que ocorreu um rompimento na barreira de 6leo na
superficie. E coincidentemente, isto aconteceu nas colunas que receberam o inéculo
do Bacillus subtilis.

Nas colunas V e VI, os contaminantes de ambas apresentaram 1 mm de
espessura, sendo que no inicio do experimento o 6leo lubrificante usado tinha 4 mm
e o biodiesel, 3 mm. Portanto, o resultado pode ser um indicio de que o B. subtilis

produziu a surfactina, que degradou parcialmente os poluentes, quando o pH da
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regido superficial das colunas apresentava-se neutro. Como ja foi dito, a surfactina
tem a vantagem de nédo sofrer alteragbes moleculares diante da mudanca no pH.
Porém, sua atividade 6tima ocorre quando o pH esta neutro.

Nas colunas Il e IV ndo ocorreu a diminui¢éo do valor do pH. Ele permaneceu
neutro na superficie da coluna Il e ficou mais basico no topo da coluna IV. Quando
medida a espessura dos contaminantes, ela apresentou 1,5 mm de biodiesel na
coluna Ill e 3 mm de éleo lubrificante na coluna IV. Neste caso, a biodegradacdo do
biodiesel pode ter ocorrido parcialmente, por conta do efeito do surfactante Tween
80. Na coluna IV, o 6éleo lubrificante usado nédo apresentou mudanca significativa na
medida de sua espessura.

5.3. Experimento 1
Neste experimento foram utilizadas 9 placas de petri com sementes de

Lactuca sativa. Dessas 9, ocorreu a germinacdo de sementes em apenas uma, a

placa controle (Figura 23).

Figura 23: Placa controle com sementes de Lactuca sativa.

Germinaram 34 sementes na placa controle. Porém, deve-se considerar que a
taxa de germinacdo dessas sementes era de 98% (consta na embalagem). Portanto,
se a taxa de germinacao fosse 100%, teoricamente teriam germinado 41 sementes.
De qualquer modo, o resultado da férmula de Abbott ndo se altera quando a
germinacao nos outros tratamentos € nula.

A porcentagem de inibic&do foi de 100% em todos os tratamentos (Figura 24),
ou seja, a agua de todas as colunas foi considerada toxica para as sementes de
Lactuca sativa. A partir deste resultado pode-se inferir que os contaminantes nao
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foram os responséaveis pela inibicdo da germinacdo, visto que as sementes das
placas contendo a agua da coluna controle, da coluna Il e da réplica Il (todas
desprovidas de 6leo) também ndo germinaram.

Outro teste de toxicidade foi realizado, mas desta vez, levando-se em

consideracao a concentracéo de nutrientes presentes nas colunas.

Figura 24: Sementes ndo germinadas, em todos o0s outros tratamentos.

5.4. Experimento 2

O segundo teste de toxicidade foi realizado para determinar em que nivel a
concentracdo de nutrientes interfere na germinacdo de sementes, levando-se em
consideracao os resultados do experimento anterior e partindo do principio de que o
ecossistema reproduzido consiste num ambiente de aguas salobras (devido a
presenca de sais dentre os nutrientes acrescentados a agua doce).

As espeécies utilizadas para o teste de toxicidade foram Lactuca sativa e
Cucumis sativus. Acredita-se que nenhuma dessas espécies seriam cultivadas com
agua proveniente de fonte salobra, no entanto, elas foram utilizadas por apresentar
alta sensibilidade as perturbac6es do meio externo, as substancias quimicas e as
concentragdes de sais presentes no substrato.

Apesar de sementes das duas espécies terem germinado na solucdo
contendo a concentracdo original de sais, a maior parte das sementes nao
nasceram, pois se 0 meio € mais hiperténico do que o interior da semente, ela perde
agua para a solucéo salina, deixando de realizar trocas catidbnicas com o meio e de

absorver a 4gua necessaria para se desenvolver.
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A quantidade de C. sativus com radiculas visiveis foi maior do que o numero
de sementes de L. sativa germinadas. Isto ocorreu, pois o endosperma do C. sativus
€ maior e por isso a disponibilidade de material de reserva para o crescimento do
embrido teve uma relacdo direta com o tamanho do albimen. As células do
endosperma possuem todo o aparato para a sintese enzimatica e para a germinagao
da semente em condigdes ambientais propicias.

A Figura 25 permite confirmar a hipétese de que a concentracdo salina foi o
fator responsavel pela inibicdo da germinacdo de sementes no experimento 1.
Quanto mais diluido o conjunto de nutrientes, menor a concentracéo e sais e maior a

guantidade de sementes germinadas.
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Figura 25: Estabelece a relacdo entre a quantidade de sementes germinadas e as

concentracdes de sais na agua.

Para se verificar o nivel de toxicidade de cada concentragdo, foram

calculadas as porcentagens de inibicédo, representadas na Tabela 8, abaixo:

Tabela 8: Porcentagens de inibicao por concentracdo, para ambas as espécies

N [%
Concentracdo - -
L. sativa | C. sativus
Cco 60 52
CcOo/2 28,9 22,9
CA 22,2 4,1
CO/3 2,2 0
CO/4 0 0
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A partir da Figura 26, pode-se inferir que a concentracdo salina original de
10,8 g/L, presente em todas as colunas de Winogradsky, é considerada toxica, tanto
para as sementes de L. sativa, quanto para as sementes de C. sativus.

A metade da concentracdo original (CO/2), correspondente a 5,4 g/L, é
classificada como sendo de baixa toxicidade para as duas espécies. Ja a Ca,
concentracdo de nutrientes encontrada em ambientes de agua doce, de 3,9 g/L
apresentou baixa toxicidade somente para a L. sativa.

As duas solugdes salinas CO/3 e CO/4, correspondentes a 3,6 g/L e a 2,7 g/L,

respectivamente, ndo apresentaram toxicidade para ambas as espécies.
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Figura 26: Caracterizacédo das concentracdes, de acordo com a porcentagem de inibic&o.

Se for considerada a tendéncia das curvas no grafico, dada pelos pontos que
relacionam a porcentagem de inibicdo com as concentracdes, hd uma grande
chance da taxa de germinagdo, para a concentracdo salina de 3,9 g/L, ter
apresentado erro pratico, visto que nao ha légica no fato da 4gua doce apresentar
toxicidade as sementes de L. sativa, mesmo em nivel baixo. Neste caso, a taxa de
germinacdo descrita na embalagem da semente, como sendo 98%, pode ter tido
influéncia no teste de toxicidade.

Para pesquisas posteriores, recomenda-se construir réplicas para todos os
experimentos, como os que foram realizados no atual trabalho, com o propdésito de

minimizar os erros praticos.
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5.5. Géneros de algas

Foram identificados diversos géneros de algas nas 3 zonas de todas as
colunas. Uma grande quantidade de cianobactérias e de microalgas verdes estava
presente, sobretudo na coluna controle. Os géneros de algas estdo representados

na Tabela 9.

Tabela 9: Géneros de algas presentes em cada coluna, no topo (T), meio (M) e fundo (F)

Coluna
Género | 1] 1" v Vv VI

Aphanocapsa spp. X | X

Anabaena spp. X

Anacystis spp. X

Ankistrodesmus spp. X

Aphanizomenon spp. X

Aphanochaete spp. XXX

Aphanothece spp. X

Arthrospira spp. X X

Botryococcus spp. X| X

Calothrix spp. X| X

Chlorella spp. X X

Chlorococcum spp. X X | X X

Chroococcus spp. X X

Cladophora spp. X

Coelosphaerium spp. X

Cylindrospermopsis spp. X

Geitlerinema spp. X

Gleocapsa spp. X

Gloeothece spp. X

Gomphonema spp. X| X X X X

Gomphosphaeria spp. X

Gonium spp. X X

Heteroleibleinia spp. X

Johannesbaptistia spp. | X | X X

Leptolyngbya spp. X

Lyngbya spp. X

Mallomonas spp. X

Merismopedia spp. X

Microcoleus spp. X | X

Microcrocisspp. X

Microcystis spp. X| X

Microspora spp. X X X

ol



Género I I " v Vv VI

Nephrocytium spp.

Nitzchia spp. X | X X

Nodularia spp. X

Oscillatoria spp. X

Pandorina spp. X

Peridinium spp. X

Pseudanabaena spp. X | X

Schizothrix spp. X

Snowella spp. X | X

Spirulina spp. X

Synechococcus spp. X

Synechocystis spp. X

Synura spp. X

Tetrastrum spp. X

Tolypothrix spp. X | X

Ulothrix spp. X

Zygnema spp. X

A Tabela 10 contém os géneros encontrados nos estratos das réplicas.

Tabela 10: Géneros de algas presentes nas trés zonas da Réplica Il e da Réplica IV

Coluna

Género RII RIV

Aphanocapsa spp. X

Anacystis spp. X

Aphanochaete spp. X

Aphanothece spp. X

Arthrospira spp. X X

Chlorella spp. X X

Chlorococcum spp. X

Chroococcus spp. X X

Cladophora spp. X

Coelosphaerium spp. X

Cylindrospermopsis spp. X

X
>

Geitlerinema spp.

Gloeothece spp. X

Gomphonema spp. X




Coluna
Género Rl RIV

T M F T M F
Mallomonas spp. X
Microcystis spp. X
Nitzchia spp. X X
Pandorina spp. X
Peridinium spp. X
Synechococcus spp. X
Tetrastrum spp. X X
Tolypothrix spp. X

Na coluna controle foi encontrado o maior numero de algas, tanto de
cianoficeas, quanto de algas verdes. Dos géneros identificados, 27 caracterizam
ambientes limpidos na coluna I, como é o caso do Calothrix spp., Ulothrix spp.,
Heteroleibleinia spp., Aphanothece spp., Microcoleus spp., Pseudanabaena spp.,
dentre outros. O género Chroococcus spp foi 0 mais representativo em termos de
abundéancia de individuos. Trata-se de um género cosmopolita, freqiente no
plancton e no metafiton de diversos ambientes, inclusive no de aguas salobras.

Na coluna Il, foram encontrados somente 5 géneros que caracterizam
ambientes aquaticos limpidos, no topo e no meio da coluna. Apesar de
apresentarem um numero muito reduzido de individuos, foram identificados:
Aphanochaete spp., Gloeothece spp., Johannesbaptistia spp., Leibleinia spp. e
Microspora spp. O género Snowella spp., encontrado no topo e no meio da coluna, é
comumente encontrado no plancton de aguas salobras ou doces, podendo também
viver no metafiton (FRANCESCHINI et al., 2010).

Na coluna Il ndo foi encontrado qualquer género de algas que costumam se
desenvolver em aguas limpidas. Isto se deve a presenca do biodiesel na superficie
da agua, que bloqueia a passagem de oxigénio, produzindo uma zona anaerdbia no
topo da coluna, que favorece o aparecimento de BRS, como o Desulfovibrio, que por
sua vez deposita granulos de enxofre em seu interior, acarretando uma coloragcao
escura na agua e impedindo a passagem de luz. Por conseguinte, 0
desenvolvimento de algas fica comprometido. No entanto, foram encontrados
poucos individuos de géneros bioindicadores de aguas poluidas, como: Arthrospira
spp., Gomphonema spp. e Chlorococcum spp.. O género Botryococcus spp.,
encontrado no topo e no meio da coluna, pode aparecer em adguas moderadamente
alcalinas, incluindo aguas oligotréficas a eutréficas e levemente salgadas

(FRANCESCHINI et al., 2010).
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Na coluna IV, ndo foi encontrada uma grande quantidade de algas, também
por causa da presenca de contaminante, no caso, 0 Oleo lubrificante usado na
superficie da coluna. Os individuos amostrados pertenciam a géneros que, em sua
maioria, sdo representativos de &guas poluidas, sdo eles: Arthrospira spp.,
Chlorococcum spp., Gomphonema spp. e Nitzchia spp. (no topo e no meio da
coluna).

A coluna V apresentou 3 individuos do género Chroococcus spp. na zona
central do corpo d’agua. Este género é caracteristico de aguas limpidas. Entretanto,
foram encontrados outros géneros bioindicadores de ambientes contaminados, com
mais representatividade em abundéncia de individuos: Arthrospira spp.,
Chlorococcum spp. e Gomphonema spp.

Foram identificados 4 géneros de algas representativas de aguas
contaminadas na coluna VI: Chlorococcum spp., Nitzchia spp., Chlorella spp. e
Gomphonema spp. Também foram encontrados 2 individuos de Aphanizomenon
spp.. Este género desenvolve-se em ambientes eutrofizados e pode causar
floracBes. Algumas espécies produzem toxinas, podendo afetar a dindmica natural
da biota.

Na réplica Il foram encontrados 4 géneros de algas, os quais apresentaram
véarios individuos muito dispersos nas amostras analisadas: Chroococcus spp.,
Geitlerinema spp., Synechococcus spp. e Tolypothrix spp. Estes géneros sao
geralmente encontrados em aguas limpidas. A Chlorella spp., representativa de
ambiente contaminado também estava presente na coluna.

Na réplica IV foram encontrados muitos individuos de Tetrastrum spp., um
género cosmopolita, que possui muitas espécies planctonicas, de aguas alcalinas e
gue geralmente se desenvolvem em ambientes eutréficos. Foram identificados
alguns géneros tipicos de aguas limpidas, como Chroococcus spp., Geitlerinema
spp. e Pandorina spp.. Porém, a maior parte dos individuos encontrados pertencia a
géneros indicadores de agua contaminada: Anacystis spp., Arthrospira spp.
Chlorococcum spp., Gomphonema spp. e Nitzchia spp.
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6. CONCLUSOES

Com este trabalho pode-se concluir que houve grandes alteracdes na biota
das colunas. E uma das principais mudancas foi o desenvolvimento de bactérias
redutoras de sulfato, que teve foco na pesquisa, por conta da relacdo de dominancia
estabelecida pela populacdo de BRS. A mudanca rapida na coloracdo das aguas
indicou o crescimento dessas bactérias, providas de granulos de enxofre
depositados interna ou externamente as suas ceélulas. As BRS séo importantissimas
para a manutencdo dos ciclos de enxofre e do carbono e constituem o inicio da
dindmica microbiana na coluna de Winogradsky, pois seus produtos metabdlicos sao
aproveitados por outros microrganismos, que participam deste consércio composto
por diferentes funcbes ecossistémicas realizadas por bactérias, protozoarios, algas,
dentre outros microrganismos.

O surfactante Tween 80, incluido na metodologia com o proposito de
potencializar o processo de biodegradacdo dos contaminantes, acabou servindo
como fonte de carbono para as BRS, juntamente com a matéria organica presente
no lodo. Os nutrientes acrescentados as colunas forneceram o sulfato necessario ao
metabolismo das BRS e reproduziram um ecossistema de agua salobra. Pelo fato da
agua ter uma concentracdo salina mais alta do que a agua doce, as algas que se
estabeleceram nas colunas também s&@o encontradas em aguas salobras.

Posteriormente, apareceram bactérias purpuras e verdes fotossintetizantes,
as quais utilizaram os produtos do metabolismo de outras BRS para se desenvolver.

A atividade microbiana dentro das colunas, somada as condicbes de
salinidade e a presenca de contaminantes em algumas colunas, resultaram em
alteracdes significativas do pH das aguas.

Nas colunas V e VI, ambas contaminadas com biodiesel e 6leo lubrificante
usado, respectivamente, houve uma diminui¢cdo no valor do pH ap6s um periodo de
alcalinizacdo da agua. Isto, somado ao fato da espessura dos contaminantes ter
diminuido no decorrer de 2 meses, gera evidéncias de que ocorreu a biodegradacao
parcial dos poluentes por meio da agdo conjunta do Bacillus subtilis, com a biota
aquatica e o surfactante Tween 80. Entretanto, ndo se pode concluir que o fator
principal para a ocorréncia da biodegradacéo consiste na producdo de surfactina
pelo B. subtilis. Pois a rede de interacdes entre a biota diversificada e o meio &
bastante complexa e repleta de reacdes provocadas pelo consércio microbiano.
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Quanto aos testes de toxicidade realizados com as sementes de L. sativa e
de C. sativus, pOde-se inferir que a concentracdo de sais presentes na agua foi o
responsavel pela inibicdo da germinacao, pois 0 meio hiperténico ndo permite que as
sementes absorvam agua. Houve uma relacdo inversamente proporcional entre o
valor das concentracdes e a taxa de germinacédo de sementes. A presenca de 6leo
também é outro fator limitante a germinagdo, visto que ele impermeabiliza o
tegumento e ndo permite que ocorra a passagem de nutrientes e de agua para a
semente.

E por fim, o uso de algas como bioindicadores mostrou-se como uma técnica
bastante eficaz na determinacdo da qualidade da agua. Na coluna controle e nas
zonas mais superficiais de colunas desprovidas de contaminante, os géneros de
algas amostrados indicaram boa qualidade da agua, enquanto nas colunas
contaminadas, apareceram algas tipicas de ambientes poluidos. O numero de
géneros e de individuos encontrados se concentrou na coluna controle, pois o
escurecimento da agua das outras colunas ndo permitiu o efetivo processo de

fotossintese, necessario ao desenvolvimento de algas no meio.
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8- ANEXOS

8.1- ANEXO A- Resolugdo CONAMA n°. 362/2005

Resolucdes

Publicado no DOU em 27/06/2005, Secao 01, paginas 128, 129 e 130, Edicao
Numero 121

Ministério do Meio Ambiente Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA

RESOLUCAO N o 362, DE 23 DE JUNHO DE 2005

O CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE-CONAMA, no uso das
competéncias que lhe sdo conferidas pela Lei 6.938, de 31 de agosto de 1981,
regulamentada pelo Decreto n° 99.274, de 6 de junho de 1990, tendo em vista o
disposto em seu Regimento Interno, anexo a Portaria n° 499, de 18 de dezembro de
2002, e:

Considerando que o uso prolongado de um déleo lubrificante acabado resulta
na sua deterioracdo parcial, que se reflete na formagédo de compostos tais como
acidos organicos, compostos aromaticos polinucleares potencialmente
carcinogénicos, resinas e lacas;

Considerando que a Associagao Brasileira de Normas TécnicasABNT, em sua
NBR-10004, "Residuos Sdlidos - classificacao”, classifica o 6leo lubrificante usado
como residuo perigoso por apresentar toxicidade;

Considerando que o descarte de Oleo lubrificante usado ou contaminado para
0 solo ou cursos de agua gera graves danos ambientais;

Considerando que a combustdo de o6leos lubrificantes usados gera gases
residuais nocivos ao meio ambiente e a saude publica;

Considerando que a categoria de processos tecnoldgico-industriais chamada
genericamente de rerrefino, corresponde ao método ambientalmente mais seguro
para a reciclagem do 6leo lubrificante usado ou contaminado, e, portanto, a melhor
alternativa de gestdo ambiental deste tipo de residuo; e

Considerando a necessidade de estabelecer novas diretrizes para o

recolhimento e destinacao de 6leo lubrificante usado ou contaminado, resolve:
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Art. 1°

Todo 6leo lubrificante usado ou contaminado devera ser recolhido, coletado e
ter destinacédo final, de modo que nao afete negativamente o meio ambiente e
propicie a maxima recuperacdo dos constituintes nele contidos, na forma prevista
nesta Resolucao.

Art. 2°

Para efeito desta Resolucéo serdo adotadas as seguintes definicdes:

| - coletor: pessoa juridica devidamente autorizada pelo 6rgdo regulador da
industria do petroleo e licenciada pelo 6rgdo ambiental competente para realizar
atividade de coleta de oleo lubrificante usado ou contaminado;

Il - coleta: atividade de retirada do 6leo usado ou contaminado do seu local de
recolhimento e de transporte até a destinacdo ambientalmente adequada;

[l - certificado de coleta: documento previsto nas normas legais vigentes que
comprova os volumes de 6leos lubrificantes usados ou contaminados coletados;

IV - certificado de recebimento: documento previsto nas normas legais
vigentes que comprova a entrega do Oleo lubrificante usado ou contaminado do
coletor para o rerrefinador;

V - gerador: pessoa fisica ou juridica que, em decorréncia de sua atividade,
gera Oleo lubrificante usado ou contaminado;

VI - importador: pessoa juridica que realiza a importacdo do 6leo lubrificante
acabado, devidamente autorizada para o exercicio da atividade;

VIl - 6leo lubrificante basico: principal constituinte do 6leo lubrificante
acabado, que atenda a legislacao pertinente;

VIII - Oleo lubrificante acabado: produto formulado a partir de Oleos
lubrificantes basicos, podendo conter aditivos;

IX - 6leo lubrificante usado ou contaminado: éleo lubrificante acabado que, em
decorréncia do seu uso normal ou por motivo de contaminacao, tenha se tornado
inadequado a sua finalidade original;

X produtor: pessoa juridica responsavel pela producdo de 6leo lubrificante
acabado em instalacao prépria ou de terceiros, devidamente licenciada pelo 6rgéao
ambiental competente, e autorizada para o exercicio da atividade pelo 6rgao
regulador da indastria do petroleo;

Xl - reciclagem: processo de transformacdo do 6leo lubrificante usado ou
contaminado, tornando-o insumo destinado a outros processos produtivos;

Xll - recolhimento: é a retirada e armazenamento adequado do éleo usado ou
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contaminado do equipamento que o utilizou até o0 momento da sua coleta, efetuada
pelo revendedor ou pelo proprio gerador;

Xl - rerrefinador: pessoa juridica, responsavel pela atividade de rerrefino,
devidamente autorizada pelo érgao regulador da industria do petroleo para a
atividade de rerrefino e licenciada pelo 6érgdo ambiental competente;

XIV - rerrefino: categoria de processos industriais de remocdo de
contaminantes, produtos de degradacao e aditivos dos 6leos lubrificantes usados ou
contaminados, conferindo aos mesmos caracteristicas de 6leos basicos, conforme
legislacéo especifica;

XV - revendedor: pessoa juridica que comercializa oleo lubrificante acabado
no atacado e no varejo tais como: postos de servico, oficinas, supermercados, lojas
de autopecas, atacadistas, etc; e

XVI - aguas interiores: as compreendidas entre a costa e as linhas de base
reta, a partir das quais se mede a largura do mar territorial; as dos portos; as das
baias; as dos rios e de seus estuarios; as dos lagos, lagoas e canais, e as
subterraneas.

Art. 3° Todo o 6leo lubrificante usado ou contaminado coletado devera ser
destinado a reciclagem por meio do processo de rerrefino.

§ 1° A reciclagem referida no caput podera ser realizada, a critério do 6érgao
ambiental competente, por meio de outro processo tecnolégico com eficacia
ambiental comprovada equivalente ou superior ao rerrefino.

8§ 2° Sera admitido o processamento do 6leo lubrificante usado ou
contaminado para a fabricacdo de produtos a serem consumidos exclusivamente
pelos respectivos geradores industriais.

§ 3° Comprovada, perante ao 6érgdo ambiental competente, a inviabilidade de
destinacdo prevista no caput e no 8 1 o deste artigo, qualquer outra utilizacdo do
6leo lubrificante usado ou contaminado dependera do licenciamento ambiental.

8 4° Os processos utilizados para a reciclagem do 6leo lubrificante deverao
estar devidamente licenciados pelo 6rgdo ambiental competente.

Art.4° Os Oleos lubrificantes utilizados no Brasil devem observar,
obrigatoriamente, o principio da reciclabilidade.

Art. 5° O produtor, o importador e o revendedor de 6leo lubrificante acabado,
bem como o gerador de 6Oleo lubrificante usado, sdo responsaveis pelo recolhimento
do déleo lubrificante usado ou contaminado, nos limites das atribuicdes previstas

nesta Resolucao.
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Art. 6° O produtor e o importador de 06leo lubrificante acabado deverao coletar
ou garantir a coleta e dar a destinagdo final ao Oleo lubrificante usado ou
contaminado, em conformidade com esta Resolugcéo, de forma proporcional em
relacéo ao volume total de oleo lubrificante acabado que tenham comercializado.

8§ 1° Para o cumprimento da obrigacdo prevista no caput deste artigo, o
produtor e o importador poderéo:

| - contratar empresa coletora regularmente autorizada junto ao 6rgéo
regulador da industria do petroleo; ou

Il - habilitar-se como empresa coletora, na forma da legislacdo do Orgdo
regulador da industria do petréleo.

8§ 2° A contratacdo de coletor terceirizado ndo exonera o produtor ou
importador da responsabilidade pela coleta e destinacdo legal do 6leo usado ou
contaminado coletado.

8§ 3° Respondem o produtor e o importador, solidariamente, pelas acbes e
omissdes dos coletores que contratarem.

Art. 7° Os produtores e importadores sdo obrigados a coletar todo 6leo
disponivel ou garantir o custeio de toda a coleta de Oleo lubrificante usado ou
contaminado efetivamente realizada, na propor¢cdo do 6leo que colocarem no
mercado conforme metas progressivas intermediarias e finais a serem estabelecidas
pelos Ministérios de Meio Ambiente e de Minas e Energia em ato normativo
conjunto, mesmo que superado o percentual minimo fixado.

Paragrafo unico. Os 6rgéos referidos no caput deverdo estabelecer, ao menos
anualmente, o percentual minimo de coleta de Oleos lubrificantes usados ou
contaminados, nao inferior a 30% (trinta por cento), em relacdo ao 6leo lubrificante
acabado comercializado, observado o seguinte:

| analise do mercado de O6leos lubrificantes acabados, na qual serdo
considerados os dados dos ultimos trés anos;

Il - tendéncia da frota nacional quer seja rodoviaria, ferroviaria, naval ou
aérea,;

lll - tendéncia do parque maquinas industriais consumidoras de 06leo, inclusive
agroindustriais;

IV - capacidade instalada de rerrefino;

V - avaliagdo do sistema de recolhimento e destinagdo de Oleo lubrificante

usado ou contaminado;
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VI - novas destinacbes do Oleo lubrificante usado ou contaminado,
devidamente autorizadas;

VII - critérios regionais; e

VIII - as quantidades de 6leo usado ou contaminado efetivamente coletadas.

Art. 8° O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis-IBAMA, o 6rgéo regulador da industria do petréleo e o 6rgdo estadual de
meio ambiente, este, quando solicitado, sdo responsaveis pelo controle e verificacdo
do exato cumprimento dos percentuais de coleta fixados pelos Ministérios do Meio
Ambiente e de Minas e Energia. Paragrafo Unico. Para a realizagcdo do controle de
gue trata o caput deste artigo, o IBAMA terd como base as informacdes relativas ao
trimestre civil anterior.

Art. 9° O Ministério do Meio Ambiente, na primeira reunido ordinaria do
Conselho Nacional do Meio Ambiente-CONAMA de cada ano, apresentara o
percentual minimo de coleta de Oleo lubrificante usado ou contaminado,
acompanhado de relatério justificativo detalhado, e o IBAMA apresentara relatério
sobre os resultados da implementacao desta Resolucéo.

Art. 10. N&o integram a base de calculo da quantia de dleo lubrificante usado
ou contaminado a ser coletada pelo produtor ou importador os seguintes 6leos
lubrificantes acabados:

| - destinados a pulverizacao agricola;

Il - para correntes de moto-serra;

[l - industriais que integram o produto final, ndo gerando residuo;

IV - de estampagem;

V - para motores dois tempos;

VI - destinados a utilizacado em sistemas selados que nao exijam troca ou que
impliquem em perda total do Oleo;

VII - solaveis;

VIII - fabricados a base de asfalto;

IX - destinados a exportacao, incluindo aqueles incorporados em maquinas e
equipamentos destinados a exportacao; e

X - todo Oleo lubrificante basico ou acabado comercializado entre as
empresas produtoras, entre as empresas importadoras, ou entre produtores e
importadores, devidamente autorizados pela Agéncia Nacional do Petréleo-ANP.

Art. 11. O Ministério do Meio Ambiente mantera e coordenard grupo de

monitoramento permanente para o acompanhamento desta Resolucédo, que devera
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se reunir ao menos trimestralmente, ficando assegurada a participacdo de
representantes do o6rgdo regulador da industria do petrdleo, dos produtores e
importadores, dos revendedores, dos coletores, dos rerrefinadores, das entidades
representativas dos 6rgdos ambientais estaduais e municipais e das organizacdes
nao governamentais ambientalistas.

Art. 12. Ficam proibidos quaisquer descartes de Oleos usados ou
contaminados em solos, subsolos, nas aguas interiores, no mar ritorial, na zona
econbmica exclusiva e nos sistemas de esgoto ou evacuacgao de aguas residuais.

Art. 13. Para fins desta Resolucdo, ndo se entende a combustdo ou
incineragéo de o6leo lubrificante usado ou contaminado como formas de reciclagem
ou de destinacdo adequada.

Art. 14. No caso dos postos de revenda flutuantes que atendam
embarcagdes, o gerenciamento do O6leo lubrificante usado ou contaminado deve
atender a legislacdo ambiental vigente.

Art. 15. Os dleos lubrificantes usados ou contaminados nao rerrefinaveis, tais
como as emulsdes oleosas e os 6leos biodegradaveis, devem ser recolhidos e
eventualmente coletados, em separado, segundo sua natureza, sendo vedada a sua
mistura com 6leos usados ou contaminados rerrefinaveis.

Paragrafo Unico. O resultado da mistura de 6leos usados ou contaminados
nao rerrefinaveis ou biodegradaveis com 6leos usados ou contaminados
rerrefiniveis € considerado integralmente 6leo usado ou contaminado né&o
rerrefindvel, ndo biodegradavel e residuo perigoso (classe 1), devendo sofrer
destinacao ou disposicao final compativel com sua condicao.

Art. 16. Sao, ainda, obrigacdes do produtor e do importador:

| - garantir, mensalmente, a coleta do 6leo lubrificante usado ou contaminado,
no volume minimo fixado pelos Ministérios do Meio Ambiente e de Minas e Energia,
que sera calculado com base no volume meédio de venda dos Oleos lubrificantes
acabados, verificado no trimestre civil anterior.

Il - prestar ao IBAMA e, quando solicitado, ao 6rgdo estadual de meio
ambiente, até o décimo quinto dia do més subsequiente a cada trimestre civil,
conforme previsto no Anexo | desta Resolucdo, informacdes mensais relativas aos
volumes de:

a) Oleos lubrificantes comercializados por tipo, incluindo os dispensados de
coleta;

b) coleta contratada, por coletor; e
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c) Oleo basico rerrefinado adquirido, por rerrefinador.

lll receber os O6leos lubrificantes usados ou contaminados n&o reciclaveis
decorrentes da utilizacao por pessoas fisicas, e destina-los a processo de tratamento
aprovado pelo 6rgdo ambiental competente;

IV - manter sob sua guarda, para fins fiscalizatorios, os Certificados de
Recebimento emitidos pelo rerrefinador e demais documentos legais exigiveis, pelo
prazo de cinco anos;

V - divulgar, em todas as embalagens de o6leos lubrificantes acabados, bem
como em informes técnicos, a destinacdo e a forma de retorno dos Oleos
lubrificantes usados ou contaminados reciclaveis ou ndo, de acordo com o disposto
nesta Resolucao;

VI - a partir de um ano da publicacdo desta resolucéo, divulgar em todas as
embalagens de Oleos lubrificantes acabados, bem como na propaganda, publicidade
e em informes técnicos, os danos que podem ser causados a populacdo e ao
ambiente pela disposicao inadequada do 6leo usado ou contaminado.

§ 1° O produtor ou o importador que contratar coletor terceirizado devera
celebrar com este contrato de coleta, com a interveniéncia do responsavel pela
destinacdo adequada.

§ 2° Uma via do contrato de coleta previsto no paragrafo anterior sera
arquivada, a disposicao do 6rgao estadual ambiental, onde o contratante tiver a sua
sede principal, por um periodo minimo de cinco anos, da data de encerramento do
contrato.

Art. 17. Sao obrigacdes do revendedor:

| - receber dos geradores o 6leo lubrificante usado ou contaminado;

Il - dispor de instalagcbes adequadas devidamente licenciadas pelo 6rgéo
ambiental competente para a substituicdo do 6leo usado ou contaminado e seu
recolhimento de forma segura, em lugar acessivel a coleta, utilizando recipientes
propicios e resistentes a vazamentos, de modo a ndo contaminar 0 meio ambiente;

lll - adotar as medidas necessarias para evitar que o 6leo lubrificante usado
ou contaminado venha a ser misturado com produtos quimicos, combustiveis,
solventes, agua e outras substancias, evitando a inviabilizacao da reciclagem;

IV - alienar os Oleos lubrificantes usados ou contaminados exclusivamente ao

coletor, exigindo:
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a) a apresentacdo pelo coletor das autorizacdes emitidas pelo Orgao
ambiental competente e pelo 6rgdo regulador da industria do petroleo para a
atividade de coleta;

b) a emissédo do respectivo certificado de coleta.

V - manter para fins de fiscalizacdo, os documentos comprobatorios de
compra de oleo lubrificante acabado e os Certificados de Coleta de 6leo lubrificante
usado ou contaminado, pelo prazo de cinco anos;

VI - divulgar em local visivel ao consumidor, no local de exposicdo do 6leo
acabado posto a venda, a destinacdo disciplinada nesta Resolucdo, na forma do
Anexo lll; e

VII manter cépia do licenciamento fornecido pelo 6rgdo ambiental competente
para venda de 6leo acabado, quando aplicavel, e do recolhimento de 6leo usado ou
contaminado em local visivel ao consumidor.

Art. 18. Sao obrigacdes do gerador:

| - recolher os 6éleos lubrificantes usados ou contaminados de forma segura,
em lugar acessivel a coleta, em recipientes adequados e resistentes a vazamentos,
de modo a ndo contaminar o0 meio ambiente;

Il adotar as medidas necessarias para evitar que o 6leo lubrificante usado ou
contaminado venha a ser misturado com produtos quimicos, combustiveis,
solventes, agua e outras substancias, evitando a inviabilizacao da reciclagem;

lIl alienar os 6leos lubrificantes usados ou contaminados exclusivamente ao
ponto de recolhimento ou coletor autorizado, exigindo:

a) a apresentacdo pelo coletor das autorizacbes emitidas pelo 6rgao
ambiental competente e pelo 6rgao regulador da industria do petréleo para a
atividade de coleta;

b) a emissédo do respectivo Certificado de Coleta.

IV - fornecer informacdes ao coletor sobre 0s possiveis contaminantes
contidos no 6leo lubrificante usado, durante o seu uso normal;

V - manter para fins de fiscalizacdo, os documentos comprobatérios de
compra de 6leo lubrificante acabado e os Certificados de Coleta de 6leo lubrificante
usado ou contaminado, pelo prazo de cinco anos;

VI no caso de pessoa fisica, destinar os 6leos lubrificantes usados ou
contaminados ndo reciclaveis de acordo com a orientacdo do produtor ou do
importador; e
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VIl - no caso de pessoa juridica, dar destinacéo final adequada devidamente
autorizada pelo 6rgdo ambiental competente aos oleos lubrificantes usados ou
contaminados nao reciclaveis.

§ 1° Os o6leos usados ou contaminados provenientes da frota automotiva
devem preferencialmente ser recolhidos nas instalagdes dos revendedores.

8 2° Se inexistirem coletores que atendam diretamente os geradores, 0 0leo
lubrificante usado ou contaminado podera ser entregue ao respectivo revendedor.

Art. 19 Sao obrigacdes do coletor:

| - firmar contrato de coleta com um ou mais produtores ou importadores com
a interveniéncia de um ou mais rerrefinadores, ou responsavel por destinacao
ambientalmente adequada, para 0s quais necessariamente devera entregar todo o
6leo usado ou contaminado que coletar;

Il - disponibilizar, quando solicitado pelo 6rgdao ambiental competente, pelo
prazo de cinco anos, os contratos de coleta firmados;

lll - prestar ao IBAMA e, quando solicitado, ao 6rgdo estadual de meio
ambiente, até o décimo quinto dia do més subseqtiente, a cada trimestre civil, na
forma do Anexo I, informagdes mensais relativas ao volume de:

a) 6leo lubrificante usado ou contaminado coletado, por produtor/importador; e

b) 6leo lubrificante usado ou contaminado entregue por rerrefinador ou
responsavel por destinacdo ambientalmente adequada.

IV- emitir a cada aquisicéo de 6leo lubrificante usado ou contaminado, para o
gerador ou revendedor, o respectivo Certificado de Coleta;

V - garantir que as atividades de armazenamento, manuseio, transporte e
transbordo do 6leo lubrificante usado ou contaminado coletado, sejam efetuadas em
condi¢bes adequadas de seguranca e por pessoal devidamente treinado, atendendo
a legislacao pertinente e aos requisitos do licenciamento ambiental;

VI adotar as medidas necessarias para evitar que o Oleo lubrificante usado ou
contaminado venha a ser misturado com produtos quimicos, combustiveis,
solventes, agua e outras substancias, evitando a inviabilizagéo da reciclagem;

VIl - destinar todo o 6leo lubrificante usado ou contaminado coletado, mesmo
gue excedente de cotas pré-fixadas, a rerrefinador ou responséavel por destinacéo
ambientalmente adequada interveniente em contrato de coleta que tiver firmado,
exigindo os correspondentes Certificados de Recebimento, quando aplicavel;

VIII - manter atualizados o0s registros de aquisicbes, alienacdes e o0s

documentos legais, para fins fiscalizatorios, pelo prazo de cinco anos; e
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IX - respeitar a legislacao relativa ao transporte de produtos perigosos.

Art. 20. Sao obrigacdes dos rerrefinadores:

| - receber todo o 6leo lubrificante usado ou contaminado exclusivamente do
coletor, emitindo o respectivo Certificado de Recebimento;

Il - manter atualizados e disponiveis para fins de fiscalizacdo os registros de
emissdo de Certificados de Recebimento, bem como outros documentos legais
exigiveis, pelo prazo de cinco anos;

lll - prestar ao IBAMA e, quando solicitado, ao 6rgdo estadual de meio
ambiente, até o décimo quinto dia do més subseqiiente a cada trimestre civil,
informagdes mensais relativas:

a) ao volume de 6leos lubrificantes usados ou contaminados recebidos por
coletor;

b) ao volume de oOleo |lubrificante basico rerrefinado produzido e
comercializado, por produtor/ importador.

8§ 1° Os Oleos basicos procedentes do rerrefino deverdo se enquadrar nas
normas estabelecidas pelo 6rgdo regulador da industria do petréleo e ndo conter
substancias proibidas pela legislacdo ambiental.

§ 2° O rerrefinador devera adotar a politica de geracdo minima de residuos
inserviveis no processo de rerrefino.

§ 3° O residuo inservivel gerado no processo de rerrefino sera considerado
como residuo classe |, salvo comprovacao em contrario com base em laudos de
laboratérios devidamente credenciados pelo 6rgdo ambiental competente.

8 4° Os residuos inserviveis gerados no processo de rerrefino deverdo ser
inertizados e receber destinacdo adequada e aprovada pelo 6rgdo ambiental
competente.

8 5° O processo de licenciamento da atividade de rerrefino, além do exigido
pelo 6rgédo estadual de meio ambiente, devera conter informagfes sobre:

a) volumes de outros materiais utilizaveis resultantes do processo de rerrefino;

b) volumes de residuos inserviveis gerados no processo de rerrefino, com a
indicacdo da correspondente composi¢cdo quimica média; e

c¢) volume de perdas no processo.

Art. 21. Sao obrigacdes dos demais recicladores, nos processos de
reciclagem previstos no art. 3°, desta Resolugéo:
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| - prestar ao IBAMA e, quando solicitado, ao 6rgdo estadual de meio
ambiente, até o décimo quinto dia do més subseqiente a cada trimestre civil,
informagdes mensais relativas:

a) ao volume de dleos lubrificantes usados ou contaminados recebidos;

b) ao volume de produtos resultantes do processo de reciclagem.

8 1° O reciclador devera adotar a politica de geracdo minima de residuos
inserviveis no processo de reciclagem.

§ 2° O residuo inservivel gerado no processo de reciclagem sera considerado
como residuo classe I, salvo comprovacdo em contrario com base em laudos de
laboratorios devidamente credenciados pelo érgdo ambiental competente.

§ 3° Os residuos inserviveis gerados no processo de reciclagem deverao ser
inertizados e receber destinacdo adequada e aprovada pelo 6rgdo ambiental
competente.

§ 4° O processo de licenciamento da atividade de reciclagem, além do exigido
pelo 6rgédo estadual de meio ambiente, devera conter informag6es sobre:

a) volumes de outros materiais utilizaveis resultantes do processo de
reciclagem;

b) volumes de residuos inserviveis gerados no processo de reciclagem, com a
indicacdo da correspondente composicdo quimica média;

c¢) volume de perdas no processo.

Art. 22. O ndo cumprimento ao disposto nesta Resolucdo acarretara aos
infratores, entre outras, as sanc¢des previstas na Lei n 0 9.605, 12 de fevereiro de
1998, e no Decreto n 0 3.179, de 22 de setembro de 1999.

Art. 23. As obrigagdes previstas nesta Resolugao sdo de relevante interesse
ambiental.

Art. 24. A fiscalizacdo do cumprimento das obrigacbes previstas nesta
Resolucéo e aplicacao das sancdes cabiveis é de responsabilidade do IBAMA e do
orgao estadual e municipal de meio ambiente, sem prejuizo da competéncia prépria
do 6rgéao regulador da industria do petréleo.

Art. 25. Esta Resolucao entra em vigor na data de sua publicac&o.

Art. 26. Fica revogada a Resolugcdo CONAMA n 0 9, de 31 de agosto de 1993.

MARINA SILVA

ANEXO |
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INFORMACOES DOS PRODUTORES E IMPORT ADORES

Os produtores e/ou importadores deverédo prestar trimestralmente ao IBAMA
as informac6es constantes nas Tabelas |, Il e Il deste anexo, até o 15° dia util do
més imediatamente subseqiente ao periodo de tempo considerado.

TABELA |

Produtor e/ou importador :

CNPJ:

Ano:

Diseriminagiio de cada produto fabri- Volume comercializado (m”®)

cado ou importado pelo n® registro na
ANP

Total

Total Volurme dispensado de caleta (m)
N= Registro ANF | Uso preponderante

Total

TABELA I

Coleta contratada () Coletor oney

Total
Total

TABELA I

/o

Total
Total

77



Sendo:

Volume comercializado = o volume (em m® comercializado de 6leo
lubrificante acabado em cada més do trimestre relativo para todos os 6leos que
compdem a sua linha de producéo e/ou importacéo, devidamente discriminados pelo
numero de registro na Agéncia Nacional do Petréleo-ANP.

Volume dispensado de coleta = o volume (em m®) comercializado de todos os
Oleos dispensaveis de coleta que compdem sua linha de producéo e/ou importacéo,
devidamente discriminados pelo numero de registro na Agéncia

Nacional do Petroleo-ANP, classificados pelo seu uso/destinacéo principal de
acordo com a informagéo contida no artigo.

Volume coletado = volume (em m 3 ) de Oleo lubrificante usado ou
contaminado coletado em cada més do trimestre considerado

Volume enviado ao rerrefino = o volume (em m 3 ) de 6leo lubrificante usado
ou contaminado, em cada més do trimestre considerado, enviado a cada
rerrefinador, identificado pelo seu respectivo Cadastro Nacional de Pessoa
JuridicaCNPJ.

Volume adquirido = o volume (em m 3 ) de éleo lubrificante basico adquirido,
em cada més do trimestre considerado, oriundo da operacdo de rerrefino,
devidamente identificado em cada rerrefinador, por meio de seu CNPJ.

As empresas rerrefinadoras deverdo prestar trimestralmente ao IBAMA as
informacdes constantes nas Tabelas IV e V, deste anexo, até o décimo quinto dia til
do més imediatamente subsequliente ao periodo de tempo considerado. 76

TABELA IV

Rerrefinador:

CNPJ:

Total

Total

TABELA V
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Valume Rerrefinado Acabado (m?)

Produzids Comercializads Importador (CNE])

Total

Total

Sendo:

Volume Recebido = o volume (em m® de 6leo lubrificante usado ou
contaminado recebido da operacdo de coleta, em cada més do trimestre
considerado, e enviado a cada produtor e/ou importador, identificado pelo respectivo
CNPJ.

Volume Rerrefinado Acabado = o volume (em m® de 6leo lubrificante
rerrefinado acabado, em cada més do trimestre considerado, enviado a cada
produtor e/ou importador, identificado pelo respectivo CNPJ.

O IBAMA disponibilizard anualmente relatérios especificos onde constarao os
percentuais atingidos por produtor e/ou importador, relativos a coleta de o6leo
lubrificante usado ou contaminado e ao Oleo lubrificante acabado comercializado
pelo site menu relatorios.

ANEXO I

INFORMACOES DOS COLETORES

Os Coletores deverao prestar trimestralmente ao IBAMA as informacoes
constantes deste Anexo, Tabelas | e Il até o décimo quinto dia Gt do més
imediatamente subsequente ao periodo de tempo considerado.

Coletor

CNPJ n°

Registro na ANP n o

Ano

TABELA |
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(CxP)

Total

Total

TABELA |

Total

Total

ANEXO Il

MODELO DE ALERTA PARA AS EMBALAGENS DE OLEO E PONTOS DE
REVENDA

— Vermelho

Roxo

ATENCAO
0 OLEO LUBRIFICANTE APOS SEU USO £ UM
RESIDUO PERIGOSO

O oleo lubrificante usado quando ¢ descartado no meio
ambiente provoca impactos ambientais negativos, tais como
contaminagdo dos corpos de dgua, contaminagdo do solo por metais
pesados .

O produtor, importador ¢ revendedor de dleo lubnficante,
bem como o consumidor de dleo lubrificante usado, sdo responsaveis
pelo seu recolhimento e sua destinagdo.

Senhor Consumidor: retome o oOleo lubrificante usado ao
revendedor.

O ndo cumprimento da Resolugio CONAMA acarretara aos
infratores as sangdes previstas na Lei n” 9.605 de 12 de fevereiro de

1998 ¢ no Decreto n® 3.179. de 22 de setembro de 1999. 80



8.2- ANEXO B- Resolucgéo n°. 7 — Agéncia Nacional do Petr6leo (ANP)

RESOLUCAO ANP N° 7, DE 19.3.2008 - DOU 20.3.2008

O DIRETOR-GERAL da AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS
NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS — ANP, no uso de suas atribuicées,

Considerando o disposto no inciso I, art. 8° da Lei n® 9.478, de 6 de agosto de
1997, alterada pela Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005 e com base na
Resolugéo de Diretoria n® 207, de 19 de margo de 2008,

Considerando o interesse para o Pais em apresentar sucedaneos para o 6leo
diesel;

Considerando a Lei n® 11.097 de 13 de janeiro de 2005, que define o biodiesel
como um combustivel para uso em motores a combustéo interna com ignigdo por
compressao, renovavel e biodegradavel, derivado de 6leos vegetais ou de gorduras
animais, que possa substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem fossil;

Considerando as diretrizes emanadas pelo Conselho Nacional de Politica
Energética — CNPE, quanto a producao e ao percentual de biodiesel na mistura oleo
diesel/biodiesel a ser comercializado; e

Considerando a necessidade de estabelecer as normas e especificacoes do
combustivel para proteger os consumidores, resolve:

Art. 1° Fica estabelecida no Regulamento Técnico ANP, parte integrante desta
Resolucao, a especificacédo do biodiesel a ser comercializado pelos diversos agentes
econdmicos autorizados em todo o territorio nacional.

Paragrafo Unico. O biodiesel devera ser adicionado ao Oleo diesel na
proporcgao de 4%, em volume, a partir de 1° de julho de 2009.

(Nota)

Art. 2° Para efeitos desta Resolucao, define-se:

| — biodiesel — B100 — combustivel composto de alquil ésteres de &cidos
graxos de cadeia longa, derivados de Oleos vegetais ou de gorduras animais
conforme a especificacdo contida no Regulamento Técnico, parte integrante desta
Resolucéo;

Il — mistura 6leo diesel/biodiesel — BX — combustivel comercial composto de
(100-X)% em volume de Oleo diesel, conforme especificacdo da ANP, e X% em

volume do biodiesel, que devera atender a regulamentacéo vigente;
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[l — mistura autorizada O6leo diesel/biodiesel — combustivel composto de
biodiesel e 6leo diesel em proporcao definida quando da autorizagéo concedida para
uso experimental ou para uso especifico conforme legislacdo especifica;

IV — produtor de biodiesel — pessoa juridica autorizada pela ANP para a
producéo de biodiesel;

V — distribuidor — pessoa juridica autorizada pela ANP para o exercicio da
atividade de distribuicdo de combustiveis liquidos derivados de petréleo, éalcool
combustivel, biodiesel, mistura 6leo diesel/biodiesel especificada ou autorizada pela
ANP e outros combustiveis automotivos;

VI — batelada — quantidade segregada de produto em um unico tanque que
possa ser caracterizada por um "Certificado da Qualidade".

Art. 3° O biodiesel s6 podera ser comercializado pelos Produtores,
Importadores e Exportadores de biodiesel, Distribuidores e Refinarias autorizadas
pela ANP.

8 1° Somente os Distribuidores e as Refinarias autorizados pela ANP poderao
proceder mistura 6leo diesel/biodiesel para efetivar sua comercializagao.

§ 2° E vedada a comercializagdo do biodiesel diretamente de produtores,
importadores ou exportadores a revendedores.

Art. 4° Os Produtores e Importadores de biodiesel deverdao manter sob sua
guarda, pelo prazo minimo de 2 (dois) meses a contar da data da comercializagédo
do produto, uma amostra-testemunha, de 1 (um) litro, referente a batelada do
produto comercializado, armazenado em embalagem apropriada de 1 (um) litro de
capacidade, fechada com batoque e tampa plastica com lacre, que deixe evidéncias
em caso de violagdo, mantida em local protegido de luminosidade e acompanhada
de Certificado da Qualidade.

8§ 1° O Certificado da Qualidade devera indicar a data de producdo, as
matérias-primas utilizadas para obtencéo do biodiesel, suas respectivas propor¢cdes
e observar todos os itens da especificagdo constante do Regulamento Técnico, bem
como ser firmado pelo responsavel técnico pelas andlises laboratoriais efetivadas,
com a indicacgéo legivel de seu nome e numero da inscri¢do no 6rgao de classe.

§ 2° O produto somente podera ser liberado para a comercializacdo apés a
sua certificacdo, com a emisséo do respectivo Certificado da Qualidade, que devera
acompanhar o produto.

§ 3° Apoés a data de andlise de controle de qualidade da amostra, constante

do Certificado da Qualidade, se o produto ndo for comercializado no prazo maximo
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de 1 (um) més, devera ser novamente analisada a massa especifica a 20°C. Caso a
diferenca encontrada com relagcdo a massa especifica a 20°C do Certificado da
Qualidade seja inferior a 3,0 kg/m3, deverdo ser novamente avaliadas o teor de
agua, o indice de acidez e a estabilidade a oxidacao a 110°C. Caso a diferenca seja
superior a 3,0 kg/m3, devera ser realizada a recertificacdo completa segundo esta
Resolucéo.

8 4° As analises constantes do Certificado da Qualidade s6 poderdo ser
realizadas em laborat6rio proprio do produtor ou contratado, os quais deverdo ser
cadastrados pela ANP conforme Resolucdo ANP n° 31 de 21 de outubro de 2008.

(Nota)

§ 5° (Revogado).

(Nota)

8 6° No caso de certificacdo do biodiesel utilizando laboratério préprio e
contratado, o Produtor deverd emitir Certificado da Qualidade Unico, agrupando
todos os resultados que tenha recebido do laboratério cadastrado pela ANP. Esse
Certificado devera indicar o laboratorio responsével por cada ensaio.

8§ 7° A amostra-testemunha e seu Certificado da Qualidade deverédo ficar a
disposicdo da ANP para qualquer verificacao julgada necessaria, pelo prazo minimo
de 2 meses e 12 meses, respectivamente.

§ 8° Os Produtores deverdo enviar a ANP, até o 15° (décimo quinto) dia do
més, os dados de qualidade constantes dos Certificados da Qualidade, emitidos no
més anterior, com a devida indicacdo do material graxo e alcool usados para a
producéo do biodiesel certificado.

8§ 9° Os Produtores deverédo enviar a ANP, até 15 (quinze) dias apos o final de
cada trimestre civil, os resultados de uma analise completa (considerando todas as
caracteristicas e métodos da especificacdo) de uma amostra do biodiesel
comercializado no trimestre correspondente e, em caso de nesse periodo haver
mudanca de tipo de matéria-prima, o produtor devera analisar um numero de
amostras correspondente ao nimero de tipos de matérias-primas utilizadas.

§ 10° Os dados de qualidade mencionados nos paragrafos oitavo e nono
deste artigo deverao ser encaminhados, em formato eletrénico, seguindo os modelos
disponiveis no sitio da ANP, para o endereco: cerbiodiesel@anp.gov.br.

8§ 11° A ANP poderd cancelar o cadastro de laboratério indicado pelo
Produtor, quando da deteccdo de nao-conformidade quanto ao processo de

certificacao de biodiesel.
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Art. 5° A documentacéo fiscal, referente as operacdes de comercializagcéo e
de transferéncia de biodiesel realizadas pelos Produtores e Importadores de
biodiesel, devera ser acompanhada de cépia legivel do respectivo Certificado da
Qualidade, atestando que o produto comercializado atende a especificacdo
estabelecida no Regulamento Técnico.

Paragrafo unico. No caso de copia emitida eletronicamente, deverdo estar
indicados, na coOpia, 0 nome e 0 numero da inscricdo no 6rgdo de classe do
responsavel técnico pelas analises laboratoriais efetivadas.

Art. 6° A ANP podera, a qualquer tempo, submeter os Produtores e
Importadores de biodiesel, bem como os laboratérios contratados a inspecéo técnica
de qualidade sobre os procedimentos e equipamentos de medicdo que tenham
impacto sobre a qualidade e a confiabilidade dos servicos de que trata esta
Resolugédo, bem como coletar amostra de biodiesel para analise em laboratorios
contratados.

§ 1° Esta inspecédo técnica podera ser executada diretamente pela ANP com
apoio de entidade contratada ou 6rgdo competente sobre os procedimentos e
equipamentos de medi¢cdo que tenham impacto na qualidade e confiabilidade das
atividades de que trata esta Resolucéo.

§ 2° O produtor ou laboratério cadastrado na ANP ficard obrigado a
apresentar documentacao comprobatéria das atividades envolvidas no controle de
gualidade do biodiesel, caso seja solicitado.

Art. 7° E proibida adicdo ao biodiesel de: corante em qualquer etapa e
guaisquer substancias que alterem a qualidade do biodiesel na etapa de distribuicéo.

Art. 8° A adicdo de aditivos ao biodiesel na fase de producdo deve ser
informada no Certificado da Qualidade, cabendo classificar o tipo.

Art. 9° O ndo atendimento ao estabelecido na presente Resolucdo sujeita os
infratores as sanc¢des administrativas previstas na Lei n® 9.847, de 26 de outubro de
1999, alterada pela Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, e no Decreto n°
2.953,de 28 de janeiro de 1999, sem prejuizo das penalidades de natureza civil e
penal.

Art. 10. Os casos néo contemplados nesta Resolugéo serdo analisados pela
Diretoria da ANP.

Art. 11. Fica concedido, aos produtores e importadores de biodiesel, o prazo
maximo de até 30 de junho de 2008 para atendimento ao disposto no Regulamento
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Técnico anexo a esta Resolugcdo, periodo no qual poderdo ainda atender a
especificacdo constante da Resolugdo ANP n°® 42, de 24 de novembro 2004.

Art. 12. Esta Resolucdo entra em vigor na data de sua publicacdo no Diério
Oficial da Uniao.

Art. 13. Fica revogada a Resolugdo ANP n° 42, de 24 de novembro 2004,
observados os termos do art. 11 desta Resolucéo.

HAROLDO BORGES RODRIGUES LIMA

ANEXO

REGULAMENTO TECNICO ANP N° 1/2008

1. Objetivo

Este Regulamento Técnico aplica-se ao biodiesel, de origem nacional ou
importada, a ser comercializado em territério nacional adicionado na proporcéo
prevista na legislacdo aplicavel ao 6leo diesel conforme a especificagdo em vigor, e
em misturas especificas autorizadas pela ANP.

2. Normas Aplicaveis

A determinacdo das caracteristicas do biodiesel sera feita mediante o
emprego das normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), das
normas internacionais "American Society for Testing and Materials" (ASTM), da
"International Organization for Standardization" (ISO) e do "Comité Européen de
Normalisation” (CEN).

Os dados de incerteza, repetitividade e reprodutibilidade fornecidos nos
métodos relacionados neste Regulamento devem ser usados somente como guia
para aceitacdo das determinagbes em duplicata do ensaio e ndo devem ser
considerados como tolerancia aplicada aos limites especificados neste
Regulamento.

A analise do produto devera ser realizada em uma amostra representativa do
mesmo obtida segundo meétodos ABNT NBR 14883 — Petrdleo e produtos de
petroleo — Amostragem manual ou ASTM D 4057 — Prética para Amostragem de

Petroleo e Produtos Liquidos de Petroleo (Practice for Manual Sampling of
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Petroleum and Petroleum Products) ou ISO 5555 (Animal and vegetable fats and oils
— Sampling).

As caracteristicas constantes da Tabela de Especificacdo deverdo ser
determinadas de acordo com a publicacdo mais recente dos seguintes métodos de

ensaio:
2.1. Métodos ABNT

METODO TITULO

NBR Oleos lubrificantes e aditivos - Determinacéo de cinza sulfatada

6294

NBR Petroleo e produtos de petroleo - Determinacédo da massa especifica,

7148 densidade relativa e °API| - Método do densimetro

NBR Produtos de petréleo - Liquidos transparentes e opacos - Determinagéo da

10441 viscosidade cinematica e célculo da viscosidade dinamica

NBR Destilados de petroleo e dleos viscosos - Determinacdo da massa especifica e

14065 da densidade relativa pelo densimetro digital.

NBR Produtos de petréleo - Determinagao da corrosividade - método da lamina de

14359 cobre

NBR Produtos de petréleo - Determinacédo do indice de acidez pelo método de

14448 titulacdo potenciométrica

NBR Produtos de petroleo - Determinagéo do Ponto de Fulgor pelo aparelho de vaso

14598 fechado Pensky-Martens

NBR Oleo Diesel - Determinacdo do ponto de entupimento de filtro a frio

14747

NBR Biodiesel - Determinacao de glicerina livre em biodiesel de mamona por

15341 cromatografia em fase gasosa

NBR Biodiesel - Determinacédo de monoglicerideos, diglicerideos em biodiesel de

15342 mamona por cromatografia em fase gasosa

NBR Biodiesel - Determinacdo da concentragdo de metanol e/ou etanol por

15343 cromatografia gasosa

NBR Biodiesel - Determinacéo de glicerina total e do teor de triglicerideos em

15344 biodiesel de mamona

NBR Produtos derivados de 6leos e gorduras - Esteres metilicos/etilicos de acidos

15553 graxos - Determinacao dos teores de célcio, magnésio, sodio, fésforo e potassio
por espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado
(ICPOES)

NBR Produtos derivados de 6leos e gorduras - Esteres metilicos/etilicos de acidos

15554 graxos - Determinacao do teor de sddio por espectrometria de absorgcéo
atbmica

NBR Produtos derivados de 6leos e gorduras - Esteres metilicos/etilicos de acidos

15555 graxos - Determinacao do teor de potassio por espectrometria de absorcao
atbmica

NBR Produtos derivados de 6leos e gorduras - Esteres metilicos/etilicos de acidos

15556 graxos - Determinacao de sodio, potassio, magnésio e calcio por espectrometria
de absor¢éo atbmica
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NBR Produtos de petroleo - Determinagéo de microrresiduo de carbono

15586

NBR Biodiesel - Determinacéo do teor total de ésteres por cromatografia em fase
15764 gasosa

NBR Biodiesel - Determinacéo de glicerina livre - Método Volumétrico

15771

2.2. Métodos AST

METODO TITULO
ASTM D93 Flash Point by Pensky-Martens Closed Cup Tester
ASTM Detection of Copper Corrosion from Petroleum Products by the Copper Strip
D130 Tarnish Test
ASTM Kinematic Viscosity of Transparent and Opaque Liquids (and the Calculation of
D445 Dynamic Viscosity)
ASTM Cetane Number of Diesel Fuel Oil
D613
ASTM Acid Number of Petroleum Products by Potentiometric Titration
D664
ASTM Sulfated Ash from Lubricating Oils and Additives
D874
ASTM Density, Relative Density (Specific Gravity) or API Gravity of Crude Petroleum
D1298 and Liquid Petroleum Products by Hydrometer
ASTM Density and Relative Density of Liquids by Digital Density Meter
D4052
ASTM Determination of Carbon Residue (Micro Method)
D4530
ASTM Determination of Additive Elements in Lubricating Oils by Inductively Coupled
D4951 Plasma Atomic Emission Spectrometry
ASTM Total Sulfur in Light Hydrocarbons, Motor Fuels and Oils by Ultraviolet
D5453 Fluorescence
ASTM Test Method for Determination of Water in Petroleum Products, Lubricating
D6304 Qils, and Additives by Coulometric Karl Fisher Titration
ASTM Cold Filter Plugging Point of Diesel and Heating Fuels
D6371
ASTM Determination of Free and Total Glycerine in Biodiesel Methyl Esters by Gas
D6584 Chromatography
ASTM Determination of Ignition Delay and Derived Cetane Number (DCN) of Diesel
D6890 Fuel Oils by Combustion in a Constant Volume Chamber
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2.3. Métodos EN/ ISO

METODO TITULO

EN 116 Determination of Cold Filter Plugging Point

EN ISO Petroleum Products — Corrosiveness to copper — Copper strip test

2160

EN ISO Petroleum Products — Transparent and opaque liquids — Determination of

3104 kinematic viscosity and calculation of dynamic viscosity

EN ISO Crude petroleum and liquid petroleum products — Laboratory determination of

3675 density — Hydrometer method

EN ISO Determination of flash point — Rapid equilibrium closed cup method

3679

EN ISO Petroleum Products — Lubricating oils and additives — Determination of sulfated

3987 ash

EN ISO Diesel fuels — Determination of the ignition quality of diesel fuels — Cetane

5165 engine

EN 10370 Petroleum Products — Determination of carbon residue — Micro Method

EN ISO Crude petroleum and liquid petroleum products. Oscillating U-tube

12185

EN ISO Liquid Petroleum Products — Determination of contamination in middle

12662 distillates

EN ISO Petroleum Products — Determination of water — Coulometric Karl Fischer

12937 Titration

EN 14103 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
ester and linolenic acid methyl ester contents

EN 14104 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
acid value

EN 14105 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
free and total glycerol and mono-, di- and triglyceride content — (Reference
Method)

EN 14106 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
free glycerol content

EN 14107 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
phosphorous content by inductively coupled plasma (ICP) emission
spectrometry

EN 14108 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
sodium content by atomic absorption spectrometry

EN 14109 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
potassium content by atomic absorption spectrometry

EN 14110 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
methanol content

EN 14111 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
iodine value

EN 14112 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of
oxidation stability (accelerated oxidation test)

EN 14538 Fat and oil derivatives — Fatty acid methyl esters (FAME) — Determination of

Ca, K, Mg and Na content by optical emission spectral analysis with inductively
coupled plasma (ICP-OES)
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EN ISO Petroleum Products — Determination of low sulfur content — Ultraviolet
20846 fluorescence method

EN ISO Petroleum Products — Determination of sulfur content of automotive fuels —
20884 Wavelength- dispersive X-ray fluorescence spectrometry

Tabela I: Especificacao do Biodiesel

CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE METODO
ABNT ASTM EN/ISO
NBR D
Aspecto - LIl (1) - - -
Massa especifica a 20° C kg/m3 850- 7148 1298 EN ISO
900 14065 4052 3675
EN ISO
12185
Viscosidade Cinematica a Mm?2/s 3,0-6,0 10441 445 EN ISO
40°C 3104
Teor de Agua, max. (2) mg/kg 500 - 6304 EN ISO
12937
Contaminacao Total, max. mg/kg 24 - - EN ISO
12662
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100,0 14598 93 EN ISO
3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - EN 14103
Residuo de carbono (4) % massa 0,050 15586 4530 -
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 EN ISO
3987
Enxofre total, max. mg/kg 50 - 5453 -
- EN ISO
20846
EN ISO
20884
Sadio + Potassio, max. mg/kg 5 15554 - EN 14108
15555 EN 14109
15553 EN 14538
15556
Célcio + Magnésio, max. mg/kg 5 15553 - EN 14538
15556
Fésforo, max. mg/kg 10 15553 4951 EN 14107
Corrosividade ao cobre, 3h a - 1 14359 130 EN ISO
50 °C, méax. 2160
Numero de Cetano (5) - Anotar - 613 EN ISO
6890 5165
(6)
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Ponto de entupimento de filtro °C 19 (7) 14747 6371 EN 116
a frio, max.
indice de acidez, max. mg 0,50 14448 664 -
KOH/g - - EN 14104
(8)
Glicerol livre, max. % 0,02 15341 6584 -
massa 15771 (8) EN 14105
- - (8)
- EN 14106
(8)
Glicerol total, max. % 0,25 15344 6584 -
massa - (8) EN 14105
- (10)
Mono, di, triacilglicerol (5) % Anotar | 15342 6584 -
massa 15344 (8) -
EN 14105
(8)
Metanol ou Etanol, max. % 0,20 15343 - EN 14110
massa
indice de lodo (5) g/100g Anotar | - - EN 14111
Estabilidade a oxidagéo a h 6 - - EN 14112

110°C, min.(2)

(8)

Nota:

(2) LIl - Limpido e isento de impurezas com anotagdo da temperatura de

ensaio.

(2) O limite indicado deve ser atendido na certificagdo do biodiesel pelo

produtor ou importador.

(3) Quando a analise de ponto de fulgor resultar em valor superior a

130°C,fica dispensada a analise de teor de metanol ou etanol.
(4) O método ABNT NBR 15342 poderd ser utilizado para amostra

oriunda de gordura animal.

(5) Para biodiesel oriundo de duas ou mais matérias-primas distintas das

guais uma consiste de 6leo de mamona:

a) teor de ésteres, mono-, diacilglicerdis: método ABNT NBR 15342;
b) glicerol livre: método ABNT NBR 15341,
c) glicerol total, triacilgliceréis: método ABNT NBR 15344;

d) metanol e/ou etanol: método ABNT NBR 15343.
(6) O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

(7) Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as

demais constantes da tabela de especificacdo a cada trimestre civil. Os
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resultados devem ser enviados pelo produtor de biodiesel a ANP, tomando
uma amostra do biodiesel comercializado no trimestre e, em caso de neste
periodo haver mudanca de tipo de matéria-prima, o produtor devera analisar
namero de amostras correspondente ao nimero de tipos de matérias-primas
utilizadas.

(8) Podera ser utilizado como método alternativo o método ASTM D6890
para namero de cetano.

(9) O limite maximo de 19°C é valido para as regibes Sul, Sudeste,
CentroOeste e Bahia, devendo ser anotado para as demais regides. O
biodiesel podera ser entregue com temperaturas superiores ao limite
supramencionado, caso haja acordo entre as partes envolvidas. Os métodos de
analise indicados ndo podem ser empregados para biodiesel oriundo apenas
de mamona.

(10) Os métodos referenciados demandam validacdo para as matérias-

primas nao previstas no método e rota de producdo etilica.
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