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RESUMO

Um indice fuzzy para avaliagcdo da qualidade (baixissimo, baixo, médio, alto e
altissimo) da biodegradacéao de hidrocarbonetos de petréleo e derivados em agua do
mar é proposto pela primeira vez. O indice combina informag¢des de um indicador
biolégico — o rendimento do crescimento da biomassa, de um indicador quimico — a
variagdo do potencial hidrogeniénico (pH) e de um indicador fisico - a variagcado da
tensao superficial e fornece classificagbes quali e quantitativa da biodegradacgao de
hidrocarbonetos de petroleo e derivados em agua do mar, que podem ser usadas para
monitoramento, otimizagcdo e controle de processo. Para avaliar o desempenho do
indice, um estudo de caso de um processo de biodegradacdo de oleo diesel por
Candida lipolytica UCP 0988 em agua do mar foi conduzido, empregando dados de
doze ensaios de um planejamento fatorial completo 23, tendo como varidveis
independentes o pH inicial, a concentragao inicial de biomassa e a concentragéo inicial
de dleo diesel e como variaveis respostas a variagao do pH, a variagado da biomassa
e a variacdo da tensdo superficial. Dos ensaios analisados com o indice de
biodegradacgao, cerca de 50% foi classificado como tendo qualidade média, 8,3%
baixa, 8,3% baixa/média e 33,3% baixissima. Os resultados obtidos foram
consistentes com os esperados por especialistas e validaram o uso do indice como
ferramenta simples, eficaz e econdmica para avaliagdo qualidade de biodegradacéo
de hidrocarbonetos de petrdleo e derivados em agua do mar, porque além de usar
parametros que nao requer equipamentos sofisticados para sua obtengdo, o que
representa menos custo, também & um bom descritor da qualidade da biodegragao
obtida. O indice desenvolvido tem potencial de aplicacdo a processos de

biodegradacgao de petroleo e derivados em rios, lagos e solos.

Palavras chaves: logica fuzzy, biorremediagdo, Candida lipolytica, 6leo diesel,

planejamento fatorial.
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ABSTRACT

A fuzzy index for state/quality assessment (very low, low, medium, high and very high)
of petroleum hydrocarbon biodegradation and derivatives in seawater is first proposed.
The index combines information of a biological indicator - the yield of biomass growth,
a chemical indicator - the variation hydrogenionic potential (pH) and a physical
indicator - the variation of the surface tension and provides quantitative and qualitative
classification of hydrocarbon biodegradation of petroleum and derivatives in seawater,
which can be used for monitoring, optimization and process control. To evaluate the
performance of the index, a case study of a process of diesel oil biodegradation by
Candida lipolytica UCP 0988 in seawater was conducted, using data of twelve assays
of a full factorial design 23, having as independent variables the initial pH, the initial
biomass concentration and the initial concentration of diesel oil as responses variables
the variation of pH, the variation of the biomass and the variation of the surface tension.
From assays analyzed with the biodegradation index about 50% was rated as having
medium quality, 8.3% low, 8.3% low / medium and 33.3% very low. The results were
consistent with those expected by experts and validated the use of the index as a
simple, effective and economical tool for quality assessing of petroleum hydrocarbon
biodegradation and derivatives in seawater. The index developed has potential for
application in the oil biodegradation processes and derivatives in rivers, lakes and

soils.
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1 Capitulo |
1.1 Introducao

A contaminagao de hidrocarbonetos resultantes das atividades relacionadas
com a industria petroquimica € um dos maiores problemas ambientais da
atualidade oriundos de descargas acidentais, pois estas substancias apresentam
caracteristicas cancerigenas e poluentes organicos neurotoxicos (DAS;
CHANDRAN, 2011).

Segundo Dindar et al. (2013), a cada ano sdo derramados, no mundo, oito
milhdes de toneladas de petréleo no ambiente e isto € uma ameacga grave e uma
preocupagao geral, entdo a recuperacdo dos locais poluidos tornou-se uma
questao importante a nivel mundial.

Os vazamentos podem ter origem em atividades relacionadas com as
refinarias de petrdleo, nas descargas acidentais de produtos petroliferos e em
alguns fenbmenos naturais, o que pode acarretar danos em relagdo ao meio
ambiente (JAIN; BAJPAI, 2012; LEE et al., 2012). Outras causas séo a exploragéo,
producao, refino e armazenamento de petrdleo e produtos petroliferos, assim como
0s vazamentos e derrames acidentais de navios e petroleiros que ocorrem
regularmente durante o transporte (JAIN; BAJPAI, 2012).

A frequente e grande quantidade de petréleo bruto e derivados langados ao
mar, que causam a poluicdo marinha, representa uma ameaca substancial aos
ecossistemas, acarretando custos ambientais e socio-econdmicos importantes
(McGENITY, 2014).

A aplicacao de dispersantes quimicos em derrames de petroleo pode ser uma
resposta efetiva de mitigacéo, especialmente quando grandes derrames ocorrem
No oceano e a recuperagao mecanica nao é facilmente exequivel. A recuperagao
mecanica remove o 6leo derramado diretamente a partir do ambiente impactado,
enquanto a dispersado quimica facilita a remocao de d6leo, porque o transforma em
pequenas goticulas discretas de 6leo em um grande volume de coluna de agua,
entdo o Oleo disperso € removido, principalmente, por degradagédo ou
biodegradagao microbiana (PERSONNA et al., 2014)
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O processo de biodegradacgao atua sobre os produtos petroliferos liberados
no ambiente, mas a ocorréncia deste fendbmeno depende da biodegradabilidade
inerente do poluente, assim como da presenca da microbiota adequada ao local
(CHEMLAL et al., 2013).

A biorremediagdo € uma tecnologia que tem demonstrado bons resultados
para o tratamento de locais contaminados, uma vez que é eficaz em termos de
custos e pode conduzir a completa mineralizagdo (DAS; CHANDRAN, 2011).

A inteligéncia artificial, através da légica fuzzy, tem sido usada
frequentemente para tratar as incertezas dos dados e a subjetividade dos
problemas ambientais, e pode-se encontrar na literatura varios estudos que foram
realizados para criacdo de indices de qualidade de agua (LERMONTOQOV et al.,
2009; SOROUSH; MOUSAVI; GHARECHAHI, 2011; GARCIA et al.; 2012;
PEREIRA; OCAZIONEZ; TOMAZ, 2012; GHARIBI et al., 2012).

A abordagem de logica fuzzy ja foi aplicada para controle e monitoramento de
processos biotecnoldgicos, incluindo processos de biodegradagdo. Esta
abordagem é semelhante a forma de raciocinio humano, ou seja, a base de regras
de decisdo de um sistema de inferéncia fuzzy é projetada e fundamentada em
regras if-then, planejadas por especialistas, que modelam o pensamento humano
(ALEXIEVA et al., 2008; OSIRO; LIMA-JUNIOR; CARPINETTI, 2014).

A construgao de um indice de qualidade, baseado na Logica Fuzzy, com a
finalidade de medir a qualidade do processo de biorremediagcao de petrdleo e
derivados em agua do mar, € de fundamental importancia para avaliagdo do

referido processo.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um indice de biodegradacgao de hidrocarbonetos de petroleo e

derivados em agua do mar usando sistema de inferéncia fuzzy (IBDHCAM-f1).

1.2.2 Objetivos Especificos

e Implementar um sistema de inferéncia fuzzy para determinagcdo do
IBDHCAM-f1

e Validar o IBHCAM-f1 usando dados experimentais de processos de
biodegradacao de oleo diesel por Candida lipolytica UCP 0988, em agua do

mar, suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.
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1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Petréleo

O petroleo é a fonte de energia predominante e os combustiveis que s&o
extraidos dele sao usados nos meios de transporte: automoveis; Onibus,
caminhdes, navios, avides. O petrdleo bruto e processado é transportado em mar
e terra em grandes quantidades e as descargas para 0os oceanos sao, geralmente,
da ordem de varios milhdes de toneladas por ano tanto em razdo de acidentes,
quanto por limpeza e/ou manutencdo dos meios utilizados para estas finalidades
(CONNELL et al., 1997). Além de servir como base para a fabricagao da gasolina e
do oleo diesel, principais combustiveis para automoveis e veiculos de transporte de
cargas e de passageiros, varios outros produtos, como gas natural, GLP (Gas
Liquefeito de Petréleo), nafta, querosene, lubrificantes, sdo derivados do petrdleo.

O petroleo além de se impor como principal elemento da matriz energética,
com o advento da petroquimica, também passou a ser utilizado para produzir
centenas de compostos, tais como: plasticos, borrachas sintéticas, tintas, corantes,
adesivos, solventes, detergentes, explosivos, produtos farmacéuticos e cosméticos
(THOMAS, 2004).

As misturas de hidrocarbonetos que podem ser encontradas no estado
sélido, liquido ou gasoso é dado o nome de Petréleo (do latim petra = rocha e oleum
= 0leo). Existe uma grande variedade de compostos de carbono e hidrogénio
quimicamente agrupados em séries, onde as mais comuns sao as parafinas, as
olefinas e os hidrocarbonetos aromaticos (ROSA, CARVALHO e XAVIER, 2011).

A exploragao de petréleo, como produto na sociedade moderna, teve inicio
em 1859, quando comecgou a exploragdo comercial nos Estados Unidos, em razao
da descoberta do Coronel Drake, em Tittusville, Pensilvania (THOMAS 2004).

O Petroleo é formado por uma combinagdo complexa de hidrocarbonetos
(alifaticos, nafténicos e aromaticos) e sua composigao tem principalmente: alcanos;
alcanos ramificados; cicloalcanos e aromaticos; que representam entre 50 e 90%
de sua constituigdo. A sua composi¢cdo quimica é muito variada e depende da
variedade de matéria organica da qual se originou (CONNELL et al., 1997).

A recuperacdo primaria é usada quando a pressao do pogo (reservatorio
subterraneo) permite que o 6leo seja extraido sem qualquer ajuda externa sendo

apenas controlado o seu fluxo, através de uma rede de transporte tubular para o



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

local de armazenamento e processamento. A recuperagao secundaria € necessaria
quando a pressao do pogo cai e € preciso usar o recurso de inje¢céo de fluidos para
aumentar a pressdo do reservatorio, e pdr fim a recuperagao terciaria é obtida
através de métodos de recuperacgao térmica de petréleo, que é feita através da
injecao de vapor ou da queima in-situ para aquecer o 0leo envolvente, assim como
o uso de surfactantes para alterar tenséo superficial entre a agua e o 6leo do
reservatorio (TENNYSON, 1998; TZIMAS et al., 2005).

O petréleo é constituido de centenas de compostos quimicos e é
praticamente impossivel fazer a separagdao em componentes puros ou em misturas
de composig¢ao conhecida, entdo, normalmente, ele é separado em fragdes pela
faixa de ebulicdo dos compostos, conforme Quadro 1 (THOMAS, 2004).

Quadro 1 — Fragdes tipicas do petréleo (Fonte: THOMAS, 2004)

~ Temperatura de Composicao Usos
Fragao ebulicdo (°C) aproximada
Ci — C2 Gas combustivel,
Gas residual Cs — C4 Gas corfn%ustivel
Gas liquefeito de Até 40 e”ga”a, at 0, Uso
petréleo — GLP omestico e
industrial
Cs — C1o Combustivel de
Gasolina 40-75 automovel, solvente
lluminagao,
Querosene 175 — 235 Cr = Cr combustivel de
avioes a jato
Gaséleo leve 235 _ 305 Ciz — C17 Diesel, fornos.
Combustivel,
Gasoleo pesado 305 - 400 Cre — Cos materia-prima

p/lubrificantes.

Lubrificantes 400 — 510 C26 — Cass Oleos lubrificantes

. Asfalto, piche,
Residuo Acimade 510 | AdmadeCas | meabilizantes.

O dleo diesel € composto principalmente por alcanos, mas também inclui
uma pequena quantidade (4% do seu conteudo) de compostos aromaticos
(WOLICKA et al., 2009), e faz parte dos hidrocarbonetos na faixa de 9 a 11 atomos

5
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de carbono e a sua faixa de destilagdo esta em torno de 200°C (BAIRD; CANN,
2011).

De acordo com dados da CETESB (2014), os primeiros registros de
incidentes envolvendo poluicdo por 6leo no Brasil estdo relacionados com
transporte maritimo, no litoral sudeste, entre 1960/1980 e foram os que liberaram
maiores volumes de petréleo ao mar (6.000 m3). Nos anos seguintes, as
ocorréncias passaram a acontecer também em oleodutos, em terminais e refinarias
de varias partes do pais e com volumes menores. No periodo de 2001 a 2010,
quatro incidentes envolvendo 6leo diesel merecem destaque. A Tabela 1 apresenta
informagdes sobre causa/fonte, data, area atingida e volume vazado de cada um
deles.

Tabela 1. Ocorréncias envolvendo 6leo diesel no Brasil - 2001-2010 (CETESB 2014)

Fonte/Causa Data Locall/areas atingidas  Vol. vazado
estimado
Rompimento de oleoduto fev/2001 Mato Grosso 4 .000 m?® de 6leo
Cérrego Caninana diesel
Transporte maritimo jan/2008 Baia de S. Francisco (SC) 116.000 L de
Praias e costdes diesel/lubrificante
Embarcagdo empurradora NORSUL
Transporte Aquaviario jan/2009 Acre 25.000 L
Rio Purus Oleo diesel

Vazamento de embarcagao

Transporte Aquaviario jun/2009 Rio Negro (AM) 5.000 L

de dleo diesel
Naufragio de embarcagao

1.3.2 Remediagcao de ambientes contaminados por petréleo e derivados
Os processos de remediagao de ambientes contaminados por petroleo e

derivados podem ser classificados quanto ao método e o local a ser utilizado.

Em relagao ao local temos o tratamento in situ que é feito onde ocorreu a
contaminagao, enquanto no tratamento ex situ o material é tratado fora do local
(PEREIRA JR; GOMES e SORIANO, 2009). No tratamento ex situ, como os
residuos sdo removidos a partir de suas posig¢des originais, a maior parte do local
pode ser recuperada rapidamente (MESANIA, JENNINGS, 2000).

No processo de remediacao, podem ser usados métodos fisicos, quimicos

ou bioldgicos (biorremedia¢do). Em termos praticos, na ocorréncia de um incidente
6
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como derramamento ou vazamento de Oleo, as primeiras providéncias a serem
tomadas s&o de natureza fisica, geralmente, remocdo mecénica (PEREIRA JR;
GOMES; SORIANO, 2009).

A extracdo de vapor de solo, um desses métodos fisicos, pode deixar
residuos orgéanicos e inorganicos nao-volateis, assim como ao se bombear e tratar
aguas subterraneas também podem ser deixadas fontes insoluveis (MESANIA;
JENNINGS, 2000).

Apos a utilizagdo dos métodos fisicos, podem ser utilizados produtos
quimicos (surfactantes quimicos) para disperséo do d6leo. Os surfactantes quimicos
sdo moléculas anfipaticas, que podem ser obtidas por processos quimicos
(produtos sintéticos), usadas pela industria do petréleo na limpeza de
derramamentos e na recuperagao de ambientes contaminados por petréleo, mas
estes produtos, além de ndo serem biodegradaveis, podem ser toxicos ao meio
ambiente (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010).

As técnicas biotecnoldgicas sdo utilizadas em um terceiro momento, apos
as intervengdes de origem fisico-quimicas, para a biotransformacado do material
restante, podendo chegar a mineralizagao, fendmeno caracterizado pela conversao
dos hidrocarbonetos em gas carbénico (CO,) e agua (PEREIRA JR; GOMES;

SORIANO, 2009).

Sonawdekar (2012); afirma que a técnica de biorremediacdo esta se
tornando cada vez mais popular na limpeza de areas contaminadas, porque oferece
a possibilidade de destruir ou tornar inofensivos varios contaminantes, inclusive
petroleo e seus derivados, usando atividade biolégica natural a custos

relativamente baixos.

Segundo Dindar et al. (2013), € importante, para o futuro dos paises em
desenvolvimento, melhorar o conhecimento sobre os efeitos da remediacdo da
poluigao relacionada ao petréleo, quanto ao uso sustentavel do meio ambiente, em

razao dos efeitos nocivos sobre o proprio ambiente e aos seres humanos em geral.

A biorremediacdo € obtida pelo uso de processos naturais no qual
organismos vivos, normalmente plantas ou microrganismos, sdo usados para

remover substancias quimicas nocivas e contaminagdo do meio ambiente
7
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(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005; BAIRD; CANN, 2011; CAO; XIONG;
LUND, 2013). Um grande numero de microrganismos (bactérias, fungos e algumas
microalgas) sao capazes de utilizar hidrocarbonetos de petrdleo como a unica fonte
de carbono e energia (DAS; CHANDRAN; 2011).

Na biodegracéo é importante que sejam conhecidas as caracteristicas do
local contaminado, antes de ser iniciado o tratamento. Para tanto, informacgdes
basicas, como concentracdo de Oleo residual, densidade populacional dos
microrganismos que degradam petroleo e o potencial de biodegradacéo, devem ser
consideradas em relagao ao local, para permitir que se tente alcangar as condigdes
otimas de biodegradacgéo. A populagdo microbiana, na maioria dos estudos de
campo, é um fator fundamental para que sejam obtidos bons resultados,
principalmente porque a mesma pode ser afetada pelas condigdes ambientais e

composic¢ao dos hidrocarbonetos (BENTO et al., 2005).

A atenuacéo natural, também conhecida como biorremediacéo intrinseca,
€ constituida por processos fisicos, quimicos e bioldgicos, que reduzem a
concentracdo de contaminantes sem qualquer intervengdo humana, ou seja, o
processo de biodegradacdo ocorre de forma natural devido a adaptacdo da
microbiota nativa a presenca do contaminante, que através de processos quimicos
e fisicos (oxidagao, lixiviagéo, volatizagéo), conduz a redugao da concentragao do
poluente. E uma opcéo quando a taxa de ocorréncia natural de biodegradac&o do
contaminante € mais rapida do que a taxa de migragdo dos contaminantes
(MARQUES, 2010; SONAWDEKAR, 2012).

O bioestimulo procura acelerar as taxas de reagdo de biodegragéo pela
estimulagado do crescimento de degradadores endoégenos, aceleragao esta que é
obtida pelo suprimento de oxigénio, adicdo de nutrientes ou de outros co-
substratos, com o objetivo de incentivar o crescimento e a atividade das bactérias
existentes no solo ou na agua (PEREIRA JR; GOMES; SORIANO, 2009; DAS;
CHANDRAN, 2011; SONAWDEKAR, 2012). O nitrogénio e o fosforo sdo exemplos
de nutrientes que podem ser adicionados porque, ao ocorrer um grande
derramamento de petrdleo no ambiente, a oferta de carbono € aumentada
dramaticamente, e a disponibilidade de nitrogénio e fosforo, geralmente, se torna o

fator limitante para a degradacgéo do oleo (DINDAR et al., 2013).
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O bioaumento esta relacionado a adicdo de microrganismos exdégenos ao
ambiente para degradar os contaminantes. Esta técnica € mais usada em
tratamentos ex-situ, onde é possivel controlar as condigcbes de crescimento e
atuacado dos microrganismos adicionados. Nos tratamentos que ocorrem no local
da contaminagao este método nao tem sido muito bem sucedido, porque ainda n&o
foram desenvolvidos mecanismos de biorremediacdo que tenham dominio
completo sobre os organismos introduzidos em um ambiente externo (PEREIRA
JR; GOMES; SORIANO, 2009; DAS; CHANDRAN; 2011, SONAWDEKAR, 2012).

1.3.3 Principais fatores envolvidos na biodegradacao de petréleo e
derivados

A efetividade da estratégia de biorremediacdo depende de um grande
numero de fatores (oxigénio; disponibilidade de nutrientes; temperatura, pH etc.)
que podem afetar as atividades microbianas, inclusive a sua capacidade de
degradar. O desempenho do processo pode envolver o bioestimulo, através da
adicdo de nutrientes e oxigénio para estimular a populagdo microbiana e/ou o
bioaumento através da inoculagcado da mistura de consércios bacterianos (KERR e
CAPONE, 1988; TACCARI et al., 2012).

Segundo Sonawdekar (2012), para a biorremediacdo ser eficaz, os
organismos devem ser metabolicamente ativos e devem produzir diferentes
enzimas necessarias para a biodegradacgao, processo este que pode ser executado
em condigdes aerdbicas ou de forma anaerdbica de acordo com a escolha do

microrganismo.

A degradagao mais rapida e completa da maioria de poluentes orgéanicos
ocorre sob condi¢cdes aerobicas. A Figura 1 mostra o principio fundamental da
degradagao aerodbica de hidrocarbonetos (FRITSCCHE; HOFRICHTER, 2000). O
ataque intracelular inicial de poluentes organicos € um processo oxidativo e a
ativacdo, bem como a incorporacdo de oxigénio € a reagcdo enzimatica chave,
catalisada por oxigenases e peroxidases. As vias de degradacao periféricas
convertem os poluentes organicos, passo a passo, em intermediarios do
metabolismo central, por exemplo, do ciclo intermediario do acido tricarboxilico
(Tricarboxylic Acid Cycle -TCA).
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A Biossintese de biomassa celular ocorre a partir dos metabdlitos
precursores centrais, por exemplo, acetil-CoA, succinato, piruvato. Os acucares
necessarios para varias biossintese e crescimento sdo sintetizados por
gliconeogénese (sintese de glicose a partir de nao-carboidratos) (DAS;
CHANDRAN, 2011).

A degradagdo de hidrocarbonetos de petroleo pode ser mediada por
sistema enzimatico especifico. Outros mecanismos envolvidos séo: (1) ligacdo de
células microbianas aos substratos e (2) producédo de biosurfactantes (HOMEL,
1990). O mecanismo de absorg¢ao relacionado a adesao de células a gotas de dleo
€ ainda desconhecido, mas a producao de biossurfactantes tem sido bem estudada
(DAS; CHANDRAN, 2011).

Figura 1: Principio da degradagao aerobica de hidrocarbonetos por
microrganismos (Fonte: DAS; CHANDRAN, 2011).
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Os processos de biodegradagao sao tipicamente ndo-lineares e variantes

no tempo. Para determinar a extensdo de um processo de degradacao, dados
10
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qualitativos e quantitativos de variaveis que caracterizam a dinamica do processo
devem ser monitorados, coletados, analisados e processados. Como muitas das
variaveis podem ser estimadas por meio de analises laboratoriais dispendiosas, um
minimo de variaveis representativas deve ser selecionado para modelagem e
caracterizagao do processo, tais como: temperatura, biomassa, pH, salinidade,
tensao superficial e atividade de emulsificacdo (BASTIN; DOCHAIN, 1990; HONDA
et al., 2000).

1.3.3.1 Temperatura
A temperatura € um importante fator fisico na biodegradagdo e tem um

papel importante na natureza e extensdo do metabolismo microbiano dos
hidrocarbonetos, porque afeta diretamente a quimica dos poluentes assim como
afeta a fisiologia e diversidade da microbiota. A temperatura afeta as taxas de
reagoes bioquimicas, as taxas de muitos deles dobram para cada 10°C de aumento
da temperatura, e acima de uma certa temperatura as células morrem. Em baixas
temperaturas, a viscosidade do Oleo aumenta enquanto a volatilidade dos
hidrocarbonetos téxicos de baixo peso molecular é reduzida, retardando o inicio da
biodegradagdo (ATLAS, 1995; MARGESIN; SCHINNER, 2001; VENOSA; ZHU,
2003; DAS; CHANDRAN, 2011, THAPA; KUMAR; GHIMIRE, 2012).

A biodegradacédo de hidrocarbonetos pode ocorrer em um intervalo amplo
de temperatura, entretanto a taxa de biodegradacao, geralmente, diminui com a
reducdo da temperatura. A biodisponibilidade e a solubilidade das substancias
hidrofédbicas menos soluveis, tais como os hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos
policiclicos, sdo dependentes da temperatura. As maiores taxas de degradacao,
normalmente, acontecem no intervalo de 30 a 40°C para solos, entre 20 e 30°C em
agua doce e entre 15 e 20°C em agua do mar (MARGESIN; SCHINNER, 2001;
DAS; CHANDRAN, 2011).

Os principais fatores que limitam a biodegradagéo de poluentes de petroleo
no mar sao as baixas temperaturas da agua, a escassez de nutrientes minerais
(especialmente nitrogénio e foésforo), o esgotamento do oxigénio dissolvido em
areas anteriormente nao poluidas, a escassez de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos e os componentes recalcitrantes e toxicos do 6leo (JAIN; BAJPAI,
2012).

11
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1.3.3.2 Biomassa

A biomassa tem uma fisiologia que pode influenciar os processos de
sor¢ao, em que as bactérias podem alterar as suas proteinas de superficie celular
em resposta ao meio ambiente, propiciando o crescimento de bactérias, em
diferentes meios e condigdes de crescimento, podendo ocasionar alteragées nas
propriedades superficiais (STRINGFELLOW; ALVAREZ-COHEN, 1999).

A viabilidade de cada processo de biodegradagdo depende da
concentracdo de biomassa, da densidade populacional e das atividades
enzimaticas microbianas, assim como da estrutura molecular, da concentragao do
contaminante, e do tipo de transformagao microbiana que ocorre (BOOPATHY,
2000).

O aumento da concentragao de biomassa € um dos principais fatores que
indicam a eficiéncia de um processo de biodegradacao de hidrocarbonetos, porque
o crescimento da biomassa microbiana resulta da utilizagao do hidrocarboneto pelo
microrganismo para se alimentar e se reproduzir, principalmente se o
hidrocarboneto é usado como unica fonte de carbono (DAS; CHANDRAN; 2011,
SONAWDEKAR, 2012; NIKOLOPOULOU et al., 2013).

Para Pereira Jr, Gomes; Soriano (2009), a producao de biossurfactantes
ou bioemulsificantes, que aumenta a taxa de consumo de substrato oleoso,
acarreta o aumento da taxa de biodegradagao e, consequentemente, da biomassa

microbiana.

1.3.3.3 pH (Potencial Hidrogeni6nico)

A presenga de microrganismos com capacidades metabodlicas adequadas
€ um requisito importante para manter a biodegradagao de hidrocarbonetos e as
taxas de crescimento dos microrganismos elevadas, mas para isto também é
necessario que sejam asseguradas: concentragcdes adequadas de oxigénio;
presenca de nutrientes e que o pH esteja em torno da neutralidade, pH = 7,0 (DAS;
CHANDRAN, 2011).

No processo de biorremedia¢do, a maioria dos microrganismos envolvidos
encontram o ambiente mais favoravel para o seu crescimento no pH que se situa
na faixa entre 6,0 e 8,0, ficando em torno de 7,0 o valor étimo, enquanto os fungos
s&o mais tolerantes a condic¢des acidas (PEREIRA JR; GOMES; SORIANO, 2009).

12
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A mineralizacdo de hidrocarboneto5s é favorecida por valores de pH
préximo ao neutro (entre 6,0 e 8,0), entretanto a biodegradagéo também ocorre em
aquiferos naturais com valores de pH entre 4,5 a 5,0 (MARGESIN; SCHINNER,
2001).

1.3.3.4 Salinidade

A salinidade € uma medida do "nivel de sal" na agua do mar. As medidas
de salinidade s&o obtidas por medi¢cdes da condutividade elétrica através da razéo
entre a condutividade da agua do mar e um material de referéncia IAPSO
(International Association for the Physical Sciences of the Oceans), tendo em vista
que a condutividade elétrica da agua do mar também é altamente dependente da

temperatura e tem uma ligeira dependéncia da presséo (PAWLOWICZ, 2013).

A biodegradacao de petrdleo € afetada pelas alteragbes de salinidade,
principalmente em ambientes estuarinos onde foi identificado como fator
importante, porque regulamenta as atividades microbianas, inclusive a
mineralizacdo de xenobidticos. Nestes ambientes, os organismos marinhos se
misturam com as formas de agua doce, afetando a populagdo microbiana, porque
0s organismos de agua doce podem sobreviver por longos periodos na agua do
mar, mas poucos conseguem se reproduzir, enquanto as espécies marinhas tém
faixa de salinidade ideal entre 2,5-3,5% e crescem pouco ou quase nada em
salinidade inferior a 1,5-2,0% (KERR; CAPONE, 1988; VENOSA; ZHU, 2003).

Segundo Pereira Jr, Gomes; Soriano (2009) a alta salinidade afeta
negativamente a atividade microbiana e os fungos resistem menos as condigbes
de alta salinidade do que as bactérias, ou seja, em ambientes costeiros, a

biorremediacao é afetada pela alta concentracao salina.

1.3.3.5 Tensao superficial

A tensdo superficial esta relacionada a contracdo da superficie de um
liquido que tem como tendéncia resistir a uma forga externa e € uma propriedade
fundamental que tem significante influéncia no estudo de processos de
biorremediacdo. O efeito observado é o de que o liquido tem uma for¢ca que traz
para o seu interior a sua superficie como uma membrana elastica esticada (BUSH,
2004).

13
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Os surfactantes sdo compostos que reduzem a energia livre do sistema,
substituindo as moléculas de massa de maior energia na interface e sdo usados
com o objetivo de reduzir as tensdes superficiais, aumentar a solubilidade, o poder
de detergéncia, a capacidade de absorgao de liquidos e a capacidade de formagao
de espuma, ou seja, todos os surfactantes tém uma propriedade comum que é a
reducdo da tensao superficial do liquido (ZHANG; MILLER, 1992; MULLIGAN,
2005).

O crescimento de microrganismos degradadores de petréleo ocorre quase
exclusivamente na interface 6leo-agua. Por esta razdo a area de superficie do 6leo
€ importante, porque a dispersédo de hidrocarbonetos na coluna de agua, na forma
de emulsdes de Oleo em agua aumenta a area de superficie do oleo, o que
proporciona uma maior facilidade para o ataque microbiano. A formacédo de
emulsdes de 6leo em agua, que permite 0 aumento da populagdo microbiana e a
producdo de biosurfactantes, € um processo importante na eliminagdo de
hidrocarbonetos por bactérias e fungos (VENOSA; ZHU, 2003).

1.3.3.6 Atividade de emulsificacdo

A emulsificacdo é caracterizada pela incorporacdo da agua ao Odleo,
formando um novo composto (mousse: emulsdao de d6leo em agua), que é
relativamente mais resistente a outros processos de intemperizacdo, porque
aumenta de duas a trés vezes o volume do composto que contém o dleo (mousse),
cuja composicao varia de 30 a 80% de agua, tem densidade préxima a da agua do
mar e forma tar balls — pelotas de 6leo (SOUZA, 2009).

Cirigliano e Carman (1984) verificaram que as culturas de Candida
lipolytica, quando cultivadas na presencga de substratos de carbono, imisciveis em
agua, produziam uma atividade de emulsificacao capaz de estabilizar emulsdes
Oleo-em-agua e que alguns microrganismos que tem a capacidade de utilizar
hidrocarbonetos também sdo capazes de emulsionar estes hidrocarbonetos

durante o processo de degradacdo dos mesmos.

O indicador indireto de atividade de emulsificagao permite a avaliagdo de
um processo de remediacdo ou de biorremediagdo, ou seja, ele € um dos

indicadores da efetividade de um surfactante ou de um biosurfactante produzido

14
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por bactérias, leveduras ou fungos em um processo de biorremediagcao (GRIFFIN,
1949; DAVIES, 1957).

1.3.4 Sistemas de Inferéncia Fuzzy (SIF) para processos de biorremediagao

Os processos biotecnolégicos de remediagcdo tém se tornado cada vez
mais uma alternativa viavel nos tratamentos de ambientes contaminados, onde se
incluem aguas superficiais ou subterraneas e solos, assim como efluentes
industriais em aterros ou areas de contengao por ser ecologicamente mais
adequado e eficaz em relagdo aos processos fisico-quimicos apenas (GAYLARDE
et al., 2005).

Os Sistemas de Inferéncia Fuzzy (SIF), por sua vez, tem a capacidade de
trabalhar com um grande numero de variaveis indiretas e de pouca precisdo em

problemas ambientais complexos (GHARIBI et al., 2012).

O uso de técnicas fuzzy permite a redugao de perdas de informacdes em
razao de sua capacidade de utilizagao de graus de pertinéncia para cada classe de
geo-objetos (GABRIEL FILHO et al., 2009).

1.3.4.1 Légica Fuzzy

A logica fuzzy (logica difusa ou légica nebulosa) foi sugerida por Zadeh
(1965) como uma ferramenta para a modelagem de sistemas, muito mais parecida
com o pensamento humano que os métodos analiticos anteriores. Ela une as areas
qualitativa e quantitativa da modelagem e foi desenvolvida para modelar sistemas
complexos sob condigdes incertas e imprecisas. Nas ultimas décadas, tem havido
um crescente interesse na aplicagao de logica fuzzy em modelagem e controle de
sistemas complexos, porque ela é conceitualmente facil de entender e € um método
bem sucedido para a modelagem de fungdes n&o-lineares baseadas em linguagem
natural. Os sistemas que foram desenvolvidos com base na légica fuzzy sao
capazes de confrontar com problemas ambientais complexos, tais como os efeitos
de indicadores sobre a qualidade da agua, onde um grande numero de indicadores
pode influenciar os resultados (YONGTING 1996; McBRATNEY; ODEH, 1997,
CHAU, 2006; LERMONTOV et al., 2009; RAHMANIAN et al., 2011; GHARIBI et al.,
2012; SEGUI et al., 2013; ZUNIGA; CASTILLA; AGUILAR, 2014).
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1.3.4.1.1 Conjuntos fuzzy

Segundo Tanscheit (2000), na teoria classica dos conjuntos quando se tem
um conjunto A em um universo X, os elementos do universo X podem pertencer ou

nao ao conjunto A e isto pode ser representado da seguinte forma:

1seesomentesex €A

fa (x) = { (1)

0 se e somentesex € A

Em um conjunto fuzzy é usada uma ampliacao desta defini¢cao, ou seja, em
lugar de uma dicotomia (pertencer ou n&o ao conjunto A), um numero pode assumir
qualquer valor no intervalo [0,1]. O conjunto fuzzy A é composto por pares
ordenados constituidos por um numero x no universo X e a sua respectiva fungéo

de pertinéncia

Wi :x=2[01], (2)

que pode ser descrito da seguinte forma:
A={ux)/x} xeX 3)

e quanto maior for a proximidade de Ua (x) de 1 (um) maior sera o grau de adeséo

(pertinéncia) de x em A, assim como o numero zero indica que nao existe
pertinéncia alguma em relagédo a x (ZADEH, 1965; TANSCHEIT, 2000).

A funcao de pertinéncia tem algumas semelhangas com uma fungao de
probabilidade quando X € um conjunto discreto (ou com uma fungéo de densidade
de probabilidade quando X é um processo continuo), mas existem diferencas
substanciais entre estes conceitos, porque um conjunto fuzzy é de natureza nao
estatistica (ZADEH, 1965).

1.3.4.1.2 Variaveis linguisticas

Os conjuntos fuzzy podem ser usados para representar variaveis
linguisticas, em que os valores sdo numeros fuzzy definidos em termos linguisticos,
ou seja, na logica fuzzy as variaveis linguisticas tém como conteudo os nomes de
conjuntos fuzzy. Podemos considerar, como exemplo, o pH, que € uma medida da
acidez ou alcalinidade de uma solugdo aquosa, uma variavel indireta muito usada
para verificar os niveis alcancados na biorremediacdo, como uma variavel

linguistica que pode assumir os seguintes valores: acida, neutra e alcalina. Os
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valores desta variavel podem ser descritos através de conjuntos fuzzy,
representados por fungdes de pertinéncia, de acordo com a figura 2 (TANSCHEIT
2000; ZUNIGA; CASTILLA; AGUILAR 2014), que descreve, no intervalo de

variagao considerado de 1 a 14), através da fungao triangular:

(1, x<a

a—x

P a <x<b
f(x,a,b,c) = A

xX—c

Py b <x<c

\1, xX=c

(4)

“n

o comportamento da variavel pH, onde o “pH = 1” (mais acido) representa o “a”, o

“pH = 7" (neutro) representa o “b” e 0 “pH = 14 (mais alcalino) representa o “c’.

Figura 2 — Funcao de Pertinéncia para a variavel pH
(Fonte: BIONDI NETO et al., 2006)

pertinéncia
ﬂ‘

1 | acido, --------------oo- neutro -----------eoe- ; alcalino

1.3.4.1.3 Definigbes e operagdes em conjuntos fuzzy

O conjunto fuzzy A, no universo X, é vazio se e somente se a sua fungao

de pertinéncia for igual zero para todo o universo X (TANSCHEIT 2000).

A=Q < u,(x)=0 Vx€X (5)
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A igualdade entre dois conjuntos fuzzy ( A=B ) ocorre se e somente se (.
(x) = Us (x) para todo x em X, o que, por simplificagdo, passaremos a escrever como
Ma = Us (ZADEH 1965).

O conjunto A’ é o complementar de um conjunto fuzzy A se e somente se
(ZADEH 1965)

pa=1-pa. (6)

O conjunto A &€ um subconjunto de B ou A esta contidoem B(A & B)se
e somente se (ZADEH 1965)

AC B < ui(x) < usx). (7)

A unido de dois conjuntos fuzzy A e B e as respectivas fungbes de
pertinéncia (.4 (x) e s (x) € um conjunto fuzzy C, escrito como C = A U B, em que a
funcéo de pertinéncia esta relacionada com as fungdes de pertinéncia de A e de B
(ZADEH 1965):

e (x) =Max [ (x), iz (x)], xeX (8)
ou

Me (x) = fa(x) v pus(x) 9)
ou

e (x) = p1a(x) + 1s(x) —pa(x) . 1s(x). (10)

A intersecado de dois conjuntos fuzzy A e B e as respectivas fungdes de
pertinéncia (.4 (x) e 15 (x) € um conjunto fuzzy C, escrito como C=A N B, em que a
funcao de pertinéncia esta relacionada com as fungdes de pertinéncia de A e de B
(ZADEH 1965):

fe @) =Min [its (), 5@)],  x€X (11)
ou

He @) = s () A s (x) (12)
ou

He @) = 1 (0) . s @). (13)

Por uma questao de generalizagao, também foram definidos os operadores
de base axiomatica, que tem por base os conceitos de norma triangular norma-t e
co-norma-t (ou norma-s) (ZADEH, 1965; TANSCHEIT, 2000; OSIRO; LIMA-
JUNIOR; CARPINETTI, 2014).
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o norma-t (operagao binaria > *): [0,1] x[0,1] | V x, ¥, z, w € [0,1] deve

satisfazer as seguintes propriedades:

. Comutatividade:
. Associatividade:

. Monotonicidade:

X*y=y*x
x*y)*z=x*(y* 2
sexsy,wsz,entdfox*wsy*z

. Condicbes de contorno: x*0=0 e x*1=x

(14)
(15)
(16)
(17)

o co-norma-t (operagao binaria > ¢ ): [0,1]x [0,1] | V¥ x, y, z, w € [0,1] deve

satisfazer as seguintes propriedades:

. Comutatividade:
. Associatividade:

. Monotonicidade:

. Condigbes de contorno: x© 0=0 e xX®&1=x

1.3.4.1.4 Propriedades

Xeéy=yeXx
xey)dz=xd(y® 2)

sexsy,wszentdoxdewsydz

(18)
(19)
(20)
21)

Ao serem usados 0s operadores max e min para a uniao e a intersegao

fuzzy, respectivamente, podem-se inferir as seguintes propriedades algébricas
(Quadro 2) para os conjuntos fuzzy (TANSCHEIT, 2000):

Quadro 2 — Propriedades algébricas para Conjuntos Fuzzy (Fonte: TANSCHEIT

2000)
N. | Propriedade
01 | Involucéo: Ay =A
N ANA=A
02 | Indempoténcia: {A UA=4A
- . (ANB=BnA
03 | Comutatividade: {A UB=B UA
e _ (AnNB)NC=ANn(B n0)
04 | Associatividade: {(A UB)UC=A4 U(B UC)
e _ ANn(BUC)=(ANB)UANC(C)
05 | Distributividade: {A UB NC)=(AUB) N(A UC)
. AN(AUB)=A
06 | Absorcao: {A U(ANB)=A
07 | Lei Transitiva: seACBeBCC=ACC
. _ (AnB) =A"UB
08 | Lei de Morgan: {(A UB)Y =4’ NB'
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1.3.4.1.5 Tipos de fungdes de pertinéncia

A representacdo de uma funcdo fuzzy de pertinéncia pode ser feita de
varias formas e as mais usuais sao: linear; curva Z; sigmoide; pi; beta; gaussiana;

trapezoidal e triangular, representadas na Quadro 3 (BIONDI NETO et al., 2006;
GARCIA et al., 2012).
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Quadro 3 — Funcdes de Pertinéncia (Adaptado de BIONDI NETO et al., 2006)
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1.3.4.1.6 Relagbes fuzzy

Nas relagdes fuzzy ocorre a generalizagao do conceito de relagdo, uma vez
que representam o grau da associacdo entre os elementos de dois ou mais
conjuntos fuzzy. Em termos formais, considerando dois universos X e Y, a relagao

fuzzy R é definida como uma fungéo de pertinéncia
tr (x)) €[0,1] | xEXeyE ¥

que da origem a um conjunto fuzzy que é o produto cartesiano de X por Y
(TANSCHEIT, 2000).

1.3.4.1.7 Proposigdes fuzzy

Tomando-se por base:
o as variaveis linguisticas x e y nos universos X e Y, respectivamente;
o 0s conjuntos fuzzy A e B nos universos X e Y, respectivamente;
o Proposicoes fuzzy: {x ?A
yeB
Usando “e” para conectar estas proposicoes teremos: (x € A) e (y é B); que
pode ser expressa por uma relagéo fuzzy Raes € a fungao de pertinéncia é expressa
por Ur (x,y) = Ua (X) * Us (y), 0 conectivo “e”, geralmente é representado pela norma-
t, enquanto o conectivo “ou” é representado pela co-norma-t. A declaracao

~ »”

condicional fuzzy “se-entdo” descreve a dependéncia do valor de uma variavel

linguistica em relagdo a outra, que também s&o denominadas como regras

linguisticas que podem ter a seguinte forma se x é A entdo y é B. Esta frase

também é conhecida como implicagdo e € representada pela relagdo Raiss e
expressa pela fungao de pertinéncia: Uass (X,y) = 5 (Ua (x), Us (¥)) (TANSCHEIT,
2000).

1.3.4.2 SIF (Sistema de Inferéncia Fuzzy)

Em geral, os sistemas de inferéncia fuzzy (SIF) envolvem trés grandes
passos: fuzificagdo (fun¢des de pertinéncia), inferéncia fuzzy (regras de inferéncia)
e defuzificagdo. Em um SIF, cada variavel ou entrada tem um dominio que é
chamado seu universo de discurso, e cada subconjunto neste espaco € expresso

por termo linguistico, tal como "baixo", "moderado” e "elevado”. As relagdes entre

as variaveis sao entéo definidas por regras se-entdo. Finalmente, um método de
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defuzificagdo é usado para encontrar o melhor valor crisp, em outras palavras, uma
variavel de saida fuzzy tem de ser convertida em um valor numérico, o que é feito
por defuzificagdo (ROSS, 2010; GHARIBI et al., 2012), ou seja, um SIF (Figura 3)
pode ser representado por quatro moédulos basicos (TANSCHEIT, 2000):

e Base de Conhecimento ou Regras: Conjunto de proposi¢des/regras geralmente
propostas por um especialista onde as variaveis antecedentes/consequentes

sdo variaveis linguisticas;

e Base de dados: Define as fungbes de pertinéncia dos conjuntos e realiza

operacoes de inferéncia a partir da base de regras montadas para o sistema;

o Fuzificacdo: Utilizam-se fungdes de pertinéncia estabelecidas inicialmente para
0 mapeamento das entradas em graus de pertinéncia para os conjuntos fuzzy

determinados para a variavel;

o Defuzificagdo: Retorna em valores crisp o resultado difuso obtido.
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Figura 3 — Sistema de Inferéncia Fuzzy (Fonte: TANSCHEIT, 2000).

fornecidas por especialistas ou
extraidas de dados numéricos

para ativar para fornecer a
as regras REGRAS : saida precisa
» FUZZIFICACAO ! | DEFUZZIFICACAO —>
Entradas 'y Salqa
precisas precisa
» INFERENCIA
conjuntos fuzzy conjunto fuzzy
de entrada = tereesessesessscsessscesssees s de saida

mapeia conjuntos fuzzy em conjuntos fuzzy
determina como as regras sdo ativadas e combinadas

A inferéncia pode ser definida como a passagem, através de regras validas, do

antecedente (SE) ao consequente (ENTAO) relacionados ao que esta se estudando

dentro de um universo de analise. Na logica fuzzy, a passagem ¢ feita através da
interacao, definidas nas regras de inferéncia, das variaveis linguisticas de entrada

(SE), que ira produzir um conjunto de dados de saida (ENTAQ). As regras sdo

aplicadas aos conjuntos fuzzy através das variaveis linguisticas e sdo obtidas

através das operagdes entre os conjuntos (GARCIA et al., 2012). A defuzificacéo é

a ultima etapa. A entrada para o processo de defuzzificagdo é o conjunto fuzzy de

saida agregado que engloba uma gama de valores de saida, que deve ser

defuzzificado para dar origem a um unico valor crisp que correspondera ao indice.

Neste estudo, sdo usados os métodos:

o “centroide”, que consiste na obtengdo do centro de gravidade do conjunto
consequente obtido pela composi¢céo das regras, para defuzzificar as saidas
(BIONDE NETO et al., 2006; SOROUSH, MOUSAVI, GHARECHAHI, 2011);

o “menor dos maximos”, que seleciona o valor correspondente ao menor valor de

pertinéncia entre os maximos;

25



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

o “média dos maximos”, que calcula o valor correspondente a média dos valores
de pertinéncia maximos;
o ‘“maior dos maximos”, que seleciona o valor correspondente ao maior valor de

pertinéncia entre os maximos (ROSS, 2010).

1.3.5 Indice de Qualidade Global

Segundo Whittaker et al. (2015), no ambito da avaliagdo do mercado, o
primeiro indice foi criado em 1707, quando uma cesta de bens de mercado foi
utilizada para comparar os pregos entre regides, enquanto o indice de pregos ao
consumidor remonta a 1823.

Os indices de qualidade podem ser usados como ferramentas para
monitorar a qualidade de uma determinada substancia ou processo de forma
simples e mais compreensivel para os gestores, politicos e tomadores de deciséo
(TZIRITIS; PANAGOPOULOS; ARAMPATZIS, 2014).

Um indice de qualidade deve se basear em avaliagcbes que utilizem
técnicas eficientes e de facil interpretacdo pelos usuarios. Para uma avaliacédo
precisa e robusta da qualidade de uma determinada substancia, é necessario a
utilizagdo de técnicas que envolvam um numero apropriado de parametros
associados as suas interagdes (GABRIEL FILHO et al.,, 2009; GHARIBI et al.,
2012).

Varios indices foram desenvolvidos para integrar os dados coletados sobre
a qualidade da agua, como o WQI (Water Quality Index) desenvolvido nos Estados
Unidos, que agrega apenas o0s aspectos quantitativos do que foi levantado
(SOROUSH MOUSAVI, GHARECHAHI, 2011).

Mesmo havendo indices baseados em outras técnicas, a logica fuzzy,
proposta por Zadeh (1965), incorpora a possibilidade de se trabalhar com dados
reais tanto no aspecto quantitativo quando qualitativo e se apresenta como
alternativa aos meétodos matematicos tradicionais, porque introduz variaveis
linguisticas, que possibilitam o tratamento das incertezas e a consideragdo dos
aspectos qualitativos. Os indices de qualidade estdo sendo cada vez mais
utilizados para fornecerem uma avaliacdo integrada do desenvolvimento de
aspectos ambientais € o acompanhamento de seus efeitos nos programas de
monitoramentos (ROVEDA et al., 2011).
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Para Pereira, Ocazionez e Tomaz (2012), os indices de qualidade de agua
(IQA) convencionais tem na incapacidade de lidar com a incerteza e a subjetividade
a sua deficiéncia mais critica, e dai surge a necessidade de serem utilizadas
técnicas mais apropriadas para gerenciar a importancia das variaveis de qualidade
da agua, de interpretacéo de limites aceitaveis para cada parametro e que o método
usado para integrar os diferentes parametros seja claro e objetivo. Neste contexto,
a logica fuzzy e os conjuntos fuzzy estdo sendo cada vez mais testados, como
metodologia alternativa, em problemas ambientais reais.

Os sistemas baseados em regras fuzzy constituem-se em alternativa eficaz
de obtencao de um eficiente IQA, porque ja foi usado com éxito para modelar, com
sucesso, sistemas dindmicos em outros campos da ciéncia e da engenharia. As
limitacbes, as complexidades dos modelos deterministicos e as aproximacgdes
presentes nos métodos tradicionais usados para calculo de indices de qualidade
serviram de motivagdo para o desenvolvimento de métodos que utilizam
inteligéncia artificial, como o Sistema de Inferéncia Fuzzy (SIF), que tem a
capacidade de integrar e representar valores imprecisos e vagos relativos a
qualidade de uma determinada substancia (LERMONTOV et al, 2009).

O Sistema de Inferéncia Fuzzy (SIF) é um instrumento que permite a
classificacdo de qualidade de uma substancia de forma eficaz com base em
informacgdes imprecisas. Um indice difuso (baseado na logica fuzzy), no intervalo
de 0 a 100, baseado em um SIF, pode ser proposto para avaliar a qualidade da
agua, dai pode-se inferir que pode ser usado também para verificar a qualidade de
um procedimento como a biorremediagao, avaliando alguns parametros indiretos
relativos as substancias apds a realizagao do referido procedimento (SOROUSH
MOUSAVI, GHARECHAHI, 2011).

27



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

Referéncias

ALBUQUERQUE, C. D. C., 2006. Processo de producéo de bioemulsificante por
Candida lipolytica: otimizagdo, ampliagdo de escala e desenvolvimento de
softsensor baseado em redes neurais artificiais. Campinas. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) - Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP, 340.

ALBUQUERQUE, C. D. C,, FILETI, A. M. F.; CAMPOS- TAKAKI, G. M. Optimizing
the medium components in bioemulsifiers production by Candida lipolytica with
response surface method. Canadian Journal of Microbiology, v.52, n. 6, p. 575-
583, 2006.

ALBUQUERQUE, C. D. C.; CAMPOS- TAKAKI, G. M.; FILETI, A. M. F. On-line
biomass estimation in biosurfactant production process by Candida lipolytica UCP
988. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology. v.35, p.1425-1433,
2008.

ALEXIEVA, Z.; GERGINOVA, M.; ZLATEVA, P.; MANASIEV, J.; IVANOVA, D,
DIMOVA, N. Monitoring of aromatic pollutants biodegradation. Biochemical
Engineering Journal, v. 40, p.233-240, 2008.

ARAUJO, A. M.; GONCALVES, C.; NASCIMENTO, E. M.; MOREIRA JR, J.; SILVA,
J. C.; OLIVEIRA, M. A,; BRISA, P.; PIRES, P. H.; MACHADO, E. C. Protocolo para
biorremediacao de aguas contaminadas por petroleo e derivados. E-xacta. Editora
UniBH. v. 7 n. 1, p. 55-63, 2014.

ATLAS, R.M. Bioremediation of petroleum pollutants. International
Biodeterioration and Biodegradation. v.35, p.317-327, 1995.

BAIRD, C.; CANN, M. Quimica Ambiental. (Trad.: GRASSI, M. T. et al). 4. Ed.
Bookman, Porto Alegre, RS. 2011.

BASTIN, G.; DOCHAIN, D. On-line estimation and adaptive control of bioreactors,
Elsevier, Amsterdam, 1990.

BENTO, F. M.; CAMARGO, F. A. O.; OKEKE, B. C.; FRANKENGERGER, W. T.
Comparative bioremediation of soils contaminated with diesel oil by natural

28



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

attenuation, biostimulation and bioaugmentation. Bioresource Technology, 96, p.
1049-1055, 2005.

BIONDI NETO, L.; COELHO, P, H. G.; AMARAL, J. L. M.; MELLO, M. H. C. S.
Minicurso de sistema especialista nebuloso. XXXVII Simpésio Brasileiro de
Pesquisa Operacional. Goiania, GO 2006.

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

BUSH, J. W. M. Surface tension module. Department of Mathematics, MIT. Lecture
1: The definition and scaling of surface tension. 2004.

CAOQ, X.; XIONG, Y.; LUND, J. The effects of micro-algae characteristics on the
bioremediation rate of Deepwater Horizon crude oil. Journal of Emerging
Investigators. Century High School, Rochester, MN, 17/jun/2013.

CHAU, K.W. A review on integration of artificial intelligence into water quality
modelling. Marine Pollution Bulletin. v.52, p.726-733, 2006.

CHEMLAL, R.; ABDI, N.; LOUNICI, H; DROUICHE, N.; MAMERI, N. Modeling and
qualitative study of diesel biodegradation using biopileprocess in sandy soil.
International Biodeterioration & Biodegradation, 78, p. 43-48, 2013

CIRIGLIANO, M. C.; CARMAN, G. M. Isolation of a bioemulsifier from Candida
lipolyticat. Applied and Environmental Microbiology, p. 747-750. 1984.

CETESB — Breve histéria do petroleo no Brasil e em Sao Paulo e principais
acidentes. Disponivel em:
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CB
0QFjAA&url=http%3A%2F %2Fwww.cetesb.sp.gov.br%2Fuserfiles%2Ffile%2Fem
ergencias-quimicas%2Fpanorama-
geral%2F3_Principais%2520Acidentes%2520n0%2520Brasil%2520.doc&ei=EADI
U6HHHgmMD8QHh-
4D4Bg&usg=AFQjCNES5AsFrCAJy3mYIE9naQkOWEBEC8Q&bvm=bv.72676100,d
.b2U&cad=rja

Acesso em Setembro de 2014.

COLLINS, C. H.; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Introdugdao a métodos
cromatograficos. Editora da UNICAMP. Campinas, SP 1997

29



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

CONNELL, D. W.; HAWKER, D. W.; WARNE, M. S. J.; VOWLES, P. P. Basic
Concepts of environmental chemistry. CRC Press LLC, Boca Raton, FL. 1997.

DAS, N.; CHANDRAN, P. Microbial degradation of petroleum hydrocarbon
contaminants: an overview. Biotechnology Research International, p.1-13, 2011.

DAVIES, J. T. A quantitative kinetic theory of emulsion type. |. Physical Chemistry
of the emulsifying agent. 2" International Congress Surface Activity.
Butterworths. London, 1957.

DINDAR, E.; SAGBAN, F. O. T. S.; BASKAYA, H. S. Bioremediation of Petroleum-
Contaminated Soil. J. BIOL. ENVIRON. SCI., 7(19), 39-47, 2013.

FRITSCHE, W., HOFRICHTER, M. Aerobic degradation by microorganism. In
Environmentql Process-Soil Decontamination. J.Klein Ed., p.146-155, Willey-VCH,
Weinhein, Germany. 2000.

GABRIEL FILHO, L. R. A.; CREMASCO, C. P.; GABRIEL, L. R. A.; ROMANINI, P.
A.; GABRIEL, J. E. F.; GABRIEL, L. R. A. Determinacéo das funcdes de pertinéncia
dos indices de qualidade da agua e de substancias tdxicas e organolépticas.
Colloquium Exactarum, v. 1, n. 1, p 46-55, 2009.

GARCIA, H. L., SILVA, V. L., MARQUES, L. P., GARCIA, C. A. B.,, CARVALHO, F.
O. Avaliagao da qualidade da agua utilizando a teoria fuzzy. SCIENTIA PLENA, v.
8,n.7,2012.

GAYLARDE, C. C.; BELLINASO, M. L.; MANFIO, G. P. Biorremediacao: aspectos
bioldgicos e técnicos da biorremediagao de xenobidticos, Biotecnologia Ciéncia
& Desenvolvimento, n. 34, p. 36-43, 2005.

GHARIBI,H.; SOWLAT,M.H.; MAHVI, AH.; MAHMOUDZADEH, H;
ARABALIBEIK, H.; KESHAVARZ, M.; KARIMZADEH,N.; HASSANI, G.
Development of a dairy cattle drinking water quality index (DCWQI) based on fuzzy
inference systems. Ecological Indicators, v.20, p.228-237, 2012.

GOGOI, B.K.; DUTTA, N.N.; GOSWAMI, P.; MOHAN, T.R.K. A case study of
bioremediation of petroleum-hydrocarbon contaminated soil at a crude oil spill site.
Adv EnvironRes; 7:767-82. 2003.

30



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

GRIFFIN, W. C. Classification of surface-active agents by “HLB”. Atlas Powder
Companny. Wilmington, Del. 1949.

HARAYAMA, S.; KISHIRA, H.; KASAY, Y., SHUTSUBO, K. Petroleum
biodegradation in marine environments. J. Molec. Microbiol. Biotechnol. 1(1):63-
70. 1999.

HARRIS, D. C. Andlise quimica quantitativa. Editora LTC — Livros Técnicos e
Cientificos. 8 ed. Rio de Janeiro 2012.

HENRIQUES, M. L. O. M. Otimizagéo de processo de biodegradagéo de 6leo diesel
por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar. Dissertacdo (Mestrado em
Desenvolvimento de Processos Ambientais) - UNICAP, 165. 2013

HENRIQUES, M. L. O. M.; SILVA, A. M., JARA, A. M. A. T., ANTUNES, A. A;
CAMPOS-TAKAKI, G. M.; ALBUQUERQUE, C. D. C., Bioemulsifier/biosurfactant
production by Candida lipolytica UCP 0988 in acid or alkaline seawater with low
oxygenation. In: IV International Conference on Environmental Industrial and
Applied Microbiology. Torremolinos, Malaga, Spain.14-16 September 2011. p.562.
2011.

HOMEL, R.K. Formation and phylogenic role of biosurfactants. Journal of Applied
Microbiology, v.89, n.1, 158-179, 1990.

HONDA, H.; KOBAYASHI, T. Fuzzy control of bioprocess in Japan. Biotechnology
Annual Review. v.5, p.1-23, 2000.

HOROWITZ, A.; GUTNICK, D. ROSENBERG, E. Sequential growth of bacterial on
crude oil. Applied Microbiology. v.30, p.10-19, 1975

JAIN, P. K.; BAJPAI, V. Biotechnology of bioremediation — a review. International
Journal of Environmental Sciences. Vol. 3, N. 1, p. 535-549. 2012.

KAYANI, A. L. T.; NAGA SIREESHA, G.; ADITYA, A. K. G.; GIRIJA SANKAR, G;;
PRABHAKAR, T. Production optimization of Rhamnolipid biosurfactant by
Streptomyces coelicoflavus (NBRC 15399T) using Plackett-Burman design.
European Journal of Biotechnology and Bioscience 1 (5): 07-13. 2014.

KERR, R. P.; CAPONE, D. G. The effect of salinity on the microbial mineralization

of two polycyclic aromatic hydrocarbons in estuarine sediments. Marine
Environmental Research 26, p. 181-198, 1988.

31



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

KING, P. J.; MAMDANI, E. H. The application of fuzzy control systems to
industrial processes. Automatica, v.13, p. 235-242, 1977.

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

LEE, Y.; WOO, S. G.; CHOI, E.; AHN, Y.; PARK, J.; LEE, M.; YANG, J. Bench-scale
ex situ diesel removal process using a biobarrier and surfactant flushing. Journal
of Industrial and Engineering Chemistry 18: 882-887. 2012

LERMONTOV, A.; YOKOYAMA, L.; LERMONTOV, M.; AUGUSTA, M., MACHADO,
S., River quality analysis using fuzzy water quality index: Ribeira do Iguape river
watershed, Brazil. Ecol. Indic. v.9, p.1188-1197, 2009.

LIU, C; LIU, H. Rhodococcus erythropolis strain NTU-1 efficiently degrades and
traps diesel and crude oil in batch and fed-batch bioreactors. Process
Biochemistry. Taipei, Taiwan. n. 46, p. 202-209, 2011.

LUNA, J. M.; RUFINO, R. D.; SARUBBO, L. A.; CAMPOS-TAKAKI, G. M.
Characterisation, surface  properties and biological activity of a
biosurfactantproduced from industrial waste by Candida sphaerica UCP0995 for
application inthe petroleum industry. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, n.
102, p 202-209. 2013.

MARQUES, R. T. M. Monitoramento do processo de atenuagao natural de um solo
contaminado com diesel comercial. Série Anais XVIII JIC UFSC. 2010

MARGESIN, R.; SCHINNER F. Efficiency of indigenous and inoculated cold-
adapted soil microorganisms for biodegradation of diesel oil in Alpine soils. Appl
Environ Microbiol; 63:2660—4. 1997.

MARGESIN, R.; SCHINNER F. Biodegradation and bioremediation of
hydrocarbonsin extreme environments. Appl Microbiol Biotechnol; 56:650—663.
2001.

McBRATNEY, A.B.; ODEH, I.O.A. Application of fuzzy in soil science: fuzzy logic,
fuzzy measurements and fuzzy decisions. Geoderma 77, p. 85-113. 1997.

32



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

McGENITY, T. J. Hydrocarbon biodegradation in intertidal wetland sediments.
Current Opinion in Biotechnology, 27:46-54, 2014

MESANIA, F. A.; JENNINGS, A. A. Modeling soil pile bioremediation.
Environmental Modelling & Software, v.15, p. 411-424, 2000.

MIRANDA, R. C.; SOUZA, C.S.; BARROS GOMES, E; LOVAGLIO,R.B.; CARLOS
EDISON LOPES, C.E.; SOUSA, M.F.V.Q., Biodegradation of diesel oil by yeasts
Isolated from the vicinity of Suape port in the state of Pernambuco — Brazil. Brazilian
archives of Biology and Technology, v.50, p.147-152, 2007.

MUKHERJI, S.; JAGADEVAN, S.; MOHAPATRA,G.; VIJAY, A.,. Biodegradation of
diesel oil by an Arabian Sea sediment culture isolated from the vicinity of an oil field.
Bioresource Technology, v.95, p.281-286, 2004.

MULLIGAN, C. N. Environmental applications for biosurfactants. Environmental
Pollution 133: 183-198. 2005

NIKOLOPOULOU, M., PASADAKIS, N. NORF, H. KALOGERAKIS, N. Enhanced
ex situ bioremediation of crude oil contaminated beach sand by supplementation
with nutrients and rhamnolipids. Marine Pollution Bulletin n. 77 p. 37—-44, 2013.

OSIRO, I., LIMA-JUNIOR, f. r., CARPINETTI, L. C. R. A fuzzy logic approach to
supplier evaluation for development. International Journal of Production
Economics, v. 153, p 95-112, 2014.

PAWLOWICZ, R. Key Physical Variables in the Ocean: Tempera Density. Nature
Education. 4(4):13 2013.

PEREIRA JUNIOR, N.; GOMES, E. B.; SORIANO, A. U. Biodegradagdo em
hidrocarbonetos. Séries em Biotecnologia, Rio de Janeiro, v. 3, n. 4, p.1-75, 2009.

PEREIRA, A. A.; OCAZIONES, C.; TOMAZ, C. Avaliagdao da qualidade da agua:
proposta de novo indice alicergado na logica fuzzy. Biosci. J., v. 28, n. 4, p. 667-677,
Uberlandia July/Aug. 2012.

PERSONNA, Y. R.; KING, T.; BOUFADEL, M. C., ZHANG, S.; KUSTKA, A.
Assessing weathered Endicott oil biodegradation in brackish water. Marine
Pollution Bulletin; 86, P. 102-110, 2014

33



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

PRINCE, R.C.; McFARLIN,K.M.; BUTLER, J.D.; ERIC J. FEBBO, E.J.; WANG,
F.C.Y.; NEDWED, T.J. The primary biodegradation of dispersed crude oil in the sea.
Chemosphere v. 90, p. 521-526, 2013.

RAHMANIAN, B.; PAKIZEH, M.; ESFANDYARI, M.; FAZLOLLAH, H; MASKOOKI,
A., 2011. Fuzzy modeling and simulation for lead removal using micellar-enhanced
ultrafiltration (MEUF). Journal of Hazardous Materials v. 192, p. 585-592, 2011

ROBARDS, K; HADDAD, P.R.; JACKSON, P.E. Principles and practice of modern
chromatographic methods. Academic Press Inc. San Diego, CA, 1997.

ROSA, A. J.; CARVALHO, R. S.; XAVIER, J. A. D. Engenharia de reservatorios
de petréleo. Ed Interciéncia. Rio de Janeiro, RJ, 2011.

ROSS, T. J. Fuzzy logic with engineering applications. Ed Wiley, 32 Edicao, 2010

ROVEDA, J. A. F.; ARASHIRO, L. T.; SILVERIO, J. M.; ROVEDA, S. R. M M,;
ROSA, A.H. indice fuzzy de qualidade das aguas brutas para fins de abastecimento
publico. UNESP- Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Engenharia Ambiental - Campus Sorocaba- SP. 2011.

SEGUI, X.; PUJOLASUS, E.; BETRO, S.; AGUEDA, A.; CASAL, J.; OCAMPO-
DUQUE, W.; RUDOLPH, |.; BARRA, R.; PAEZ, M.; BARON, E.; ELJARRAT, E;
BARCELO, D.; DARBRA, R. M. Fuzzy model for risk assessment of persistente
organic pollutants in aquatic ecosystems. Environmental Pollution v. 178, p. 23-
32, 2013.

SILVA, J. F. Biodegradagéo de querosene por Candida lipolytica UCP 0988 em
Agua do Mar. Dissertacdo (Mestrado em Desenvolvimento de Processos
Ambientais) - UNICAP, 180. 2012.

SILVA, J.F.; CAMPOS-TAKAKI, G.M.; ALBUQUERQUE, C.D.C., Kerosene
biodegradation and biosurfactant production in sea water by the haloalkalitolerant
yeast Candida lipolytica UCP 0988./n: IV International Conference on
Environmental Industrial and Applied Microbiology. Torremolinos, Malaga,
Spain.14-16 September 2011. p.562. 2011.

SONAWDEKAR, S. Bioremediation: A boon to hydrocarbon degradation.
International Journal of Environmental Sciences, Volume 2, No 4, 2012

SOARES, E. V.; SOARES, H. M. V. M. Cleanup of industrial effluents containing
heavy metals: a new opportunity of valorising the biomass produced by brewing
industry. Appl Microbiol Biotechnol 97:6667-6675, 2013

SOROUSH, F; MOUSAVI, S.F.; GHARECHAHI, A. A fuzzy industrial water quality

index: case study of Zayandehrud river system. UST, Transaction of Civil and
Environmental Engineering v. 35, No. C1, p. 131-136, 2011.

34



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

SOUZA, F. A. S. D.; SALGUEIRO, AA,; ALBUQUERQUE, C. D. C. Production of
bioemulsifiers by Yarrowia lipolytica in sea water using diesel oil as the carbon
source. Brazilian Journal of Chemical Engineering v. 29, n. 01, p. 61 - 67, 2012.

SOUZA, F.A.S.D. Biodegradacao de 6leo diesel em agua do mar. 2009.

STRINGFELLOW, W. T.; ALVAREZ-COHEN, L. Evaluating the relationship
between the sorption of PAHs to bacterial biomass and biodegradation. Wat. Res.
Vol. 33, No. 11, p. 2535-2544, 1999.

TACCARI, M..COMITINI, F.; CASUCCI, C.; CIANI.; M. Effects of biostimulation and
bioaugmentation on diesel removal and bacterialcommunity. International.
Biodeterioration & Biodegradation, n. 66. p. 39-46. 2012.

TANSCHEIT, R. Sistemas Fuzzy. Rio de Janeiro:DEE-PUC, 2000 35p.Apostila.

TENNYSON, M. E. Growth history of oil reserves in major California oil fields during
the twentieh century. Cap. H de Geologic, Engineering, and Assessment
Studies of Reserve Growth. U.S. Geological Survey Bulletin 2172-H Ed.
DYMAN, T.S., SCHMOKER, J.W., e VERMA MAHANDRA. 1998.

THAPA, B. KUMAR KC, A. GHIMIRE, A. A review on bioremediation of petroleum
hydrocarbon contaminants in soil. KATHMANDU UNIVERSITY JOURNAL OF
SCIENCE, ENGINEERING AND TECHNOLOGY VOL. 8, No. I, pp 164-170.
FEBRUARY, 2012

THOMAS, J. E. Fundamentos de engenharia de petréleo. Interciéncia. 2. Ed. Rio
de Janeiro. 2004.

TONINI, R. M. C. W. REZENDE, C. E. GRATIVOL, A. D. Degradagao e
biorremediagdo de compostos do petréleo por bactérias: revisdo. Oecologia
Australis. 14(4):1025-1035. Dezembro, 2010.

TZIMAS, E., GEORGAKAKI, A., GARCIA CORTES, C, PETEVES, S.D.; Enhanced
oil recovery using carbon dioxide in the european energy system. Report EUR
21895 EM. Institute for Energy. Petten, Netherlands. 2005.

TZIRITIS, E.; PANAGOPOULOS, A.; ARAMPATZIS, G. Development of an
operational index of water quality (PoS) as a versatile tool to assist groundwater

resources management and strategic planning. Journal of Hydrology, n. 517, p.
339-350. 2014.

35



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

US EPA (United States Environmental Protection Agency). Guidelines for the
Bioremediation of Marine shorelines and freshwater wetlands. 2001.

VENOSA, A. D.; ZHU, X. Biodegradation of crude oil contaminating marine
shorelines and freshwater wetlands. Spill Science & Technology Bulletin, Vol. 8,
No. 2, pp. 163-178, 2003.

WHITTAKER, G.; BARNHART, B.; FARE, R; GROSSKOPF, S. Application of index
number theory to the construction of a water quality index: Aggregated nutrient
loadings related to the areal extent of hypoxia in the northern Gulf of Mexico.
Ecological Indicators 49, p. 162-168, 2015.

WOLICKA, D., SUSZEK, A., BORKOWSKI, A., BIELECKA, A. Application of aerobic
microorganisms in bioremediation in situ of soil contaminated by petroleum
products. Bioresource Technology v.100, p.3221-3227. 2009.

YONGTING, C. Fuzzy quality and analysis on fuzzy probability. Fuzzy sets and
systems 83, p 283-290. 1996

ZADEH, L.A. Fuzzy sets. Inf. Control ., v.8, p.338-353, 1965.
ZADEH, L. A. A new direction in Al — toward a computational theory of perceptions,

Al Magazine 22 (1), p. 73-84, 2001

ZHANG, Y.; MILLER, R. M. Enhanced octadecane dispersion and biodegradation
by a Pseudomonas Rhamnolipid surfactant (biosurfactant). Applied and
Environmental Microbiology, Out. 1992, p. 3276-3282, 1992.

ZUNIGA, K. V., CASTILLA, I., AGUILAR, R. M. Using fuzzy logic to model the
behavior of residential electrical utility customers. Applied Energy, 115, p. 384-393,
2014.

36



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

Capitulo Il

37



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema

de Inferéncia Fuzzy.

Desenvolvimento de indice de Biodegradacio de
Hidrocarbonetos de Petroleo e Derivados em Agua do Mar

usando Logica Fuzzy

Gilson Goncalves de Vasconcelos', Rivaldo Cassimiro Jr'., Fabiane Seger?, Francisco Madeiro
2 2 2

Galba Maria de Campos Takaki'?, Clarissa Daisy da Costa Albuquerque"**

"Programa de Pés-Graduagio (Mestrado) em Desenvolvimento de Processos Ambientais, Universidade

Catodlica de Pernambuco, CEP:50050-900, Recife, Pernambuco, Brasil.

1
s

Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais, Universidade Catélica de Pernambuco, Universidade Catdlica

de Pernambuco, CEP:50050-590, Recife, Pernambuco, Brasil

38



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

Manuscrito a ser submetido ao Periddico Expert Systems with Applications

Resumo

Um indice fuzzy para avaliagdo da qualidade (baixissimo, baixo, médio, alto e altissimo) da
biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo e derivados em dgua do mar € proposto. O
indice combina informagdes de um indicador biologico - o rendimento do crescimento da
biomassa, de um indicador quimico - a variacdo do potencial hidrogenionico (pH) e de um
indicador fisico - a variagao da tensao superficial e fornece classificagdes quali e quantitativa
da biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo e derivados em dgua do mar, que podem
ser usadas para monitoramento, otimizacdo ¢ controle de processo. Para avaliar o
desempenho do indice, um estudo de caso de um processo de biodegradacao de dleo diesel
por Candida lipolytica UCP 0988 em dgua do mar foi conduzido, empregando dados de doze
ensaios de um planejamento fatorial completo 2°, tendo como variaveis independentes o pH
inicial, a concentracdo inicial de biomassa e a concentragao inicial de 6leo diesel e como
varidveis respostas a variagdo do pH, o rendimento da biomassa e a variacdo da tensdo
superficial. Os resultados obtidos foram consistentes com os esperados por especialistas e
validaram o uso do indice como ferramenta simples e eficaz para avaliagdo qualidade de
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo e derivados em agua do mar. O indice
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desenvolvido tem potencial de aplicagdo a processos de biodegradagdo de petrdleo e

derivados em rios, lagos e solos.

Palavras chaves: Sistema de inferéncia fuzzy, biorremediagdo, petroderivados, planejamento

de experimentos, monitoramento, otimizacao e controle de qualidade.

1. Introducao

A poluicao de oceanos e mares por petroleo e derivados ¢ uma preocupagao mundial. A
biorremediagao tem desempenhado um importante papel no tratamento de contaminagao por
hidrocarbonetos, uma vez que ¢ mais eficiente ¢ econdomica que os métodos fisicos e
quimicos € menos poluente que os métodos quimicos (Atlas e Bartha, 1972; Bao et al., 2012;
Beolchini et al., 2010; Brakstad e Lodegen; 2005, Wang et al., 2011).

Um grande nimero de géneros bacterianos e flngicos possui a capacidade de degradar
compostos orginicos poluentes. A biodegradacdo ¢ definida como a reducdo da
complexidade de compostos quimicos, catalisada biologicamente (Alexander, 1994).
Baseia-se em dois processos: crescimento e co-metabolismo. No crescimento, um poluente
organico ¢ utilizado como unica fonte de carbono e energia. Este processo resulta em uma
degradagdo completa (mineraliza¢do) de poluentes organicos. Co-metabolismo ¢ definido
como o metabolismo de um composto organico na presenca de um substrato de crescimento
que ¢ utilizado como fonte priméria de carbono e energia. A mais rapida e completa
degradacao, da maioria dos poluentes, ¢ realizada em condi¢des aerdbicas (Fritsche e
Hofrichter, 2005).

Os microrganismos degradadores de poluentes orgéanicos predominantes na zona de areas
contaminadas sdo espécies quimio-organotréficas, que sdo capazes de usar um grande

nimero de recursos naturais € compostos xenobioticos como fontes de carbono e como
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doadores de elétrons para a geragdo de energia. Embora muitos microrganismos sejam
capazes de metabolizar poluentes organicos, uma Unica espécie microbiana nao possui
capacidade enzimadtica para degradar todos, ou mesmo, a maior parte dos compostos
organicos em um ambiente poluido. Comunidades microbianas mistas tem um maior
potencial biodegradativo, porque informagdo genética de mais de um microrganismo ¢
necessaria para degradar as misturas complexas de compostos organicos presentes em areas
contaminadas. O potencial genético e certos fatores ambientais, tais como temperatura, pH
e fontes disponiveis de nitrogénio e fésforo, por conseguinte, parecem determinar a taxa e a
extensao da degradacao (Atlas e Bartha, 1972; Das e Chandran, 2011; Fritsche e Hofrichter,
2005).

A qualidade da biodegradacao de hidrocarbonetos € um parametro intrinseco ao ambiente
da contaminagdo, podendo ser definido através da avaliagdo e composi¢do de diversas
qualidades relacionadas com diferentes varidveis fisicas, quimicas e bioldgicas componentes
do processo (Atlas e Bartha, 1972; Vismara, 1995; Enea e Salemi, 2001).

Para determinar a qualidade e a extensdo de um processo de degradagdo, dados
qualitativos e quantitativos de variaveis que caracterizam a dindmica do processo devem ser
monitorados, coletados, analisados e processados. Como muitas das variaveis s6 podem ser
estimadas por meio de andlises laboratoriais dispendiosas, um minimo de varidveis
representativas deve ser selecionado para modelagem e caracteriza¢ao do processo (Bastin
e Dochain, 1990; Honda e Kobayashi, 2000; Alexieva et al., 2008).

A concentracdo de biomassa, o pH, a tensdo superficial, a atividade de emulsificagdo, a
atividade enzimatica e a concentragdo de gas carbonico encontram-se entre as variaveis mais
usadas no monitoramento de processos de biodegradagdo devido a simplicidade, eficiéncia
e custo de suas determinagdes analiticas (Bao et al., 2012; Gomes et al., 2009; Khorasani et

al., 2014; Mariano et al., 2008; Miranda et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Morais e
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Tornisielo, 2009; Pirollo et al., 2008; Souza et al., 2012). O monitoramento da extensao e
da eficiéncia da biodegradagdo pode também ser realizado por meio de determinagdes
analiticas mais complexas e com custo e efetividade superiores, como as analises usando
cromatografos acoplados a detector de ionizacdo de chama e/ou a espectrdmetro de massa
(Bao et al., 2012; Gomes et al., 2009, Kaczoreck et al., 2010, Kumari e Abrahan., 2011;
Mariano et al., 2008; Mukherji et al., 2004; Whang et al., 2009). Por maior que seja a
sofisticacdo instrumental das determinagdes analiticas destas e de outras variaveis
envolvidas em bioprocessos, a incerteza nao pode ser evitada, devendo ser cuidadosamente
analisada para que se possa explicar sua real contribui¢do no processo investigado.

Devido a imprecisdo inerente das determinagdes analiticas de varidveis de bioprocesssos
e da frequente falta de informagdes quantitativas, a teoria fuzzy fornece uma abordagem Ttil
para avaliagdo de qualidade de processos de biodegradacdo de petréleo e derivados. De
acordo com Zadeh (1965) um dos principais objetivos da légica fuzzy ¢é a
formalizagdo/mecanizacdo da notavel habilidade humana para tomar decisdes em um
ambiente de imprecisdo, incerteza, parcialidade de informagao e parcialidade de verdade. A
teoria fuzzy ¢ uma das teorias de incerteza que abandona a logica aristotélica (Zadeh, 1965)
dos dois valores (0 para verdade absoluta ou 1 para falsidade absoluta) e define conjuntos
fuzzy como aqueles cujos limites ndo sdo precisos mas difusos, ou seja, cujo graus de
pertinéncia ou verdade variam continuamente de 0, para falsidade absoluta, a 1, para verdade
absoluta.

Para serem analisadas as descri¢des de variagdes espaciais € temporais de processos de
biodegrada¢do de hidrocarbonetos devem envolver multiplos parametros. Entretanto,
mesmo que varidveis como concentracdo de biomassa, pH e tensdo superficial sejam
utilizadas, individual ou conjuntamente, para monitoramento e analise da qualidade de

processos de biodegradagdo, ndo ha registro na literatura consultada de proposta e/ou
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desenvolvimento de indice(s) de classificagdo da qualidade/estado de processos de
biodegrada¢do de hidrocarbonetos, envolvendo, simultaneamente duas ou mais destas
variaveis. Neste tipo de processo, abordagens estatisticas classicas sdo dificeis de serem
usadas para constru¢do de indices de qualidade global de processos de biodegradacao, desde
que estes indices devem representar uma qualificacdo descritiva ou numérica resultante da
integracdo de diferentes tipos de varidveis fisicas, quimicas e bioldgicas, que sdo
frequentemente expressos em unidades ndo comparaveis.

A modelagem fuzzy ¢ uma das mais poderosas técnicas para estimar relagdes de entrada
e saida em sistemas ndo-lineares complexos (Sadiq ef al., 2004). Os modelos baseados em
logica fuzzy tornam-se apropriados para lidar com bases de conhecimentos que resultam da
caracterizagdo de sistemas naturais heterogéneos e complexos. A abordagem fuzzy permite
tratar com a heterogeneidade, ambiguidade e incertezas das propriedades microbianas. O
interesse no raciocinio fuzzy reflete a constatacdo crescente de que métodos classicos de
avaliagdo — baseado sobre modelos 16gicos booleanos de classes mutuamente exclusivas —
falham para incorporar a natureza inexata de muitas fontes de dados (Burrough, 1989;
Tscherko et al., 2007). Métodos de classificagdo fuzzy tém sido usados com sucesso na
construcao de indices de qualidade de 4gua (Lermontov et al., 2009; Gharibi et al., 2012;
Mourhir et al., 2014), indice de qualidade solo (Tscherko et al., 2007) e de indices de
classificagdo de riscos (Segui et al., 2013; Sadiq e Husain, 2005) e impactos ambientais
(Enea e Salemi, 2001). No presente trabalho, um sistema de inferéncia fuzzy foi usado para
desenvolver um indice simples, eficaz e econdmico para avaliar a qualidade global da
biodegrada¢ao de hidrocarbonetos de petroleo e derivados, porque as variaveis usadas nao
dependem de equipamentos sofisticados para sua obtencdo e sdo as mais usadas no
monitoramento da biodegradagdo de hidrocarbonetos. A proposta do indice, denominado

IBDHCAM f1. A validagao preliminar do mesmo foi realizada por especialistas, através da
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analise de resultados da aplicagdo do indice para avaliagdo da qualidade de ensaios de
planejamentos experimentais de processos de biodegradagdo de 6leo diesel por Candida
lipolytica UCP 0988 em a4gua do mar, abrangendo um largo intervalo de condigdes
experimentais e de niveis de degradagao.

2. Materiais e métodos

2.1 Sistemas de Inferéncia Fuzzzy (SIF)

A logica fuzzy (logica difusa ou logica nebulosa) foi proposta por Zadeh (1965) como
uma ferramenta para a modelagem de sistemas, muito mais parecida com o pensamento
humano que os métodos analiticos anteriores. Ela une as areas qualitativa e quantitativa da
modelagem e foi desenvolvida para modelar sistemas complexos sob condi¢des incertas e
imprecisas (Gharibi et al., 2012). A logica fuzzy ¢ um tipo de l6gica multi-valorada capaz
de lidar com a incerteza e a imprecisao de conhecimentos ¢ dados e € uma alternativa a
logica aristotélica (Segui et al., 2013). Zadeh (1965) introduziu o conceito em que niimeros
sdo associados a variaveis para representar incertezas. Um nimero fuzzy descreve a relagdo
entre uma quantidade incerta x e uma fungao de pertinéncia que varia entre 0 e 1 (Sadiq et
al., 2004; Rahmanian et al., 2011).

Inferéncia fuzzy € o processo de mapeamento de uma dada entrada em uma saida usando
logica fuzzy.. O processo de inferéncia fuzzy envolve trés importantes conceitos: fungdes de
pertinéncia, operagdes logicas e regras de inferéncia (Zadeh, 1965; Carbajal-Hernandez et
al., 2012). A forma mais comum de implementar a logica fuzzy € através de sistemas de

inferéncia fuzzy.
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Em geral, um sistema de inferéncia Mamdani envolve as seguintes etapas: fuzificacao,
avaliagdo de regras de inferéncia e defuzificagdo. A fuzificacdo corresponde a transformagao
dos dados de entrada iniciais em suas respectivas variaveis linguisticas. O objetivo da
inferéncia ¢ relacionar as variaveis entre si, através de regras pré-estabelecidas, do tipo
se(agregacdo)-entdo(composicao). Esta etapa envolve a defini¢do das proposicoes, a analise
das regras ¢ a criagdo da regido resultante. A defuzificacdo corresponde a transformagao dos
resultados linguisticos em um valor crisp (valor numérico preciso). Os métodos mais
utilizados para defuzificagdo das saidas sdo: (i) o menor dos maximos — smallest of maxima
ou som - que seleciona o valor correspondente ao menor valor de pertinéncia entre os
maximos; (ii) a média dos méaximos — mean of maxima or mom — que calcula o valor
correspondente a média dos valores de pertinéncia maximos; (iii) o0 maior dos maximos —
largest of maxima ou lom — que seleciona o valor correspondente ao maior valor de
pertinéncia entre os maximos e (iv) o centroide — centroid — que calcula o centro de
gravidade da éarea sob as funcdes de pertinéncia combinadas. Maiores detalhes sobre

fundamentos teoricos e aplicagdes de logica fuzzy podem ser obtidos em Ross (2010).

2.2. Desenvolvimento de Indice de Qualidade para Biodegradagdo de Hidrocarbonetos

As principais etapas do desenvolvimento do indice fuzzy de biodegradacdo de

hidrocarbonetos de petroleo e derivados em agua do mar (IBDHCAM f1) encontram-se

descritas a seguir:

2.2.1 Criteérios de sele¢do e importancia das variaveis de entrada
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Considerando que um indice de biodegradagcdo de hidrocarbonetos deve representar de
forma simples, eficaz e confiavel, a qualidade da biodegradagcdo em um determinado tempo
e espago - usando um numero suficiente e representativo de varidveis fisicas, quimicas e
bioldgicas - selecionou-se o rendimento do crescimento microbiano (RBio) e as variagdes
relativas percentuais do potencial hidrogenionico (dpH) e da tensdo superficial (dTS) como
entradas para o SIF_ IBDHCAM f1 (Fig.1). Na sele¢@o das referidas variadveis considerou-
se também o fato de elas serem frequentemente citadas pela literatura como indicadores
indiretos de processos de biodegradagdo de hidrocarbonetos. O tempo e o custo das
determinagdes analiticas destas varidveis foram também determinantes na selecdo das
mesmas.

A conversao de substrato em biomassa reflete o rendimento do crescimento microbiano
relativamente ao substrato limitante (fonte de carbono e energia) usado para biossintese
celular e este ¢ determinado calculando o quociente entre a biomassa total formada na fase
estacionaria e a massa de substrato limitante utilizada. O substrato limitante (petroleo e
derivados) ¢ usado para biossintese do material celular (crescimento) e para producdo de
energia de manuten¢do. A concentragdo do substrato limitante influencia a taxa especifica
de crescimento microbiano. A taxa de crescimento depende do potencial genético do
microrganismo, da composicdo do meio de cultura e das condigdes de crescimento
(temperatura, pH, disponibilidade de 4dgua, disponibilidade de oxigénio-). Em situagdes de
indisponibilidade ou baixa disponibilidade (concentrag¢des baixas) da fonte de carbono, tanto
a taxa de crescimento quanto o rendimento do crescimento sdo afetados. Para uma dada
estirpe microbiana, o fator de rendimento em ATP; depende das condigdes ambientais; e €
uma medida da eficiéncia com que a célula utiliza para crescimento (i.e, sintese de nova
biomassa) a energia que produz. Pode ser calculado como o quociente entre a biomassa

produzida e a energia de manutencdo, em moles de ATP, gasta para renovagdo de
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macromoléculas (proteinas, RNA), expulsdo ativa de metabdlitos toxicos, manutencao de
gradiente eletroquimicos de ions e do pH intracelular em niveis 6timos. Quanto mais
afastadas das condic¢des 6timas, maiores sao os gastos de energia para manutencao (Madigan
etal.,2010).

O pH ¢ um fator quimico que afeta diretamente a atividade microbiana, devido aos efeitos
dos ions H+ na permeabilidade celular e na atividade enzimatica, e, indiretamente, pela
influéncia na disponibilidade de macro e micronutrientes e na solubilidade do aluminio e
demais metais pesados, que podem ser toxicos aos microrganismos (Jacques et al., 2007). A
variagdo de pH, normalmente, esta relacionada com a produgao/inibi¢do de acidos organicos
como produtos intermedidrios do(s) processo(s) de biodegradagdo de petrdleo e derivados
(Miranda et al., 2007; Araujo et al., 2014).

A reducdo da tensdo superficial facilita a atuacdo dos microrganismos no consumo dos
hidrocarbonetos, aumentando as atividades de biorremediacao/biodegradacio (Bush, 2004;
Zhang e Miller, 1992; Mulligan, 2005; Venosa e¢ Zhu, 2003). Os biossurfactantes sao
metabolitos produzidos por uma grande variedade de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos e possuem caracteristicas de detergéncia, emulsifica¢do, solubilizagdo,
diminuicao da tensdo superficial e interfacial e dispersdo de fases (Desai e Banat, 1997; Ron
e Rosenberg, 2001; Nitschke e Pastore, 2002; Pacwa-Plociniczak et al., 2011). Estes
produtos alteram a hidrofobicidade e aumentam a dispersdo de compostos imisciveis em
agua, aumentando a degradagdo microbiana. (Ron e Rosenberg, 2001; Mariano et al., 2007,

Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

2.2.2 Fuzificagdo
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A fuzificagdo das variaveis linguisticas de entrada e saida ¢ feita através de conjuntos
fuzzy e fungdes de pertinéncia. As varidveis RBio, dpH, dTS foram definidas por cinco
conjuntos fuzzy, associados a funcdes de pertinéncias triangulares e expressos pelos
seguintes termos linguisticos: baixissima, baixa, média, alta e altissima. A varidvel
IBDHCAM f1 também foi definida por cinco conjuntos fuzzy, associados a funcdes de
pertinéncias triangulares, expressos pelos termos linguisticos baixissimo, baixo, médio, alto
e altissimo. As fungdes de pertinéncias triangulares das variaveis RBio, dpH, dTS e
IBDHCAM f1 estdo ilustradas nas Figs. 2 e 3 e foram construidas usando os parametros a,

b e c especificados na Tabela 1.

2.2.3 Construgdo e avaliagdo das regras de inferéncia

As regras fuzzy consistem em argumentos expressos como numeros fuzzy indicando
possiveis valores de varidveis de entrada. As respostas das regras sdo as possiveis
classificagdes de qualidade da biodegradacao (Tscherko et al., 2007). A quantidade ¢ a
qualidade das regras de inferéncia determinam o desempenho e a robustez do SIF. O niimero
total de regras requeridas para modelar um SIF é m", sendo m o numero de varidveis
linguisticas de entrada ¢ n o nimero de termos linguisticos (Mourhir et al., 2014). No
presente trabalho, 125 regras de inferéncia baseadas no conhecimento e na experiéncia de
especialistas em processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos foram estabelecidas
(Anexo 1). Cada regra traduz o julgamento dos especialistas expresso em termos
linguisticos, sendo, portanto, um fator de ponderacao qualitativo e subjetivo (Lermontov et
al., 2009). Convém ressaltar que os niumeros de variaveis e de termos linguisticos do
SIF_ IBDHCAM-f1 foram especificados - seguindo o principio da parciménia (Lark, 2001)

- que recomenda o desenvolvimento do modelo mais simples capaz de fornecer uma
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descricao adequada das principais caracteristicas dos dados. A saida de cada regra fuzzy foi

calculada usando o operador fuzzy de interse¢do (AND).

2.2.4 Agregagdo

A entrada do processo de agregagao ¢ uma lista de fungdes de saida truncadas retornada
por cada regra. A saida do processso de agregagao ¢ uma fun¢do de pertinéncia fiizzy que
tem de ser defuzificada (Ross, 2010; Ocampo et al., 2006; Carbajal-Hernandez et al., 2012).
O procedimento de agregagdo usa o operador fuzzy OR para fazer a unido de todas as saidas

truncadas.

2.2.5 Defuzifica¢do

Os quatro métodos de defuzificacdo mais citados na literatura, som, mom, lom e centroid
foram usados para defuzificar as saidas do SIF_ IBDHCAM fl. A entrada para o processo
de dezufizicacdo foi obtida por agregagdo, usando unido fuzzy, de todas as contribui¢des de
regras individuais, sendo a saida um valor numérico preciso para o IBDHCAM fl1, no

intervalo entre 0 e 1

2.2.6 Ambientes de Desenvolvimento Integrado (ADI) Técnico-Cientifico

O IBDHCAM f1 foi desenvolvido e executado no ADI Matlab® R2010a, versao
7.10.0.499 (The MathWork™, USA) usando o Fuzzy Logic Optimization Toolbox. As

analises e graficos estatisticos foram realizados usando o Statistica versdo 8 (StatsoftInc.,

USA).

2.3. Avaliagdo do desempenho do IBDHCAM {1
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Para avaliar o desempenho do IBDHCAM _f1 um estudo de caso foi conduzido com dados

de planejamento experimental de processo de biodegradacao de dleo diesel em agua do mar.

Estudo de Caso

Doze ensaios de processo de biodegradacao de oleo diesel por Candida lipolytica
UCP 0988 em 4gua do mar foram avaliados usando o IBDHCAM fl. Foram utilizados
como parametros de entrada para as fungdes de pertinéncia do SIF_ IBDHCAM {15 dados
de rendimento de biomassa, variagdo de pH e variacdo de tensdo superficial obtidos a
partir de resultados de planejamento fatorial completo 23, com 4 repeti¢des no ponto central,
para investigar os efeitos e as interagdes do pH, da concentragdo celular inicial (indculo) e
do volume inicial de 6leo diesel sobre variagdes de concentracdo de biomassa, pH e tenso
superficial de cultivos livres de células de Candida lipolytica UCP 0988. Os experimentos
do planejamento fatorial foram realizados a 28°C e 200 rpm, durante 120 horas, em
Erlemeyer de 500 mL, com volume util de 250 mL, contendo agua do mar estéril,
suplementada com sulfato de amdnio e fosfato monobésico de potassio. Nas condigdes, a
levedura C.lipolytica UCP 0988 revelou comportamento halo-acido tolerante, apresentando
habilidade de utilizar 6leo diesel em concentragdes de 10, 30 ou 50% (v/v) em agua do mar

hipersalina (salinidade superior a 35%o), acida (pH 5 e 3) ou extremamente acida (pH 1).

3. Resultados e Discussao

Devido ao pioneirismo do IBDHCAM f1, sua validagdo s6 pode ser feita através de sua

aplicagdo eficaz na classificagdo da qualidade de ensaios de processos reais de
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biodegrada¢do petrdleo e derivados em agua do mar e pela obtengdo de resultados
consistentes respaldados pela experiéncia de especialistas e/ou pela literatura. Um indice de
biodegradacao - para ser util para monitoramento e tomada de decisdes - deve sintetizar, em
um unico numero, informag¢des de um numero suficiente de varidveis significativas do
processo. Nas tabelas 2 e 3 s3o apresentados, respectivamente, os resultados quantitativos e
qualitativos da aplicagdo do IBDHCAM _f1 para avaliar os estados da biodegradagdo de dleo
diesel nos 12 ensaios do planejamento experimental, realizado por Seger et al. (2013).

Para cada ensaio experimental, valores percentuais do rendimento de biomassa, da
variagdo de pH e da variacdo de tensdo superficial foram usados como entradas para o
SIF_IBDHCAM f1. Apos a fuzificagdo das variaveis linguisticas de entrada e de saida e do
processo de inferéncia usando 125 regras proposta por especialistas, os conjuntos fuzzy
resultantes foram defuzificados, para obter o IBDHCAM-f1, usando os métodos som, mom,
lom e centroid.

Como pode ser observado os valores do IBDHCAM-f1 fornecidos pelos métodos mom e
centroid ndo apresentam diferenga estatisticamente significativa entre si, nem em relagdo a
média dos quatro métodos. Na literatura geralmente se utiliza apenas um dos quatro métodos,
sendo o método do centroid o mais popular (Gharibi et al., 2012; Rhamanian et al., 2011;
Ross, 2010; Segui et al., 2013). Entretanto, este método calcula o centro da area sob a curva
da fungdo fuzzy de saida, e seu escore restringe o resultado de saida do centro de baixissimo
(3.0) e do centro de altissimo (97), sendo necessario normalizar o resultado de saida
(Carbajal-Hernandez et al., 2012). Portanto, no presente trabalho, sugere-se que os valores
calculados usando os métodos som, mom e lom, sejam usados como limites fuzzy do indice
IBDHCAM-f1.

A andlise dos resultados quantitativos e qualitativos do IBDHCAM-f1 apresentados nas

tabelas 2 e 3 mostram que : (i) usando som - cerca de 50% dos ensaios apresentou estado
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de biodegradacdo médio, cerca de 8,3% apresentou estado de biodegradagio baixo/médio,
cerca de 8,3% apresentou estado de biodegradagdo baixo e cerca de 33,3% dos ensaios
apresentou estado de biodegradagdo baixissimo; (ii) usando mom - cerca de 58,3% dos
ensaios apresentou estado de biodegradacio médio, cerca de 41,7% dos ensaios
apresentou estado de biodegradacio baixo e (iii) usando lom - cerca de 8,3% dos ensaios
apresentou estado de biodegradacio médio/alto, cerca de 50% dos ensaios apresentou
estado de biodegradacio médio, cerca de 25% dos ensaios apresentou estado de
biodegradagio médio/baixo, cerca de 83% dos ensaios apresentou estado de

biodegradagdo baixo/médio e cerca de 8,3% dos ensaios apresentou estado de

biodegradagao baixo. Os escores quantitativos do IBDHCAM-f1 (Tabela 2) revelam de
forma simples, clara, objetiva e econdmica, os diferentes estados dos ensaios de
biodegradagao, podendo ser usados para monitorar e comparar a qualidade da biodegradacao
dos ensaios do planejamento, interna e externamente ao longo do tempo.

Os valores obtidos para o IBDHCAM-f1, usando o método de defuzificacdo som sdo os
mais rigorosos € os que melhor refletem a opinido dos especialistas sobre os estados de
biodegradacdo dos 12 ensaios analisados. Dos quatro métodos de defuzificagdo, dos
resultados dos 12 ensaios do planejamento, sdo apresentados a seguir apenas os resultados
do ensaio 4, pois 0 mesmo apresentou o maior rendimento de biomassa, ou seja, maior
coeficiente de conversao de 6leo diesel (substrato) em biomassa, acompanhado de variagdes
de pH e de tensdo superficial significativas, obtendo o maior IBDHCAM fl usando o
método som.

Na Fig. 4 encontram-se ilustradas as superficies de regras do modelo fuzzy para o
IBDHCAM f1 (usando som) em fun¢do de: (a) rendimento de biomassa e variagdao de pH,

(b) rendimento de biomassa ¢ variagcdo de tensao superficial e (¢) variagao de pH e variacao
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de tensdo superficial. As superficies de resposta mostram como as mudangas nas diferentes

varidveis de entrada e correspondentes interagdes afetam os valores do IBDHCAM fl.
Na Fig. 5 sdo apresentadas telas da interface do editor de regras do toolbox de

logica fuzzy do Matlab com: (i) as regras de 1 a 30 (Fig.5a) e de 97 a 125 (Fig.5b) da base
de regras, (i) o IBDHCAM fl defuzificado pelo método som (quarta coluna da linha
anterior a Regra 1 da Fig. 5a e quarta coluna da linha posterior a regra 125 da Fig. 5b) apos
a aplicacao das 125 regras da base as varidveis RBio, dpH e dTS do ensaio 4 e também as
saidas fuzificadas de cada regra (quarta coluna da Fig.5).

Para avaliar os efeitos do pH inicial, da concentragdao inicial de biomassa ¢ da
concentragdo inicial de 6leo diesel sobre a biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo e
derivados em 4agua do mar, analisou-se o planejamento fatorial 2* executado por Seger
(2013) usando como varidvel resposta o IBDHCAM {1 (defuzificado pelo método som).

A utilizacdo do IBDHCAM f1 como variavel resposta reflete muito melhor o estado geral
e a complexidade dos ensaios de biodegradacdo do planejamento que as variaveis respostas
- pH final, tensdo superficial final, atividade de emulsificacdo final e concentragdo final de
biomassa — analisadas individualmente, pois sintetiza os efeitos simultaneos de todas elas.

Conforme se pode observar no diagrama de Pareto de efeitos padronizados, ilustrado na
Fig. 6, 0o aumento do pH e o aumento da concentracao inicial de biomassa exerceram efeitos
positivos estatisticamente significativos sobre o aumento do IBDHCAM _f1.

Por outro lado, 0 aumento da concentragao de 6leo diesel, a interacdo do pH com o diesel
e ainteragdo da concentracdo inicial de biomassa com o diesel exerceram efeitos negativos
estatisticamente significativos sobre o aumento do IBDHCAM_fl.

Teste de curvatura foi realizado e indicou a proximidade das condigdes iniciais 6timas do
pH, da concentracdo de biomassa e da concentragdo de dleo diesel, sugerindo a necessidade

de realizagdo de planejamento central composto para ajuste de modelo de segunda ordem
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que permita a maximiza¢do do IBDHCAM f1, ou seja a identificacdo das condigdes iniciais
de pH, de concentragao de biomassa e de concentragdo inicial de 6leo diesel que maximizam
a biodegradacao de hidrocarbonetos de petroleo e derivados em agua do mar.

De uma maneira geral, os ensaios do planejamento apresentaram biodegradacao com
classificagdo variando de baixissima a média, resultados considerados consistentes com os
esperados pelos especialistas, haja vista a utiliza¢do de cultura pura, as condi¢des adversas
e a curta dura¢do dos ensaios realizados. Uma grande vantagem do indice proposto € que
além da classificagdo do estado da biodegradagdo como baixissimo, baixo, médio, alto e
altissimo, ele classifica os ensaios quantitativamente usando uma escala de 0 a 100%. Da
forma como foi proposto e implementado, o IBDHCAM-f1 permite tanto a comparagdo do
estado de biodegradacdo de diferentes ensaios de um mesmo processo de biodegradagao,
quanto a comparacao com ensaios de outros processos de biodegradacdo, pois considera as
principais  variagdes microbioldgicas, quimicas e fisicas ocorrendo nos sistemas

investigados.

4. Conclusao

O IFQGBD ¢ o primeiro indice desenvolvido para avaliar estado/qualidade/extensdo de
processos de biodegradacio de hidrocarbonetos em dgua do mar usando 16gica fuzzy. E um
indice simples, eficaz, confiavel e econdmico, desenvolvido a partir de um indicador
bioldgico - o rendimento da biomassa microbiana; um indicador quimico — a variacao do
potencial hidrogenionico (pH) e de um indicador fisico — a varia¢do da tensao superficial.
Apesar ter sido aplicado apenas a processo de biodegradagao de 6leo diesel em dgua do mar
por C.lipolytica UCP 0988, o IBDHCAM _fl tem potencial para ser aplicado com sucesso

em outros processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo e derivados. O
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IBDHCAM f1 foi desenvolvido seguindo o principio da parcimdénia que recomenda o
desenvolvimento do modelo mais simples capaz de fornecer uma descricdo adequada das
principais caracteristicas dos dados analisados. Apesar de apenas um numero suficiente de
variaveis representativas e termos linguisticos terem sido inicialmente usado na modelagem
do IBDHCAM f1, a metodologia desenvolvida permite o aumento da complexidade do
indice, pela inser¢do de novas variaveis que contribuam para aumentar a confiabilidade e
eficiéncia do mesmo. E importante ressaltar as principais vantagens do IBDHCAM_ f1 sdo
justamente sua simplicidade, eficdcia, confiabilidade, expansibilidade e portabilidade.
Entretanto, s6 novos estudos de casos e desenvolvimentos de novos indices ratificardo a
validagdo feita no presente trabalho de forma mais ampla e definitiva. O IBDHCAM _f1 pode
ser usado no monitoramento, otimizagdo e controle de processos de biodegradacdo, para
resolver problemas de incerteza e ambiguidade linguisticas inerentes aos mesmos,
fornecendo resultados qualitativos e quantitativos que podem ser interpretados de forma
simples, clara, objetiva e econdmica por especialistas e sistemas computacionais.
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Tabela 1. Termos linguisticos e conjuntos fuzzy para variaveis linguisticas de entrada e

saida
S Unidade Termos Linguisticos/ Parametros das Fungdes de
Varidveis . . .
S Conjuntos Fuzzy Pertinéncia Triangulares Intervalo

Linguisticas a b c

RBio (%) Baixissimo 0 0 10
Baixo 5 15 25
Médio 15 50 85 1-300
Alto 75 85 95
Altissimo 90 300 300

dpH, dTS (%) Baixissima 0 0 10
Baixa 5 15 25
Meédia 15 50 85 1-100
Alta 75 85 95
Altissima 90 100 100

IBDHCAM f1 (%) Baixissimo 0 0 10
Baixo 5 15 25
Médio 15 50 85 1-100
Alto 75 85 95
Altissimo 90 100 100

RBio- Rendimento percentual do crescimento da biomassa dpH- Variagéo percentual de pH dTS- Variagéo percentual de Tens&o
Superficial IBDHCAM-f1 —Indice de Biodegradagdo de Hidrocarbonetos de Petroleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema de
Inferéncia Fuzzy

60



Vasconcelos, G. G. indice de Biodegradagéo Hidrocarbonetos de Petréleo e Derivados em Agua do Mar usando Sistema
de Inferéncia Fuzzy.

Tabela 2 — Estudo de Caso: Resultados de avaliacdes quantitativas de ensaios de
biodegradacao de 6leo diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em dgua do mar usando o
IBDHCAM f1, obtido usando os métodos de defuzificagdo: (1) som (2) mom (3) lom e (4)
centroid .

Ensai RBio dpH dTS | IBDHCAM ZIBDHCAM JIBDHCAM “IBDHCAM SMédia ®Desvio
nsaio o o o
(%) (%) (%) % % % % IBDHCAM | IBDHCAM
1 11,58 29,09 18,73 9,00 15,00 21,00 15,00 15,00 4,90
2 135,78 21,79 420 27,00 50,00 73,00 50,00 50,00 18,78
3 49,05 2500 548 25,00 50,00 75,00 50,00 50,00 20,41
4 230,57 16,00 2,36 41,00 50,00 59,00 50,00 50,00 7,35
5 10,78 19,00 0,08 11,00 15,00 19,00 15,00 15,00 3,27
6 31,97 1841 0,80 9,00 15,00 21,00 15,00 15,00 4,90
7 18,97 849 433 9,00 15,00 21,00 13,24 14,56 4,98
8 36,01 11,71 937 10,00 15,00 20,00 15,00 15,00 4,08
9 55,12 39,10 1,08 40,00 50,00 60,00 50,00 50,00 8,16
10 55,03 36,838 4,60 37,00 50,00 63,00 50,00 50,00 10,61
11 50,88 4341 9,63 34,00 50,00 66,00 50,00 50,00 13,06
12 36,49 4025 931 33,00 50,00 67,00 50,00 50,00 13,88

1-som 2 —mom 3-lom 4-centroid 5 —média de som, mom,lom e centroid 6- desvio da media de som, mom,lom e centroid
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Tabela 3 — Estudo de Caso: Resultados de avaliagdes qualitativas de ensaios de
biodegradacao de 6leo diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em dgua do mar usando o

IBDHCAM fl.
2 4
Encaio | RBiO  dpH  dTS IBDHCAM IBDHC  3pppcam BPHC | syredia SDesvio
nsaio N o o AM AM
(%) (%) (%) (%) % % % IBDHCAM IBDHCAM

1 11,58 29,09 18,73 baixissimo/baixo baixo baixo/médio baixo baixo baixissimo
2 135,78 21,79 4,20 médio médio médio médio médio baixo

3 49,05 25,00 5,48 baixo/médio médio médio/alto médio médio baixo

4 230,57 16,00 2,36 médio médio médio médio médio baixissimo
5 10,78 19,00 0,08 baixo baixo baixo baixo baixo baixissimo
6 31,97 18,41 0,80 baixissimo/baixo baixo médio/ baixo baixo baixo baixissimo
7 18,97 8,49 433 baixissimo/baixo baixo médio/ baixo baixo baixo baixissimo
8 36,01 11,71 9,37 baixissimo/baixo baixo médio/ baixo baixo baixo baixissimo
9 55,12 39,10 1,08 médio médio médio médio médio baixissimo
10 55,03 36,38 4,60 médio médio médio médio médio baixissimo/baixo
11 50,88 4341 9,63 médio médio médio médio médio baixo

12 36,49 40,25 9,31 médio médio médio médio médio baixo

1-som 2 —mom 3-lom 4-centroid 5 —média de som, mom,lom e centroid 6- desvio da media de som, mom,lom e centroid
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Legendas das figuras

Fig.1. Arquitetura do SIF IBDHCAM f1

Fig.2. Fun¢des de pertinéncias das entradas do SIF IBDHCAM f1: (a) rendimento da
biomassa, (b) variacdo do pH e (c) variagdo da tensdo superficial

Fig.3. Fungdes de pertinéncias da saida do SIF IBDHCAM f1: indice de biodegradagao de
hidrocarbonetos de petroleo e derivados em agua do mar.

Fig.4 . Superficies de resposta do IBDHCAM fl em fungao de: (a) rendimento de biomassa
e variagao de pH (b) rendimento de biomassa e variagao de tensao superficial e (¢) variacao
de pH e variagao de tensao superficial

Fig.5. Interface do editor de regras do toolbox de logica fuzzy do Matlab : (a) regras 1 a 25
e (b) regras 97 a 125 da base de regras do SIF_ IBDHCAM _f1.

Fig.6. Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2° tendo como variaveis independentes
(1) pH inicial, (2) massa celular inicial e (3) volume inicial de 6leo diesel e como variavel
resposta o IBDHCAM fl. O ponto no qual os efeitos estimados sdo estatisticamente
significativos (p=0,05) esta indicado pela linha vertical vermelha.
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CONCLUSOES

Pesquisas sobre biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo e derivados
geralmente envolvem determinagdes analiticas com equipamentos e reagentes de alto
custo e analisam - detalhada e isoladamente - uma grande diversidade de
caracteristicas e comportamentos de substancias e parametros ambientais, sem
fornecer uma avaliagdo simples, completa e direta da qualidade da biodegradacéo.
Para preencher esta lacuna, neste trabalho foi proposto o primeiro indice para
classificagdo e quantificacdo da qualidade (estado) da biodegradagdo de
hidrocarbonetos de petroleo e derivados em agua do mar.

O indice permite a avaliagdo do estado geral da biodegradacao, a partir de dados
sobre o rendimento de biomassa, variagao de pH e variagao de tensao superficial, que
podem ser obtidos através de analises de baixo custo em processos de biodegradacao
de hidrocarbonetos de petréleo e derivados em agua do mar.

O indice considera as variagdes locais e globais da biodegradagao em meio liquido,
nao requer valores de referéncia e pode ser adaptado para incorporar outras variaveis
biolégicas, quimicas e fisicas consideradas importantes para processos de
biodegradacéo.

Os resultados fornecidos pelo indice fuzzy mostram um alto grau de concordancia com
os resultados experimentais e com os resultados esperados pelos especialistas. O
melhor nivel de concordancia com os resultados previstos pelos especialistas foram
obtidos pelo IBDHCAM-f1 desfuzificado através do método som.

Novos estudos de casos envolvendo outros processos de degradagao de petrdleo e
derivados, com outros microrganismos e condi¢gdes ambientais e o desenvolvimentos
novos indices devem ser desenvolvidos para ratificar a validagdo do IBDHCAM-f1

feita no presente trabalho, de forma mais ampla e definitiva.
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Anexo 1: Base de Regras do SIF_IBDHCAM_f{1

8

9.

10

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixissimo) (1)
. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixa) then IQBDAM is baixissimo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is media) then IQBDAM is baixo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is baixo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is baixo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixissimo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is media) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is alta) then (IQBDAM is baixo) (1)

. If (RBio is baixissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is media) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is media) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is media) and (dTS is media) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is media) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is media) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is alta) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is alta) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is alta) and (dTS is media) then (I(QBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is alta) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is alta) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)
If (RBio is baixissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is alta) then (I(QBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is baixo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixissimo) (1)
If (RBio is baixo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixa) then (I(QBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is baixo) (1)
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Inferéncia Fuzzy.

. If (RBio is baixo) and (dpH is baixissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is baixo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixissima) then IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixa) and (dTS is media) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixa) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is baixa) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is media) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is media) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is media) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is media) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is media) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is alta) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is alta) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is alta) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is alta) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is alta) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is baixo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is altissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is altissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is baixo) and (dpH is altissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is baixissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is baixissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is baixissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is baixa) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is baixa) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is baixo) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is baixa) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)
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Inferéncia Fuzzy.

. If (RBio is medio) and (dpH is baixa) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is baixa) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is media) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is media) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is media) and (dTS is media) then IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is media) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is media) and (dTS is altissima) then IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is alta) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is alta) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is alta) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is alta) and (dTS is alta) then (I(QBDAM is alto) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is alta) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is altissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is medio) and (dpH is altissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is altissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is altissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is medio) and (dpH is altissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)
If (RBio is alto) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is baixo) (1)
If (RBio is alto) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is alto) and (dpH is baixa) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixa) and (dTS is baixa) then IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixa) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixa) and (dTS is alta) then (I(QBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is baixa) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is media) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is media) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is media) and (dTS is media) then (IQBDAM is alto) (1)
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If (RBio is alto) and (dpH is media) and (dTS is alta) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is media) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is alta) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is alta) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is alta) and (dTS is media) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is alta) and (dTS is alta) then IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is alta) and (dTS is altissima) then (I(QBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is altissima) and (dTS is baixissima) then (I(QBDAM is medio) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is altissima) and (dTS is baixa) then IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is altissima) and (dTS is media) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is alto) and (dpH is altissima) and (dTS is alta) then (I(QBDAM is alto) (1)

. If (RBio is alto) and (dpH is altissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is baixa) then IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is media) then IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is alta) then (I(QBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is baixa) then (I(QBDAM is medio) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is media) then (IQBDAM is medio) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is alta) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is baixa) and (dTS is altissima) then (I(QBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is media) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is media) and (dTS is baixa) then ((QBDAM is medio) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is media) and (dTS is media) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is media) and (dTS is alta) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is media) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is alta) and (dTS is baixissima) then (I(QBDAM is medio) (1)
If (RBio is altissimo) and (dpH is alta) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is alto) (1)

If (RBio is altissimo) and (dpH is alta) and (dTS is media) then (I(QBDAM is alto) (1)
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119. If (RBio is altissimo) and (dpH is alta) and (dTS is alta) then (IQBDAM is altissimo) (1)

120. If (RBio is altissimo) and (dpH is alta) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is altissimo) (1)

121. If (RBio is altissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixissima) then (IQBDAM is altissimo) (1)
122. If (RBio is altissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is baixa) then (IQBDAM is altissimo) (1)

123. If (RBio is altissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is media) then IQBDAM is altissimo) (1)
124. If (RBio is altissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is alta) then (IQBDAM is altissimo) (1)

125. If (RBio is altissimo) and (dpH is altissima) and (dTS is altissima) then (IQBDAM is altissimo) (1)
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