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RESUMO

BARROS, Claudia Affonso. Monitoramento da Atenuacdo Natural de Solos
Artificialmente Contaminados com Oleo Diesel BO e & Rio de Janeiro, 2009. Dissertac&o
(Mestrado em Ciéncias) — Escola de Quimica, Unidade Federal do Rio de Janeiro, 2010.

O presente trabalho teve o objetivo de monitonarozesso de atenuacao natural (AN) de
um solo franco-argiloso, caracteristico do Estadp Rio de Janeiro, artificialmente
contaminado com 10% (m/m) de 6leo diesel puro (@0)6leo diesel comercial (B4). A
prévia caracterizacado fisico-quimica, quimica eratimlégica do solo virgem, revelou a
presenca de 10NMP/ g solo de bactérias degradadoras de hidronatbs
(hidrocarbonocléasticas (BHC)). O solo ndo tinhatdriso de contaminacdo por
hidrocarbonetos (HC), era acido e apresentava Haitididade. Os ensaios de AN foram
realizados em sistemas de PVC, de 20 cm de diaméfocm de comprimento, contendo 18
kg de solo, a fim de monitorar a degradacdo doemCGliferentes profundidades (20; 40 e 60
cm), por 20, 40 e 60 dias. Os resultados obtiddEanam que, mesmo as caracteristicas do
solo ndo sendo ideais para a atividade microbamkegradacao do diesel BO foi de 14% em
60 dias. Na presenca de biodiesel, ou seja, solaconado com B4, ndo foi possivel definir
a degradacao de HC, embora a populacdo de BHC senimantido ativaA analise dos solos
oriundos da AN mediante ensaios ecotoxicologicosa psementes dd.ycopersicon
esculentum(tomate) apontaram a presenca de compostos resitiixcos, sendo o solo

contaminado com B4 mais toxico do que o contamirtaado BO.
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ABSTRACT

BARROS, Claudia Affonso.Monitoring of Natural Attenuation in Soil Artifici ally
Contaminated with Diesel Oil BO and B4 Dissertation (Master in Sciences) — Escola de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeirh0.20

This study aimed to monitor the process of natata@nuation (NA) of a sandy-clay,
characteristic of Rio de Janeiro, artificially caminated with 10% (w/w) of pure diesel oll
(BO), or commercial diesel oil (B4). Previous plogichemical, chemical and
microbiological analysis of the virgin soil revedlehe presence of 1OMPN / g of
hydrocarbon degrading bacteria (hydrocarbonocld&i¢C)). The soil had no a history of
soil contamination by hydrocarbons (HC), was acid had a low fertility. The NA tests were
performed on PVC systems, 20 cm in diameter andné®ong containing 18 Kg of soll, to
monitor the degradation of HC at different dept®@, @0, 60 cm) by 20, 40 and 60 days. The
results indicated that even the characteristiagh@fsoil were not ideal for microbial activity,
degradation of diesel BO was 14% in 60 days. Inghesence of biodiesel, this is, soil
contaminated with B4, it was not possible to defihe degradation of HC, although the
population of BHC had remained active. The analysfs soil from the NA via
ecotoxicological tests for seedslofcopersicon esculentuftomato) showed the presence of
residual toxic compounds; the B4-contaminated dming more toxic than the BO-

contaminated one.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Os problemas de poluicio e degradacdo ambientahvagm-se com o0
desenvolvimento dos centros urbanos e, sobretugiartia da Revolucéo Industrial, por conta
do aumento da geragdo de residuos sdlidos, efaiégtédos e compostos volateis (LEITE,
1995; DIAS, 2000).

Poluentes ambientais sdo definidos por Hutzingeéedamp (1981) e Brasil (1981)
como compostos quimicos de origem sintética ouralatyue sado liberados, através de
atividades antropogénicas, no ambiente, causargto®findesejaveis para o ambiente, ou
para o0 homem via ambiente e ainda, podendo aindaromneter a biota, tornando inviavel a
utilizacdo dos recursos para fins comerciais, itrduis e recreativos. Na maior parte das
vezes, 0 efeito indesejavel é um efeito toxica it um efeito prejudicial a vida (DIAS,
2000). Tém importancia ndo s6 nos aspectos amidentae saude publica, mas também, e
principalmente, na ocorréncia de episodios critdmpoluicdo de ambito mundial, tais como
a questdo das areas contaminadas (GUNTHER, 2008)cd&hsequéncia, € crescente a
preocupacao dos especialistas e das autoridadpse tem motivado a busca por medidas
para prevenir a contaminagdo do ambiente ou remaslidreas ja afetadas.

A intensa movimentacdo de Oleo cru e derivados ,podasionalmente, causar a
poluicdo tanto de solos quanto de cursos ou catpagyua. Por exemplo, aproximadamente
40 milhdes de litros de oleo e derivados foram eatiaimente lancados no meio ambiente
entre 1975 e 2004, impactando solos, rios, mangezgraias, no Brasil (BAPTISTA,
2007).

No caso dos solos, o impacto por hidrocarbonetos,ppde inclusive afetar os recursos
hidricos subterraneos, depende nédo s6 do tipordaromante, mas do tipo de solo envolvido
(argiloso, siltoso ou arenoso, por exemplo) (BAPAS2007).

A crescente contaminacdo de solos e aguas suldasr@or hidrocarbonetos derivados de
petréleo (6leo diesel), tem sido destaque nas adtidécadas, principalmente em funcao da
freqiéncia com que os episodios de contaminacdeeséiwados e da gravidade com que o
meio ambiente é afetado. Embora os grandes vazesemidentais de petréleo sejam
preocupantes e ocupem grande espa¢o na midia,aestinque a principal fonte de
contaminacgdo por 6leo diesel seja devida a pequemmmentos de combustivel ocorridos

em reservatorios, a falhas mecéanicas ou humanaspamacdes de descarga e, também, a
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acidentes durante o transporte deste produto qoivisto que, o0 modal rodoviario tem sido o
mais empregado (BAPTISTA, 2007).

Em virtude de grande parte da frota mundial deure$cautomotores utilizar o 6leo diesel
como combustivel, existem varios postos de sent@minais de distribuicdo e refinarias,
espalhados por todo o territério nacional. Nests®g, além da poluicdo do solo e das 4guas
subterréneas, existe ainda a preocupacao da cowigini atmosférica e do risco de explosdes
e incéndios. Os principais grupos de contaminaetentrados nas areas contaminadas
foram: solventes aromaticos, combustiveis liquidhddrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA), metais e solventes halogenados. Entre osbgstiveis liquidos, destacam-se os
derivados de petréleo: 6leo diesel e gasolina (C,E2010).

Nas ultimas décadas, por causa da escassez ddepetrddo aumento crescente da
concentracdo de mondéxido de carbono no ar atmosfads grandes centros urbanos, alguns
paises, entre eles o Brasil, passaram a buscarsfole combustiveis alternativas, como o
etanol e o biodiesel. Segundo a norma da AgéncioNal de Petrdleo (ANP), desde julho
de 2009, o percentual de biodiesel adicionado esetlipassou de 3% para 4%. A adicdo de
biodiesel ao diesel pode diminuir os impactos anthis negativos decorrentes de
vazamentos, considerando que o aditivo por seorigem vegetal ou animal pode favorecer
a degradacao microbiana (MENEGHETT]I, 2007).

Os hidrocarbonetos constituintes do 6leo diesadsmtam baixa densidade e, a maioria,
nao é solavel em agua, ou pelo menos, quando erassado original, ndo se verifica a sua
solubilizacdo em aquiferos. A forma como os hidrdogcaetos interagem com o fluxo freético,
com os argilo-minerais e com a matéria organica Y j@sente no solo é complexa do ponto
de vista fisico e quimico. Além disso, sédo suseefside sofrer agdes bioldgicas que resultam
em alteracdo do comportamento do contaminantergm ldo tempo (MENEGHETTI, 2007).

Atualmente uma grande variedade de processos -fisicoicos tem sido utilizada na
remocdo de hidrocarbonetos de petréleo e derivadosentanto, a maioria dos processos
utilizados para remediacdo de areas contaminadasaimente envolve longos periodos de
tempo, espaco fisico e altos custos (MENEGHETT0,720

Dentre as tecnologias viaveis, tem-se a biorrengéadiaque é um processo que utiliza
agentes biol6gicos tais como microrganismos e @anpara remover ou neutralizar
contaminantes (CHAPELLE, 20@pudMARTINS et al, 2003).

Pelo processo de biorremediacdo, a degradacdo henp® se da pela acdo dos
microrganismos presentes (atenuacdo natural) owuledos no solo contaminado

(bioaumento), podendo ocorrer naturalmente ou sestdmulada pela adicao de nutrientes
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tais como nitrogénio, fosforo entre outros, e origécontribuindo para o desenvolvimento
sustentavel do meio ambiente. O processo de biadagio € baseado na capacidade de
populacdes microbianas de modificar ou decompoerabhados poluentes, como os
hidrocarbonetos de petroleo ou de seus derivadidigando-os como fonte de carbono e
energia para suas funcgdes vitais (DIAS, 2000; OLRA; 2008b).
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CAPITULO 2: JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Indmeros sdo os registros dos acidentes ambientasionados pelo derramamento de
combustiveis. Por isso, a necessidade de obtereedwndmaior nimero de dados técnicos
sobre tal problema para que se possa promoveupaegao do solo contaminado, para cada
caso, sem comprometer a biodiversidade local. Fszsgel entender a dindmica dos processos
de biorremediacao torna-se fundamental para desematividades de descontaminacdo do
ambiente contaminado, bem como para desenvolvetéona&a econdmica e ambientalmente
viavel. Por exemplo, poucos estudos tratam da dg&omicrorganismos degradadores de
hidrocarbonetos derivados de petroleo em solosdrangilosos, caracteristicos de varios

estados brasileiros, como é o caso do Rio de daneir

O objetivo desse trabalho, portanto, foi monitargrocesso de atenuacao natural de um
solo franco-argiloso, artificialmente contaminadoncoleo diesel puro (BO) ou 6leo diesel
comercial (B4) em colunas de PVC com 60 cm deak22 cm de diametro.

Para atender o objetivo geral do trabalho, os s&sgiiobjetivos especificos foram

estabelecidos:

» Avaliar o comportamento microbiano, por meio datagam das populacbes de
bactérias heterotréficas totais (BHT) e das baadémidrocarbonoclasticas (BHC)
nativas durante a atenuacdo natural do solo contalmi ao longo de 60 cm de
profundidade;

» Monitorar a degradacdo dos contaminantes no swlegpectrometria de IV de modo a
definir o potencial de descontaminagdo por atermagatural do solo virgem
artificialmente contaminado com diesel puro (B@jesel comercial (B4);

> Avaliar o impacto toxicologico dos solos contamiosiéntes e apos atenuacao natural

mediante ensaios de fitotoxicidade.
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CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Solo
3.1.1 Definicao

Os solos sé&o corpos naturais com evolugcdo a cenwmamilhares de anos, que
compdem a cobertura pedoldgica que reveste as émassas da Terra. Por sua vez, a
cobertura € constituida por uma camada de matesaltante de inUmeras combinacdes de
fatores (clima, organismos, tempo, relevo) e decgs®os (remocao, adicdo, transporte e
transformacdo) que atuam sobre os materiais desrorifochas, sedimentos, depoésitos
organicos), o que permite a variedade de solosnéractns (PEDRONt al, 2004).

Com o tempo, os processos de formacdo dos solofficaod o material original,
contribuindo para a formacao de diferentes camada®duzindo uma grande variedade de
tipos de solo. A distribuicdo do solo em camadas itaplicagcdo na migragéo e destino dos
contaminantes na subsuperficie (PEDR&MNI, 2004).

Segundo a Comissédo das Comunidades Européias (2D@2Jo desempenha uma
grande variedade de funcfes vitais de carater amahieecologico, social e econdmico. Sao
funcdes do solo:

v Sustentacado da vida e do habitat para pessoasianplantas e outros organismos;

v' Manutencgéao do ciclo da agua e dos nutrientes;

v’ Protecao da agua subterranea;

v" Manuteng¢édo do patrimdnio histérico, natural ewral

v Conservacgao das reservas minerais e de matérmasri
v Producéao de alimentos;

v' Manutencgéao da atividade s6cio-econémica.

Portanto, a protecao do solo e a limitacdo dosessms de degradagao deste recurso
sao, reconhecidamente, imprescindiveis para andabtkdade do desenvolvimento, sendo
esta necessidade reconhecida internacionalmente RREJES e DUARTE, 2003).
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3.1.2 Componentes do Solo

De acordo com Moreira e Siqueira (2006), o solerénfdo por trés fases: liquida
(agua com materiais dissolvidos), a gasosa (0s ogegases da atmosfera, em diferentes
proporcdes) e solida (particulas minerais, raizeplantas, populagées de organismos macro
e microscopicos, com metabolismo ativo ou dormemt@atéria organica em varios estagios
de decomposicéo).

Estruturalmente, o solo é formado por particuladiffgentes tamanhos (areia, argila,
cascalhos, etc), formas e arranjos. As fases kgeidyasosa ocupam 0S espacgos vazios
formados entre os solidos, denominados de espagussgs, cujas proporcdes variam
continuamente, dependendo das condi¢cdes de umestgoisecamento do solo (OLIVEIRA,
2008a).

De modo geral, a fase soélida representa em tornd5ée do volume total; o espaco
poroso (fase liquida e gasosa) 50% e, a matéerénmay (incluindo os organismos vivos), 5%.
Porém, a proporcao entre as trés fases, varia agédudo tipo de solo e das condicbes
ambientais (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). A figura 3riostra a constituicdo de um solo
ideal.

matéria
organica
(5%)
agua (25%)
minerais
(45%)
ar (25%)

Figura 3.1. Constituicdo de um solo ideal (CETESB, 2007).

Nos solos, a matéria organica (MO) é formada guadoiente por residuos de plantas,
animais e microrganismos; e sua distribuicdo namitorme, variando de acordo com as

propriedades fisicas, quimicas e mineraldégicasmom-habitats. A MO melhora a estrutura
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do solo, reduz a coesédo das particulas, aumergpazidade de retencdo de agua (CRA) e a
aeracdo. A estrutura corresponde a agregacdo @sianatganica com as particulas primarias
de argila, silte e areia, e outros componentesalim, $evando a formacédo de agregados
estaveis (KIEHL, 1985).

A matéria organica tem efeito direto nas caradieas fisicas, quimicas e
microbiolégicas do solo. A quantidade e a qualidddematéria organica sdo determinadas
principalmente pela atividade dos microrganismos, guor sua vez, sao influenciados pela
umidade, arejamento, pH e temperatura (MALAVOLTAQP2). Porém, nem toda substancia
organica é passivel de degradacdo por microrgasisA® substancias ndo degradaveis ou
gue demoram a serem degradadas, denominadas tracééd, podem ser tanto de origem
natural (ex.. himus) como antropogénica (ex.. xgtiglos, pesticidas, detergentes, etc.)
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006)

Silva et al (1996) descreveram ser rapido o decréscimo dodeanatéria organica
em decorréncia de erosdo hidrica e da degradagiohisina, refletindo negativamente na
capacidade de troca de cations pelo solo. Neste aaspropriedades fisicas de importancia
para o solo, em condi¢Bes naturais, tais como rageegacdo, porosidade e infiltracdo de
agua, sao reduzidas (BAYER al, 2004). Em consequéncia, com o decorrer do tepume
haver variacdo da classe textural, isto €, da pedpode particulas primarias, ao longo das
camadas de solo, o que foi comprovado por Fari@d3)20

3.1.3 Composicao Granulométrica e Textura do Solo

O material de origem, qualquer que seja a sua ,foere primordial importancia em
muitos dos atributos dos solos, entre os quaiesechm a textura e a composicdo quimica e
mineraldgica determinantes do comportamento agr@wdengeotécnico.

A composi¢do granulométrica dos constituintes sélithorganicos que constituem o0s
solos depende diretamente da granulometria e dstitogdo mineraldégica do material de
origem. Por exemplo, solos oriundos de basaltasl#dios em condi¢des de clima quente e
uamido e em terrenos de relevo suave sédo, em geudtp profundos, de textura argilosa e
muito argilosa, e apresentam variada composicadmiqgai e mineraldgica (OLIVEIRA,
2008a).

A textura se refere a granulometria das particaiesxo de 2 mm, como argila, silte e

areia (Figura 3.2) que imprimem propriedades ingyaets ao solo, tais como, reserva de
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agua, aeracdo, drenagem, infiltracdo, erosdo(®ficVA, 1996). As fracbes maiores que a
areia sdo referidas como pedregosidade. A fig@rardstra a constituicdo da escala textural
do solo (CETESB, 2010), que depende da rocha derare do seu grau de intemperizacéo
(idade).

mm
cascalho
e 20 _
= areia gr'ossu
0.1 Ak areia — 02
0,053 — areia fina
ot - silte
oo |
oooot |
0.00001 _|
nooooy | [ESNEEEEE

Figura 3.2. Constituicdo Textural do solo (CETESB, 2010).

O solo possui textura arenosa quando o teor dargiis silte for menor ou igual a
15%; textura média se o teor de argila mais siltenfaior ou igual a 15%, ou se o teor de
argila ndo superar 35%; textura argilosa se o tkorargila estiver entre 35 e 60%; e,
finalmente, textura muito argilosa se o teor délafgr superior a 60% (PRADO, 1995). Para
se determinar a textura do solo utiliza-se o tudmgle classificacdo textural de solos,
apresentado na figura 3.3.

A densidade de particulas (Dp), também chamada etsidhde real, reflete as
caracteristicas do solo em relacdo a sua masséume/geal. Este parametro é de grande
relevancia como indicativo da composicdo mineragpara o célculo da velocidade de
sedimentacao de particulas em liquidos e deter@mnenglireta da porosidade (REINERT e
REICHERT, 2006).

A densidade do solo ou densidade aparente (Dapja aonhecida como densidade
bulk, € a massa das particulas relacionada a um detafmmwvolume de solo, incluindo o
espaco poroso.

Conhecendo-se os valores de Dap e de Dp pode-sdarah porosidade, que esta

principalmente relacionada a textura, a estrutusam ¢eor de matéria organica no solo. Da



Revis&o Bibliogréafica| 9

porosidade depende o transporte e a distribuicdgda, bem como a penetracdo do ar no
solo, e ainda o aprofundamento e o desenvolvimdatsistema radicular (SILVA, 1996).
Considera-se ideal um solo que apresenta de 50@@md& porosidade, o que permite a

retencdo de agua para suprimento de plantas ergaciemos.

Argilosa

/ Argilo-\”
sillosa

ranco-argilo-
siltosa

Frun.cl1—a.rgi’.nﬁa\3:

Franco-argilo-

ATENIO 5L

Franca ,
» branco-sﬂlosaf

.tl'ramo-armose. \ / / )
S / ,,r"r Siltosa
90 80 70 &0 50 40 30 20 10
Areia (%)

Figura 3.3. Triangulode classificacao textural de solos (LEMOS e SANTTEB4).

3.1.4 Solo como habitat

O solo é um habitat de natureza heterogénea compla@inamica, onde organismos
com metabolismos dispares convivem lado a ladoerBos fatores fisicos e quimicos atuam
simultaneamente determinando as condicbes amiserdavido a interacdo de diversos
fatores de natureza quimica, fisica e biologicaQREIRA e SIQUEIRA, 2006). Por isso,
pode-se estabelecer que o solo € formado por diesrenicro-habitats onde ocorrem relacbes
de dependéncia essenciais para a sobrevivéncia pidgsilacbes nele presentes,
proporcionando, assim, condi¢gdes ideais para asabiptiiversidade presente em solos.

Cada micro-habitat, microambiente ou microssitiorélocal particular onde células,
populacdes ou comunidades microbianas co-existemuemdado momento, sendo seu
comportamento influenciado pelas condicfes fisigioaicas e quimicas que, por sua vez,
também influenciam o ambiente dentro desse espMOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

No solo, as atividades principais dos organismas refativas a decomposicao da
matéria organica, producao de humus, ciclagem tleentes e energia, fixacdo de nitrogénio

atmosférico, producdo de compostos complexos quasaoa agregacdo do solo,
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decomposicdo dos poluentes e controle biologicopeyas e doencas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

As caracteristicas do solo sao altamente interdipees, de modo que ndo se pode
modificar nenhuma delas sem modificar as demaisparte ou na sua totalidade. Assim
sendo, tanto uma eventual contaminagdo do solot@uarintroducdo de tecnologias de
manejo biolégico para sua remediagdo, na maior@ Zes, modifica sobremodo as
caracteristicas do solo. Nesse sentido, 0 solo pedeconsiderado uma “caixa-preta”, e
muitos esforcos tém sido feitos para o desenvolvimde técnicas que possibilitem estudos
visando identificar seus componentes abibticosbcois, além da interacdo entre eles e sua
participacédo nos processos do solo (MOREIRA e SIRAE2006).

3.2 Polui¢céo do Solo

A poluicao do solo ocorre pela introducéo de eldosiou substancias que possam
afetar a atividade dos componentes bidticos dessssistema, e, por conseguinte,
comprometer sua funcionalidade e sustentabilidBRAGA et al, 2002). Logo, a polui¢do
do solo estéa relacionada a atividade antropog@écdependente da concentracéo de residuos
incorporados quer acidentalmente quer intencionatiene

A introducdo de contaminantes no solo pode resoégrerda de algumas ou de vérias
de suas funcdes e ainda provocar contaminacdo da sigpterranea. A ocorréncia de
contaminantes no solo, originados por varias forateisna de certos niveis, provoca multiplas
consequéncias negativas para a cadeia alimentar,gpaaude publica e para os diversos
ecossistemas e recursos naturais (RODRIGUES e DEARQD3). A polui¢cao dos solos por
metais pesados e substancias téxicas organicagrgaimcas tem sido relatada em muitos
contextos, sendo essencial sua deteccdo para ewvithlemas relacionados a saude, bem
como as degradacOes ambientais (BERNARD, 1997; AC¥le SIQUEIRA, 2000).

Um dos poluentes que merece destaque € o petr§lmasalerivados, pelo alto teor de
contaminantes com drasticos efeitos no meio anmbiema sadde. A figura 3.4 apresenta um
esboco das formas de contaminacdo que ocorrem iocameiente.

De acordo com a legislacdo ambiental, certos padededicadores de qualidade do
solo devem ser respeitados para controle de umtmaetelo ambiente (BRAGAt al, 2002).
Para as inumeras areas ja degradadas, sera niceadatar formas de tratamento
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diferenciadas, caso a caso. Em particular, o tewéondependera do tipo de residuo e das
caracteristicas da propria area.

As tecnologias disponiveis para o tratamento dalwes em solos séo diversas e,
muitas vezes, precisam ser utilizadas em conjuata gue se possa enfrentar o problema da
multi-contaminagdo por componentes toxicos que m@dem ser tratados de uma Unica
forma. O tratamento destes residuos pode inclutoaod quimicos, fisicos e bioldgicos
(DIAS, 2000).

ACROTOXICOS EFLUE HTES LIQUDOS RESIDUOS SOLDOS
T i i 3
Imﬁa d';fsdp'“:;_) [t S ';‘"Tn";'n': DigposiyD iradeugda

BvissiEs | | MHERAGOES
\ ATMOSFERA

| [

S0L0
ZONA NSATURADA

- covinioes

CONTAMIMANTES AGUASSUBRTERRANEAS
200 SATURADA

AGUAS SUPERFICIAIS: nos represas lagos e mar,

Figura 3.4.Tipos de poluicdo que mais frequentemente acometsoio (CETESB, 2007).

3.3. O Petréleo e seu derivado: Diesel

Petréleo significa 6leo da pedra, por ser encootradrmalmente, impregnado em
determinadas rochas porosas denominadas de ardispmstas em camadas geoldgicas
sedimentares. Formou-se na Terra ha milhdes de ampastir da decomposicao de pequenos
animais marinhos, plancton e vegetacéo tipica gées alagadicas e € encontrado junto ao
gas de petroleo, formando bolsGes entre rochasringdeeis ou impregnando rochas de
origem sedimentar (FONSECA, 199hud OLIVEIRA, 2008b). Nele, o carbono e o
hidrogénio estdo presentes em grandes percentaggns, comprova ser o petrdleo formado
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principalmente por hidrocarbonetos. Mas, além dapmstos organicos, o petréleo também
apresenta outros elementos, considerados impurgzagyodem aparecer em toda sua faixa
de ebulicdo, mas tendem a convergir para as fragaespesadas. As impurezas sao: enxofre,
o elemento mais abundantemente, encontrado nolgmetné concentracdo meédia de 0,65%
(m/v); nitrogénio, 0,17% (m/v); oxigénio e metaisegpodem variar de 1 a 1.200 ppm, sendo
a composicao e a concentragdes dependentes deatésierde origem.

O petréleo é constituido por uma mistura complexaehtenas de hidrocarbonetos.
Assim sendo, a separacdo em componentes purosstwras de composicdo conhecida €
praticamente impossivel. Normalmente a separacéé een fracdes de acordo com a faixa de
ebulicdo dos compostos. A tabela 3.1 mostra aédgatjpicas obtidas pelo seu fracionamento
(THOMAS et al, 2001).

Tabela 3.1.Composicao Quimica de um Petroleo

Hidrocarbonetos | Concentracao (%)
Parafinas normais 14
Parafinas ramificadas 16
Parafinas ciclicas (nafténicas) 30
Aromaticos 30
Resinas e asfaltenos 10

Fonte: THOMASet al. (2001).

O Oleo diesel é a fracdo do petréleo composta ipatroente por hidrocarbonetos
alifaticos, com PE na faixa entre 250 e 400°C. &adeombustivel que depende a frota de
parte dos motores a explosao (Ciclo Diesel), tarma6nibus, navios, locomotivas, tratores,
entre outros, e também, tem uso como fonte de (ARRDOSO, 2004).

Contudo, a presenca de uma mistura complexa deodaidronetos, tais como
compostos volateis, alcanos (de baixa massa makaihaftalenos, o torna potencialmente
fitotoxico. Crafts e Reiber (1948apud Adam e Duncan (2002) verificaram que a
fitotoxicidade aumenta na seguinte ordem: gasoljp@rosene, diesel e 6leos pesados. Isto
indica que as fracdes leves do combustivel causanosndanos as plantas do que as fracdes
mais pesadas, por serem menos toxicas ou por saavokatilidade, o que faz com que a sua
perda no solo seja mais rapida. A fracdo volatidsel comercial corresponde de 5 a 10%

(v/v) do total na maioria dos casos.
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Existem tipos especificos de 6leo diesel, cujaatarsstica principal reside no teor de
enxofre em sua composi¢do. Os cinco principaistg@m: 0leo diesel metropolitano, interior,
maritimo e padrdo (CARDOSO, 2004, ANP e site Peasl2010), como mostra a tabela 3.2.

Tabela 3.2.Especificacdes de diferentes tipos de Oleo diesakccializados no Brasil

. Teor de . e e
Tipo enxofre (%) Disponibilidade / Utilizacao
| 0,05 RJ, SP, MG, SE, BA, PR, RS e ES
Metropolitano (ano 2005) T T ’
0.005 PA, CE, PE, Cidades: Rio de Janeiro, Sao
Metropolitano ' Paulo, Curitiba, Belo Horizonte, Salvador,
(ano 2009)
Porto Alegre.
Interior 0.18 Distribuido nas demais cidades do
' pais, possuindo corante vermelho.
o Utilizacdo em motores de embarcacbes
Maritimo 01,0 maritimas
Padréao - Utilizado para testes em motores a diesel.

Fonte: ANP e Site Petrobras (2010).

A preocupacdo quanto a liberacdo do enxofre pastmmsfera € principalmente
devida a chuva &cida, que provoca danos a saudesates vivos, a agricultura, e as
construcdes (prédios, dutos de superficie, e owdsasituras metdlicas, etc.). Por isso, a
importancia de ser feita a reducdo de enxofre ao dlesel, principalmente no Brasil, onde
h& consumo de grandes volumes desse combustivélngdo de grande parte destinado ao
transporte estar concentrado em rodovias.

Hoje, a Petrobras ja disponibiliza o diesel $8005% de enxofre) para as frotas de
onibus urbanos de algumas cidades brasileiras @82, o que representa uma reducao de
dez vezes damissao de material particulado para o meio antdiem relacdo ao diesel
S500 (0,05% de enxofre distribuicdo atende ao cronograma estabelegelo Petrobras,
Associacao Nacional dos Fabricantes de Veiculo®rAatores (ANFAVEA), Companhia
Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), InstitBtasileiro de meio Ambiente
(IBAMA), Ministério do Meio Ambiente (MMA), AgéncidNacional do petroleo (ANP), e
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Instituto do Meio Ambiente (IMA) junto ao Ministéri Publico Federal, definido sob
orientacdo do Ministério do Meio Ambiente (siteaBbd do Comércio, 2010).

3.3.1. Combustivel Diesel com adicdo de Biodiesel

O biodiesel € um combustivel produzido por trarsggtacio de 6leos vegetais (6leo
de soja, caroco de algodao, palma, amendoim, calzala, girassol, acafrdo, coco), gorduras
animais (usualmente sebo), ou Oleos de descades(@isados em frituras) com um alcool
(Figura 3.5). A escolha da matéria-prima paracapgédo de biodiesel depende sobretudo dos
fatores geograficos e climaticos onde sera fesiaaaproducao.

o
I

CH-O-C-R CH.-OH
O O
l Catalisador I
CH-O-C-R + 3ROH  — 3R'-O-C-R + CH-OH
|
|

‘ (@] ‘

| I

CH,-O-CR CH,-OH
Triacilglicerol Alcool Ester alguilico  Glicerol
(6leo vegetal) (biodiesel)

Figura 3.5. Reacdo de transesterificacdo, onde R é uma midtingarias cadeias de acidos
graxos, e R’ = Ck por ser o metanol usualmente o &lcool mais emapiegFonte: KNOTHEet al,
2006).

O metanol é o alcool mais utilizado na producéadideiesel porque tem geralmente o
menor custo, por isso serem os produtos da reagdaswezes denominados metil ésteres de
acidos graxos, ao invés de biodiesel. No entantivp® alcodis como etanol ou iso-propanol
podem ser empregados para produzir o biodieselyegidta em qualidade superior quando
obtido pelo emprego de metanol.

O biodiesel é totalmente compativel com o diesgbatedleo em praticamente todas as
suas propriedades, principalmente, no numero dance{indicativo adimensional da
qualidade de ignicdo de um combustivel dieselyemermite a substituicdo, total ou parcial,
do diesel originado do petréleo em diferentes equgntos (NEWMAN, 1993).
Comparativamente ao combustivel féssil, o biodiesmeda apresenta varias vantagens

adicionais, como:
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= E derivado de matérias-primas renovaveis de octimé@omo soja, girassol, canola,
mamona, milho, etc., reduzindo assim a dependéswime os derivados de petréleo e
preservando as suas Ultimas reservas;

= E biodegradavel, ou seja, o biodiesel ou metilréstde acidos graxos sdo compostos
de baixa complexidade estrutural, compostos preamemente de 8 diferentes acidos
graxos (Gs19, Iincluindo oleato, palmitato, estearato, linédeamiristico, laureato e
linolenato;

= Gera reducédo nas principais emissfes dos gasesadst@o (com excecao de Oxidos
de nitrogénio, NQ);

= Possui um alto ponto de fulgor, o que lhe confeamuseio e armazenamento mais
seguros.

Além disso, o biodiesel apresenta excelente luatk, fato que vem ganhando
importancia se comparado ao petrodiesel de baigo de enxofre, cuja lubricidade é
parcialmente perdida durante o processo de produgdo lubricidade ideal do
petrocombustivel pode ser restaurada com a adiedbatkos teores de biodiesel (1-2%)
(KNOTHE et al, 2006), ja que este € miscivel com diesel de lget@m qualquer proporcao.
Em muitos paises, esta propriedade levou ao usmisteras binérias diesel/biodiesel, ao
invés do diesel puro. Essas caracterizadas miss@@mslesignadas por acrénimos, como B20
gue representa misturas de 20% de biodiesel neldlegetroleo.

Em outros paises, existem combustiveis a diesdkrdo altos teores de biodiesel,
chegando a substituicdo total, como é o caso a@mm&hha(OWSIANIAK 2009; site
biodiesel.gov.br).

Inicialmente, segundo Brasil (2005) foi fixado erfo Sv/v), o percentual minimo
obrigatorio de adicdo de biodiesel ao Oleo dieseharcializado ao consumidor final, em
qualquer parte do territério nacional, com prazxima de aplicacdo em 2013. Porém, a
partir de julho de 2009 foi estabelecido pela AN&d&do de 4% de biodiesel ao diesel; e a
partir de janeiro de 2010 j& foi adotado o percantie 5%. A adicdo de biodiesel (5%) ao
diesel gerou uma economia de mais de 900 milhdesaie em importacédo de diesel por ano.
Adicionalmente, cada litro da nova mistura represem decréscimo de 3% na emisséo de
CO, para a atmosfera, correspondendo a uma dimin@igéal de mais de 1,2 milhdes de

toneladas dessas emissfes, além de reduzir tambegnssfio de material particulado.
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3.3.2 Biodegradacao dos combustiveis

O oleo diesel puramente originado do petrdleo éstdoido de varios compostos
recalcitrantes ao ataque microbiano. A velociddeldiodegradacdo de cada composto esta
estreitamente relacionada a sua estrutura quimacaeguinte ordem de decréscimo de
susceptibilidade: n-alcanos > alcanos ramificad@somaticos de baixa massa molecular >
ciclo alcanos >>> aromaticos de alta massa mole¢uBAHY e COLWELI, 1990).Além
disso, um maior contetudo de hidrocarbonetos peofiatcos (HPA) encontrados no diesel,
dentre os 6leos combustiveis de destilacdo médiacgnta da sua persisténcia no ambiente,
pode tornar muito mais dificil sua remediacdo (ADANDUNCAN, 1999).

Estudos tém mostrado que em comparacao com o,diesieldiesel € mais facilmente
degradavel por microrganismos (MAKAREVICINE e JUNSI. 2003); DEMELLOet al,
2007). A provavel rota para a degradacdo do bietiesnsiste em: (1) clivagem do metil
éster por uma esterase, com geracao de acido graxélcool associado; e (2) hidrélise do
acido graxo noo Ciclo de Krebs, metabolismo resfii@ ou incorporacéo direta em lipideos
celulares. Certos microrganismos, tais cdPseudomonas oleovorans, P. mendocina, P.
aeruginosa, Marinomonas vaga, Escherichia coli, wlderia gladioli, B.cepacia, Bacillus
subtilis, apresentam potencial para a degradacao de b@e3LLIS, 1994; VIEIRAet al,
2006).

Alguns pesquisadores relataram a facilidade deadegéo de hidrocarbonetos de
petréleo e seus derivados quando metil ésteregidesagraxos (biodiesel) estdo presentes.
No entanto, também existem trabalhos publicados dpreonstram que a presenca do
biodiesel ndo interfere na degradagéo do diesel.

O cometabolismo é o processo, pelo qual, algunsong@nismos sdo capazes de
transformar compostos quimicos de dificil degradag@&a presenca de outro substrato
prontamente metabolizavel. Logo, a transformac&oetabdlica pode ser usada para eliminar
substratos recalcitrantes (resistentes), comordlpete seus derivados (ZHANG, 1988ud
PASQUALINO, 2006).

Estudos realizados por ZHANE al., 1998; PASQUALINO, 2006; OWSIANIAK,
2009 mostraram ser a degradacdo do diesel0% v/v) mais eficiente na presenca de
biodiesel. Segundo esses autores, a presenca diedalh estimula a transformacéo
metabodlica dos hidrocarbonetos pelos microrganisriviisdge e Pereira (1999) também

observaram o mesmo efeito cometabdlico do biodesdliodegradacdo de hidrocarbonetos
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do diesel. Por outro lado, DeMellet al (2007) observaram, que a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos do diesel (B0O) ndo foi acelerada pesenca de biodiesel (B8, B25, B100),
aguas marinhas. Ao contrario, segundo os autorggesenca de biodiesel pode induzir
dispersdes dos hidrocarbonetos na agua. Ja, Riirate(2008) observaram a biodegradacao
da mesma faixa de alcanos quer em éleo dieselngueristura B20.

Os trabalhos citados foram realizados em meiosidibgu E, apesar do extenso
levantamento bibliografico realizado, ndo foi ertcatho nenhuma publicacdo referente ao
efeito do biodiesel na biodegradacéo de dieseladonp®r Atenuacédo Natural, o que reforca a

relevancia do presente estudo.

3.4 Processos biolégicos aplicados na remediacdosidos contaminados com petroleo e

derivados
3.4.1. Tratamentos Bioldgicos

A aplicacdo de processos biotecnolégicos envolvenaalividualmente ou
conjuntamente, microrganismos e/ou enzimas, edarfges, com o objetivo de solucionar ou
minorar problemas de poluicdo ambiental, tem seattw crescente. Logo, a degradacédo
microbiana de hidrocarbonetos constitui um camp@ekxjuisa em pleno desenvolvimento
(BONAVENTURA e JOHNSON, 1997). Destaca-se a bioedmcdo, que ha muitas
décadas, vem sendo usada com sucesso no tratasengéfiuentes industriais, esgotos
domésticos, aterros de residuos perigosos e atderoesiduos urbanos, em geral (DIAS,
2000).

A biorremediacao baseia-se nos fenébmenos de bsbramacdo de matéria organica
gue ocorrem naturalmente no ambiente, pois emmeEgaisMos vivos, sendo as bactérias e
os fungos, os principais responsaveis pela degiiadde compostos complexos em outros
mais simples, podendo, inclusive, levar a mineaghio das substancias, com geracéo de CO
e HO. Assim, a biorremediacdo pode ser definida comoconjunto de tecnologias, que
utilizam processo(s) biologico(s), aplicados a peracdo ou remediacdo de areas
contaminadas, ou ao tratamento de efluentes, querdtam compostos organicos toxicos, o
gue comprometeria seu descarte direto no ambiBiges( 2000).

O objetivo da biorremediacdo, quando usada conmicgale tratamento em areas

contaminadas, € induzir ou acelerar os processu®giios naturais de degradacdo de
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compostos de interesse, incluindo compostos organici inorganicos. Assim, o desafio
principal € utilizar a capacidade intrinseca dosronganismos de degradar matéria organica
para degradar compostos quimicos toxicos, tantoorigem natural como compostos
sintéticos (DIAS, 2000).

Segundo Bernotret al (2000), nas aplicacdes mais comuns da biorremg@adja
microrganismos que ocorrem naturalmente em solaggaas contaminados sdo estimulados
a acelerar a degradacdo de contaminantes orgapmom)eio da manipulacdo de condi¢bes
ambientais tais como suprimento de oxigénio, camnaeéo de nutrientes e teor de umidade.

Dentre os parametros interferentes, destacam-sia,ammopriedades fisico-quimicas
do solo e histérico do local contaminado, ecolagierobiana (com énfase para a competicao
interespécies) e metodologia do processo. O sudasBmdegradacao também é influenciado
pelas fontes de energia (doadores de elétronsptames de elétrons, nutrientes, pH,
temperatura e substratos inibidores ou metabdlasn da densidade da populacdo de
microrganismos degradadores de Oleo e o0 seu palede biodegradacdo para a
biorremediacédo de locais contaminados (VOGEL, 1#8BOPATHY, 2000; BENTCet al,
2005; HAMDI et al, 2007). A biorremediacdo pode ocorrer sob comdigito aerdbia
guanto anaerObia, quando os microrganismos utilizamo aceptor final de elétrons o
oxigénio molecular, ou outros tipos de aceptore®,(E€”*, SQ, etc.), respectivamente
(BAPTISTA, 2007).

Para que a biorremediacdo seja um processo efewareas a serem tratadas, alguns
fatores sdo essenciais (DIAS, 2000):

- presenca de agentes bioldgicos capazes de degsaslabstancias alvo;
- enzimas responsaveis pela degradacédo do comalestdevem estar ativas;
- as condi¢Bes ambientais devem ser favoraveistguhfetarura, umidade, aeracao)

A biorremediacdo € uma pratica atrativa de remalgibidrocarbonetos de petroleo e
seus derivados, por causa da simplicidade da magédeaplicagcdo em grandes &reas, baixo
custo, além da possibilidade de ocasionar a dedtrdompleta do contaminante (BENE€O
al., 2005).

A biorremediacdo vem alcancando importancia mundiala vez que o aumento da
atividade industrial estd degradando, cada vez,maiscossistemas naturais. O emprego de
microrganismos conhecidos para o tratamento dé&a®gjpotencialmente tdxicos ja é uma

pratica habitual em alguns paises desenvolvidoMQg, 2008).
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De acordo com o tipo de tratamento, o processo pedempregado no local onde
ocorreu a contaminacédo (biorremediag@situ) ou através da remog¢édo do meio contaminado
(biorremediacdoex sit). A escolha da técnica a ser utilizada dependesa abndicbes
ambientais (permeabilidade do solo, por exemplo)custo e do tempo necessario para o
tratamento do solo contaminado (BAPTISTA, 2007).

As técnicasn situ, geralmente, envolvem o aumento da atividade miar@bno local,
por meio da alteracdo da area degradada, usan@@digdo de nutrientes, ajuste de pH, o
controle da umidade e da aeracao para propicieoradicdes otimas de degradacédo biologica
dos componentes toxicos (FERRARI, 1996; BOOPATHXI® MARTINS, 2003).

Na biorremediacaex sity o solo é retirado e transferido até a unidadegatamento.
Para este proposito, emprega-se a remocdo do ahatemtaminado, geralmente, por
escavacao do solo e o bombeamento da agua. Qudratarnento é do tipex sity em geral,
envolve o uso de biorreatores ou de algum mecanggragossibilite 0 aumento do controle
dos parametros mais importantes do processo dali@pde (FERRARI, 1996; BOOPATHY,
2000; MARTINS, 2003).

As tecnologias normalmente empregadas para a biediacdo de solos impactados
incluem: atenuacao natural monitorada, bioventiaiggdfarming, fitorremediagéo, além de
técnicas auxiliares, como bioaumento e bioestintBWIPPER, 199%pud BENTO et 4d.,
2005). A técnica deve ser escolhida caso a caswaiedepender primeiramente da
caracterizacao do local e do contaminate.

A atenuacao natural monitorada € uma forma paskveemediacdo, que envolve a
atividade microbiana sem qualquer forma de intgggenhumana (NYER, 1998&pud
ROSADO, 2005). E uma técnica simples, normalmeetgal que depende dos processos
naturais para reduzir a toxicidade da massa efmoldlidade de um contaminante no solo
(SCOW e HICKS, 2005). No entanto, as condi¢cOes emthis devem ser adequadas para se
empregar tal técnica. Além disso, é necessari@sepca de microrganismos nativos capazes
de biodegradar o contaminante presente no solo TE2WA, 2007).

Em geral, os microrganismos estdo presentes nairapEtada, e quanto maior o
tempo de exposicdo deles aos compostos xenobiomi@sr a probabilidade de alguns
adquirirem a capacidade genética de decodificaima®z que atuem na degradacdo desses
compostos (DIAS, 2000).

Segundo a Agéncia Ambiental Norte-Americana — USEPo termo “Atenuacéo

Natural Monitorada” (ANM) refere-se ao uso dos essos de atenuacao natural que ocorrem
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naturalmente no solo, dentro de um contexto deedegao monitorada e controlada de um
sitio, em um periodo de tempo razoavel, com olgeds reduzir a concentragao e toxicidade
de contaminantes até niveis adequados aegdmt da saude humana e ao meio
ambiente (USEPA, 1999).

Este processm situ inclui biodegradacéo, disperséo, diluicdo, sorgétatilizacao,
estabilizacdo quimica ou bioldgica, transformacdp destruicdo do contaminante. Por
depender de processos exclusivamente naturais, pod#l ser muito lenta, o que pode exigir
0 USO conjunto de outras técnicas e o monitoransimtocal por longos periodos de tempo
por meio das analises das concentra¢gfes de compisinteresse (TELHADO, 2009).

O processo de biodegradacao ocorre devido a adapteatural da microbiota nativa
do solo a presenca do contaminante e pode seroremhit através do aumento da biomassa
microbiana, atividades enzimaticas, etc. (SCEleZAl, 2007).

Os processos de ANM em sitios com derramamentopetedleo sdo bem
documentados na literatura. Em condicbes de canppopw@adas, os compostos BTEX
(Benzeno, Tolueno, Etilbenzeno e Xilenos), por gderpodem ser naturalmente degradados
pela atividade microbiana e produzir compostosigindo toxicos, como dioxido de carbono
e agua (MULLIGAN e YONG, 2004). Se a atividade miiana for suficientemente rapida, a
expansdo da pluma de BTEX sera reduzida e a coacéntdesses hidrocarbonetos tanto nas
aguas subterraneas quanto no solo podera eventialmecrescer a niveis permitidos pela
legislacao.

A ANM tem vantagens e desvantagens, que deverousggidosamente consideradas
durante a caracterizacdo de um sitio e avaliacB@llernativas de remediacdo antes de ser
escolhida como a alternativa de remediacao. Coralmger processm situ, gera um volume
reduzido de residuos, diminuindo o risco de comntagédo de outros locais, 0 que pode
ocorrer nos tratamentax situ(ASTM, 2004). Ainda mais, 0 processo de ANM peae
aplicado em toda area ou em parte dela, além der ped usado em associagdo com outras
tecnologias de remediagao.

Em geral, a ANM tem custo reduzido quando compmaradoutros métodos de
remediacdo. Além disso, € um método que pode adobwmntes ou apds outras tecnologias de
remediacdo (MULLINGAN e YONG, 2004), podendo seticgglo mesmo quando o
contaminante encontra-se amplamente difundidloselo (IWAMOTO e NASU, 2001).

Se as condicbes ndo forem satisfatorias ha needsside se promover as devidas

correcdes dos fatores limitantes de modo a perndtireficiente biodegradacdo do
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contaminante. Essa técnica € denominada de biagati&io e visa estimular o crescimento da
populacdo microbiana nativa pelo suprimento deienters essenciais, de aceptores finais de
elétrons, pela correcdo do pH e do teor de umidadeessas medidas forem realizadas de
forma apropriada, a biodegradacéo de hidrocarbsrset@ estimulada com menos impacto ao
meio ambiente (BAPTISTA, 2007).

No caso da concentracao da populagdo microbianazcde degradar os compostos
organicos contaminantes ser baixa, emprega-se aurbiento. Essa técnica consiste no
aumento dessa populacéo pela adicdo de microrgasismdogenos (nativos) adaptados as
condi¢cbes do solo e do contaminate a ser tratadis(M. et al, 1981 apud BAPTISTA,
2007). Quando na comunidade microbiana nativa rREbeeuma populacéo capaz de levar a
biodegradacdo dos contaminates pode-se adicionarong@anismos exdgenos; técnica
nomeada de bioenriquecimento.

Devido a multiplicidade de detalhes que envolvanbiorremediagdo, podem existir
aspectos que acabam por complicar extremamentprocesso. Dentre eles, pode-se
mencionar o nivel de toxicidade de contaminanteegradacdo incompleta dos compostos e
a biodisponibilidade das substancias.

Quando um solo contaminado com hidrocarbonetagogetido & biorremediacgéo, a
deplecéo do hidrocarboneto é, tipicamente rapideérR, a taxa de reducéo decresce ao longo
do tempo e, frequentemente, uma concentracdo e¢siducontamiante ainda permanece no
solo. Esta fracdo ndo — biodisponivel (recalcitami de dificil degradacdo por populacdes
microbianas) pode representar um baixo risco antddi€RELHADO, 2009). A determinacéo
da fragdo biodisponivel em um processo de biorreagad representa uma estimativa do
nivel maximo de biodegradacéo alcancado, assim aom indicacdo do perigo a saude

ambiental.

3.4.2 Fatores que Influenciam a Biodegradacéo

A biodegradacdo de petrdleo e seus derivados eltéianada ao movimento e
distribuicdo dos hidrocarbonetos no solo e a cdpdei dos microrganismos de degrada-los.
No entanto, outros fatores podem influenciar a te&®iodegradacao de hidrocarbonetos no
solo. A manipulacéo e a otimizacao destes fatofesaamental para alcancar uma eficiente

biorremediacéao.
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3.4.2.1 Propriedades Fisico-quimicas do Oleo Diesel

O acumulo de um dado composto no meio ambienterpade influenciado pela sua
estrutura, concentracdo e toxicidade. Os compogt®s ndo podem ser transformados,
tenderdo a persistir até que haja migracdo pan® aampartimento do ambiente, onde
aceptores de elétrons e microrganismos possamdadspamniveis (STREVETEt al, 2002).
Alguns compostos séo dificeis de serem biodegradeshofuncdo do numero, do tamanho ou
da localizacéo dos grupos funcionais que impedatague enzimatico (GODSY, 1994).

Os produtos da biodegradacao geralmente sdo tnéesienas alguns podem se acumular
no ambiente. E, pode ocorrer que os produtos genaela biodegradacao sejam tdo ou mais
toxicos do que o produto de origem (STREVEdtTal, 2002). Os alcanos,@ G podem ter
efeito inibitorio para alguns microrganismos, poidgrocarbonetos de baixa massa molecular
causam a solvatacdo, o que resulta na destruigestiaituras da membrana intracelular e
pericelular lipidica dos microrganismos. De acotdmn SIKKEMA et al. (1995), o acumulo
de compostos lipofilicos na membrana de microrganss tem efeito nas propriedades
estruturais e funcionais, ocorrendo a perda dendegridade e o aumento da permeabilidade
de protons e ions. Observagfes quanto ao efeitcotée aromaticos, cicloalcanos, alcanos,
alcoois e fenois podem ser explicadas pela interdgdses compostos com 0s constituintes
da membrana. Os n-alcanos de longa cadejaaCG, sdo geralmente menos tOxicos aos
microrganismos e mais biodegradaveis que hidroocatibos mais sollveis em agua (RISER-
ROBERTS, 1998).

Segundo SIKKEMA et al. (1995), o dleo refinado pode ser mais toxico aos
microrganismos do que o 6leo cru, visto que osoke@hbonetos volateis sdo mais téxicos do
gue alcanos de elevada massa molecular. Aléem dissiejto toxico de hidrocarbonetos (por

exemplo, BTEX) aos microrganismos aumenta com andigao de sua viscosidade.
3.4.2.2 Teor de Umidade

A umidade do solo é essencial para a biodegradagéo vez que a maioria dos
microrganismos vive no filme d’agua em torno datipata do solo, na interface 6leo-agua
(McGILL et al, 1981). A area da interface Oleo-agua limita cageple adesédo das bactérias

e, consequentemente, esta diretamente relacionddgradacdo microbiana (POREMEA
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al., 1993). Ademais, a acado dos microrganismos édduaifpela solubilidade dos compostos.
Segundo Ortega-Calvet al. (1997), os microrganismos do solo degradam os ostop
dissolvidos em agua mais facilmente do que agselesdos na matriz do solo.

A 4gua é importante para o movimento dos microgyaos unicelulares, que, por
isso, sao restritos aos filmes de agua, enquantgofu filamentosos e actinomicetos
(actinobactérias) podem atravessar 0s vazios maghis, através do crescimento micelial
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Ademais, a agua sereenc meio de transporte para
alguns nutrientes e compostos organicos que sed#ifu pela célula microbiana e através da
qual os produtos metabdlicos sdo removidos.

O teor de umidade também influencia a aeracao lé dgosolo. Quando a matriz do
solo esta completamente preenchida com agua, aadifdos gases através do solo €
severamente restringida, criando condi¢cdes angxeakkeste modo vindo a comprometer a
atividade metabdlica dos microrganismos aerébios.

De acordo com dados da literatura, o teor de ummidade estar na faixa de 25 a 85%
da capacidade de campo do solo, sendo a faixa dlent® a 80% para a biodegradacédo de
contaminantes em solo (WDNRBRR,2004). No entardo, Ima unanimidade quanto ao teor
6timo de umidade, posto que alguns autores citagnegte se encontra entre 35 e 65% da
capacidade de campo do solo (HUREI, 2001).

3.4.2.3 Teor de Nutrientes

As bactérias necessitam para seu crescimento decomhainacdo de elementos,
macro e micronutrientes, para sintese de moléagdasturais, material genético, enzimas,
entre outros. Logo, o metabolismo e o crescimenioraiiano sdo dependentes da
disponibilidade desses nutrientes essenciais.

Devido a grande diversidade das bactérias, a pgapode elementos nutricionais
requeridos para crescimento varia muito, sendoocabnitrogénio fésforo e enxofre, os
principais macronutrientes requeridos. Por isso, eatlos e sedimentos aquiferos
contaminados com compostos organicos, o carbonoénbimitante visto ser o principal
componente desses compostos (GODSY, 1994).

Os compostos organicos biodegradaveis sdo fontesad®mno e energia para o
crescimento microbiano. O enxofre esta geralmeisfgodivel em quantidade suficiente para

o0 crescimento de microrganismos. Outros nutriefpesassio, calcio, magnésio, etc) séo
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geralmente encontrados em concentra¢gbes adequada® pnetabolismo em muitos solos.
Entretanto, alta concentracdo de calcio pode ptacifosfato e reduzir a quantidade de
fésforo disponivel ao metabolismo microbiano.

Os principais elementos limitantes para crescimesédo nitrogénio e fosforo
(GODSY, 1994). De acordo com Fergusral. (2003), solos contaminados que apresentam
baixo teor de nitrogénio e fésforo necessitam deecéo destes nutrientes para permitir um
aumento na degradacao de hidrocarbonetos.

Rivera-Espinoza e Dendooven (2004) avaliaram o egwpde biossolidos (ricos em
nitrogénio, foésforo e matéria organica) na bioestagdo de um solo contaminado com 6leo
diesel. Os autores concluiram que a adicdo dess&siais acelerou a mineralizacdo do 6leo
diesel e diminuiu a concentracdo de hidrocarbonietiass de petrdleo (HTP) residual. No
entanto, nem sempre a correcdo de nutrientes @oageter o aumento da eficiéncia de
biodegradagcéo de HTP, como observado por Yerustelall (2003) em seus experimentos.
Bento et al. (2005) observaram também que a bioestimulacéo ideonganismos do solo
resultou em menor degradacdo de Oleo diesel quemmiparado com a atenuacao natural.
Entretanto, esses autores argumentam que a efac@abioestimulacdo pode ser afetada pela

biodisponibilidade dos nutrientes.
3.4.2.4 Temperatura

A temperatura é um dos fatores ambientais mais riapie@s que afeta o crescimento e a
sobrevivéncia de microrganismos. A medida que apéeatura aumenta, as reacdes
enzimaticas e quimicas na célula ocorrem em maioetxidades, e, por conseguinte, o
crescimento torna-se mais rapido. Entretanto, empéeaturas superiores a 40°C, as proteinas
microbianas podem ser irreversivelmente danificajgsortanto, as reacdes enzimaticas nao
ocorrem, causando a interrupcdo das fungdes dia ¢MADIGAN et al, 2000).

De acordo com GODSY (1994), as velocidades de degé® enzimatica e o
metabolismo microbiano dobram a cada aumento de 4@ que seja atingida a temperatura
de inativacdo que geralmente encontra-se entre 3[P@ para a maioria das bactérias. De
acordo com MOREIRA e SIQUEIRA (2006), as velocidadi reagdao microbiana sao
maiores a temperatura em torno de 28°C e sofremégi®cos acentuados em temperaturas
menores que 25°C e maiores que 35°C. A faixa da 30°C é considerada ideal, por

proporcionar maximos de biodegradacao de hidrooatbhs. Acima desta faixa, a atividade
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enzimética € reduzida e a toxicidade dos hidroceetos aumenta (LEAHY e COLWELL,
1990).

3.4.2.5 pH

O pH 6timo para mineralizagéo de hidrocarbonetansentra na faixa entre 6,5 e 8,0
(DRAGUN, 1998). De acordo com MADIGARL al. (2000), essa faixa € considerada 6tima
para o crescimento da maioria dos microrganismas. valores extremos de pH podem
retardar a capacidade da populacdo microbiana deadir hidrocarbonetos € reduzida
(LEAHY e COLWELL, 1990).

Além de afetar o crescimento microbiano, o pH pddmbém influenciar a
solubilidade ou a disponibilidade de nutrientesr (paemplo, fosforo) e a toxidez de
nutrientes minerais, a mobilidade do material potmente toxico e a reatividade dos
minerais. O ferro, 0 manganés e o zinco sdo meispsriveis em valores de pH acima de
7,0. O ferro, o aluminio e 0 manganés atingem sit@iicos em valores de pH menores que
5,0 e o fosforo esta menos disponivel em valoreemos de pH (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006).

3.4.2.6 Potencial Redox (Eh)

Um dos principais fatores que governam a biodegémaé a natureza e a
biodisponibilidade de aceptores de elétrons (STREVEt al, 2002). Para sobreviver, os
microrganismos necessitam, além de fontes de ntegede aceptores finais de elétrons.

Na tabela 3.3 é apresentada a relacdo entre a fdemeespiracdo microbiana, os
aceptores de elétrons, as caracteristicas e ogumtele oxi-reducado (BAPTISTA, 2007). O
potencial de oxi-reducdo mede a tendéncia de urbat@mcia doar ou receber elétrons
(MADIGAN et al, 2000) e, por conseguinte, € uma medida quanttata energia livre
envolvida na transferéncia de elétrons. Doadoraseptores de elétrons sdo denominados

redutores e oxidantes, respectivamente.
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Tabela 3.3.Relacao entre a Forma de Respiracao Microbiangptes de Elétrons e
Potencial Redox

Forma de Aceptor de Potencial
NS p P Produto Caracteristica Redox
Respiracao Elétrons (mV)
Aerébia O» H,0 Aerqblos facultativos e +400
estritos

Reducao de £t £t Aerobl,os_ faculta_ltlvos e +77

Ferro Il anaerdbios estritos

Reducao de ; - " :

Nitrato NO3 NO,, NoO, N, Aerobios facultativos -100

Reducdo de SO* HS Anaeroébios estritos -160 a -200

Sulfato

Metanogénica (6{0) CH, Archaea metanogénica -300

Fonte: DRAGUN (1998); MADIGANEt al. (2000) e BAPTISTA, 2007.
*Potencial muito dependente do pH. O valor listédpara pH 2-3, sendo em pH 7, de aproximadamente

+20 mV.

O oxigénio molecular atua como aceptor final ddrefs durante a degradacéo
aerdbia, enquanto nitrato, sulfato ou diéxido deb@ao sdo os aceptores de elétrons
envolvidos na degradacdo anaerdbia. Para micramasi facultativos, quando o oxigénio
molecular esta disponivel, este tende a ser prefialenente utilizado em relacdo aos outros
possiveis aceptores presentes (MADIGAMNal, 2000), pois é a opcao termodinamicamente
mais favoravel (STREVETEt al, 2002). Na tabela 3.3, verifica-se que a respiragiobia é
a mais eletropositiva; logo, mais energia é didpbpada quando o ©é usado do que
quando outro aceptor de elétrons é empregado (MADI@t al, 2000).

Em ambiente rico em matéria organica, os processadios consomem rapidamente
0 oxigénio estabelecendo uma condicdo de anaesob®es mais do que um aceptor de
elétrons esta presente, somente um predominantemeuaprira mais energia aos
microrganismos nativos e estes tenderdo a domiaantiente (STREVETEt al, 2002). A
medida que o potencial diminui ocorre transicdo pledominancia de aerdbios para
facultativos e em seguida anaerobios (MOREIRA eUH(RA, 2006). Portanto, as espécies
microbianas atuam de forma sequenciada em func@éladodo potencial redox.

Os organismos aerobios envolvidos no processo derebiediagcdo de solos
contaminados por hidrocarbonetos de petréleo eat#s, utilizam o oxigénio como aceptor
final de elétrons e o carbono organico, provenidntecontaminantes, como fonte de carbono
(R1ZZO, 2008). A degradacdo de hidrocarbonetos sdlostituidos no ambiente, como
alcanos, ciclicos saturados e benzenos, tém a gé@ddanicial mediada pelo oxigénio
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molecular e, apds algumas reagfes, eventualmenfeenms decomposicdo pelas vias
metabdlicas comuns aos microrganismos, como giedd ciclo de Krebs (DIAS, 2000).

Sabe-se que hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAgnzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno
(BTEX) ndo séao facilmente degradados aerobicamemss, possivelmente isso ocorra sob
condicdo anaerobia (YOUNG e PHELPS, 2005).

3.4.2.7 Densidade de Microrganismos Degradadore®lde

O sucesso da biorremediagcdo é dependente dasessp@crobianas presentes, mais
especificamente da presenca ou auséncia de bactéideocarbonoclésticas. A taxa de
biodegradacdo depende da presenca e do numerocdaerganismos no solo capazes de
degradar os compostos organicos. Existe uma relligéta entre a velocidade de degradacao
e o tamanho da populacdo, ja que quanto maior cernlgle microrganismos capazes de
degradar o composto, mais rapida serd a sua degmadB@RAGUN, 1998). O tamanho da
populacdo microbiana € maior na superficie do se8to que nesta regido a temperatura, a
umidade, a aeracdo e a energia sao relativameigdganaraveis para o desenvolvimento dos
microrganismos (DRAGUN, 1998).

De acordo com ATLAS (1981), em ecossistemas naoigwd, 0s microrganismos
degradadores de hidrocarbonetos geralmente camatitnenos do que 0,1% da populacdo
microbiana. O aumento dessa comunidade pode edstrionado a sua exposicdo aos
hidrocarbonetos em um ambiente ndo contaminaddret&nto, quando a concentracdo da
populacdo microbiana degradadora de compostos ioogae baixa, uma opcdo para o
aumento desta € a adicdo de microrganismos end®deativos), ou exdgenos (externos)
adaptados as condicdes do solo a ser tratado.

Bentoet al. (2005) avaliaram a adicdo de microrganismos exaggem solos franco-
arenosos e verificaram que os solos apresentararportamentos distintos. Por exemplo, o
solo proveniente de Hong Kong, ap0s bioaumente@saptou baixa biodegradacdo de HTP
em relacdo a atenuacao natural. Segundo os aubgresicrorganismos exdégenos nao foram
capazes de competir com 0S microrganismos natiwes @stavam mais adaptados ao
ambiente. Em contrapartida, o bioaumento do solbahg Beach, foi positivo tanto para a
remocédo da fracdo leve quanto para a fracdo pekatiadrocarbonetos de petréleo, quando

comparados com os da atenuacédo natural.
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As bactérias filamentosas (actinomicetos) tambésemeenham importante papel na
biodegradacéo de petroleo e derivados. Sob o mntasta nutricional, s&o microrganismos
pouco exigentes e capazes de utilizar uma grandedede de substancias como fonte de
carbono, inclusive hidrocarbonetos aromaticos (MBBN et al, 2000).

As bactérias associadas as cianobactérias parecerarfum consércio eficiente para
a biodegradacao de hidrocarbonetos. As cianobastimnecem oxigénio e nitrogénio, assim
como matéria organica essencial para a atividasibalaérias heterotroficas aerébias. Por sua
vez, essas bactérias degradam compostos de petrétkzindo seu efeito toxico para as
cianobactérias, que, em consequéncia, irdo poteacia biodegradacéo dos residuos oleosos
(ABED e KOSTER, 2005). O emprego de consorcios sbianos possibilita a degradacdo de
uma variedade de compostos complexos, posto gaeediEs microrganismos contribuirdo
atraveés de seu complexo sistema enzimatico.

No solo, os fungos, especialmente os filamentpsoserem os mais frequentes neste
ambiente, participam da biodegradacao de hidrooatbe. Os fungos sdo conhecidos pela
sua diversidade e notavel capacidade de degradariamnaturais complexos e persistentes,
tais como lignina, quitina e celulose microcristaliEles também sdo capazes de crescer sob
condicbes ambientais de estresse, como: baixosegatte pH, caréncia nutricional e baixa
atividade de &gua, o que favorece o seu predongniorelacdo aos demais grupos
microbianos (MOLLEAet al, 2005; DAVIS e WESTLAKE, 1978pudATAGANA, 2006).

3.4.2.8 Biodisponibilidade do Contaminante

A degradacdo de compostos organicos pode ser mofasa pela biodisponibilidade
do contaminante a populacdo microbiana do solaodigponibilidade pode estar relacionada
tanto as propriedades quimicas dos compostos omgnjuanto as caracteristicas do solo
(MAHRO et al, 2001). Além disso, outro fator que pode influan@ biodisponibilidade é a
transferéncia de massa do contaminante, ou s&gg&aacom que o substrato pode alcancar a
célula microbiana. Como as moléculas apresentanartans muito distintos podem se
difundir pelos poros do solo onde a bactéria ndoaeesso devido ao seu tamanho (MAHRO
et al, 2001). Por conseguinte, a textura e a estrutuva sdlo influenciam na
biodisponibilidade dos hidrocarbonetos, visto geesaos que apresentam particulas maiores

como areia viabilizam o acesso dos microrganismdsterior dos poros.
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No solo, a matéria organica e a argila apresentawada capacidade de sorcdo de
compostos organicos. Os acidos fulvicos, os acldosicos e as argilas freqientemente
coexistem no solo, influenciando a biodegradacée plmuentes organicos hidrofébicos
(ORTEGA-CALVO et al, 1997). Segundo Harms e Bosma (1997), os compgsiiosicos
estdo disponiveis aos microrganismos somente quassldo dissolvidos em agua.
Consequientemente, liquidos ndo aquosos (NAPL) e@astos solidos tém que se dissolver,

enguanto os substratos sorvidos tém que ser des®para se tornarem biodisponiveis.

Dessa forma, as velocidades de adsorcdo e desgmwdam ser influenciadas pelas
propriedades das particulas de argila e da matdégémnica no solo, ao passo que a velocidade
de difusdo do Oleo pode ser afetada pelo tamanhpodm e da extensdo da adsorcdo do
contaminante na superficie da particula. No entanteelocidade de degradacdo de alguns
compostos organicos adsorvidos pode ser influeacipdla densidade da populacao
microbiana que se encontra na superficie das pkasicdo solo e/ou na fase liquida
(DRAGUN, 1998).
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 Solo

Neste trabalho foi utilizado solo do tipo argissd® coloracdo avermelhada, antigo
podzdlico vermelho-amarelo, bastante comum no Bmsisobretudo, representativo do
Estado do Rio de Janeiro (RIBEIRO, 2009). O solocfdetado no municipio de Belford
Roxo, Rio de Janeiro, em local sem historico detasnimacdo por hidrocarbonetos de
petréleo ou de seus derivados. Essa area tem sadta ypara empréstimo de solo para aterro
em areas de refinarias, porém existem poucas pgbks que abordam tratamentos de

biorremediacéo desse tipo de solo quando contamipadderivados de petrdleo

A coleta do solo se deu em 2006, quando foi disitiln em barricas fechadas que
foram mantidas em local coberto a temperatura artéid’ara esse estudo, em marco de
2009, o solo, em quantidade suficiente para o debdgmento de todo o trabalho
experimental, foi inicialmente seco, por espalhamero patio do Centro de Tecnologia
Mineral (CETEM/MCT), onde permaneceu a tempera&mmbiente durante 3 dias. O solo, ja
livre de folhas, raizes e gravetos, foi desagregamdam britador de mandibulas (Figura 4.1),
e peneirado em peneira de 1,68 mm, que corresoh@anesh (Figura 4.2). O material com
granulometria inferior a 1, 68 mm, isto é, que pasgela malha da peneira, foi separado,
enquanto que o de maior granulometria foi desagregan moinho de rolos, e mais uma vez
peneirado. O material peneirado foi recolhido eesaido a fracdo anterior, totalizando uma
massa de 446 kg.

A amostra de solo, com granulometria inferior &8Iyén, foi homogeneizada e depois
guarteada em 16 cortes de 25 kg cada. As sub-amdstram devidamente ensacadas e

etiquetadas, sendo armazenadas em camara friasa@pOsterior utilizac&o.
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Figura 4.1. Britador de mandibulas usado para a desagregacamalo

= - e,
0 z‘: s

Figura 4.2. Peneiramento do solo.

4.1.1 Caracterizacéo do solo

A analise da composicdo granulométrica (proporcas diferentes classes de
particulas) foi realizada segundo EMBRAPA (199%&taEanalise se baseia na velocidade de

sedimentacao das particulas que comp&em o solo.

Para tanto, em um becker de 200 mL de capacidagecfoarada uma solucao de solo
(20 g do solo em 100 mL de &gua deionizada) actast® 10 mL de dispersante quimico
(NaOH 1N). O becker foi tampado com vidro de red@ a solucao de solo permaneceu em

repouso, a temperatura ambiente, para a desagoegasdarticulas. Apds 24 h, a solucéo de
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solo foi vigorosamente agitada, em placa de agtggér 15 minutos e, a seguir, peneirada

em peneira de 0,053 mm de malha para separarcégé$rareia e argila.

O material retido na peneira, isto €, as fracoessgiras (areia fina e areia grossa)
foram entdo secas em estufa a 105°C por 24 h, gdarain pesadas em balanca analitica.

A fracdo argila, material que passou pela pen@iaransferida para uma proveta e
avolumada a 1000 mL com &gua deionizada (Figurp #l& proveta, a fracdo argila foi
homogeneizada, com auxilio de um bastdo de vidsp,2pminutos e depois, deixada em
repouso para sedimentacdo. O tempo de repous@t®indinado em funcdo da temperatura
(EMBRAPA, 1997). Findo o tempo de sedimentacadgelktdo, foi retirada uma aliquota de
50 mL do material em suspenséo, que foi seca arfagdi05°C) e, apds 24 h, pesada.

Figura 4.3. Fracao argila do solo.

A fracdo de silte foi calculada por diferenca dagras fracOes (areia e argila),
correspondendo ao complemento dos percentuaislp@fd (EMBRAPA, 1997). O calculo

das fracdes foi feito com base nas férmulas aptadas na tabela 4.1.
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Tabela 4.1.Férmulas usadas para calcular os teores de aaggia, e silte no solo.

Teor Formulas
Argila [argila (g) + dispersante (g)] — dispersante xg}P00
Areia fina

areia fina (g) x 50

Areia grossa  [areia fina (g) + areia grossa (g)] — areia figg x 50

Silte 1000 — [argila (g) + areia fina (g) + areia geogg)]

A determinacdo da Densidade de Particula, Densiflpdeente Bulk), Porosidade do
Solo, Capacidade de Retencdo de Agua e pH, forafizadas segundo a Instrucdo de
Trabalho (IT) elaborada pelo CETEM / MCT, conforatmixo detalhado:

a) Densidade aparente do solo (Da) (CETEM - IT 2008-00), ou densidadbulk, é
definida como a razdo entre a massa de particumasyr@ume que elas ocupam em um

recipiente.

Para tanto, o solo deve ser desagregado em geaal, es peneirado em peneira com
abertura de 2 mm de diametro (malha 10). A segunlo é colocado em uma proveta vazia
previamente pesada (A), até cerca da metade dmpaaidade, tendo o cuidado de assenta-lo
0 maximo possivel. Entdo, mede-se o volume ocupatiosolo (V), em mL, e pesa-se 0 peso

da proveta e solo (B). A densidade aparente padsabrilada pela equacéo:

Da (g/mL) = (B-A) / V (Equacdo 4.1)

b) Densidade das particulas do solo (Dp) (CETEM 2008-008-00), também conhecida
como densidade real, pode ser definida como a ndesssdlidos presentes no solo por

unidade de volume.
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O método para determinagdo da densidade de pasti®el baseia no deslocamento de
um volume de liquido por uma de massa de solo cifdnePara tanto, o solo deve ser
previamente desagregado em graal e peneirado eeirpale 2 mm de malha. Em balédo
volumétrico previamente tarado (A), se introduz uguentidade conhecida do solo seco
peneirado (B), cerca de % da capacidade do bajda, seguir, verte-se, no baldo, agua
destilada até cerca da metade de sua capacidadeedtmda, o contetdo do baldo é aquecido
a ebulicao, resfriado e avolumado com agua deatil®@sa-se o baldo contendo agua e
amostra (C). O baldo é esvaziado, lavado e endudente com agua destilada, sendo entao

novamente pesado (D). A densidade da particulad@ada pela equacéo:

Dp=Dax(B-A)/[(B-A)-(C-D)] (Equacio 4.2)

c) Porosidade do solo (CETEM — IT 2008-006-00) #ndka como o volume dos poros do
solo dividido pelo volume total de uma amostra dé.sEste parametro, expresso em
percentagem, é calculado a partir dos valores desibede Aparente e Densidade de
Particula, através da equacéo:

‘ Porosidade (%) = [100 — (Da / Dp) x 10q] (Equagéo 4.3)

d) Capacidade de retencdo de agua (CRA) (CETEM -2008-006-00) do solo foi
determinada conforme adaptacao do procedimenteoilesm Watwoockt al, (1991). Para
tanto, um funil de vidro previamente coberto compgbale filtro qualitativo foi preenchido
com 50 g de solo, compactando-se a sua supeffigieseguida, o sistema, funil + solo, foi
posicionado em um becker de capacidade de 2 L.eSwluistema foi adicionada agua de
forma que o nivel ndo ultrapassasse a borda dd pap#ltro. Logo apds o solo ter sido
umedecido, mais agua foi adicionada ao sistemarteafa atingir o nivel do topo do funil,
como representado na figura 4.4A. Apds 30 min.xdapradamente, o sistema foi retirado do
becker, de modo a permitir o escoamento da dguadsmvida pelo solo (Figura 4.4B), e em
seguida, o solo foi transferido para outro becgsgyiamente tarado, e o sistema pesado em
balanca analitica. O sistema foi entdo seco enfaeatl60°C, por um periodo de 16 h, e

novamente pesado.
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Figura 4.4: Sistema usado para a determinacéo da capacidadeededo de agua (CRA) do
solo, mostrando as etapas de umedecimento do Adl@ ([de escoamento da agua nao
adsorvida ao solo (B).

Para a determinagédo da CRA foi usada a seguinsgé&qu

C.RA = Msistema — Mseco x 100 (Equagéo 44)

Mimido

Onde:

C.R.A.= Capacidade de Retencéo de Agua [%]
Mamido = Massa do solo antes de se adicionar agua [g]
Msistema= Massa do solo apos adigéo da agua [g]
Mseco= Massa do solo apods 16 horas a 60°C [g]

e) A determinacao do pH foi realizada segundo o méttedmstrucao de Trabalho (IT 2008-
011-00) elaborado pelo CETEM/MCT. O pH do solorfadido utilizando o método
potenciométrico, empregando-se o potencidmetroataarAnalion, modelo NA 2000,

previamente calibrado com soluc¢des tampéao (pH)7 e 4

Para tanto, em béquer de 100 mL de capacidade fdispustos 25 g de solo, que foi
umedecido com 50 mL de &gua destilada. A misturenhdonogeneizada, por 1 h, com o
auxilio de um agitador magnético. A medicdo do plHréalizada por meio de eletrodo
combinado de vidro imerso na suspensao de solo.
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Para a determinacdo do potencial de oxidac&o-red(€E) foi usado o mesmo
procedimento descrito para o pH, sendo utilizado eletrodo combinado de platina
previamente calibrado com solucfes tampao (pH ¥ e &@s leituras expressas em escala de
mV.

As determinacbes de carbono orgéanico, fésforo AMRLO, 1996) foram
realizadas no Laboratério de Tecnologia Ambieriakpla de Quimica/UFRJ) e a capacidade
de troca catibnica (CTC) foi realizada no laboratate Geotecnia da COPPE/UFRJ. O
equipamento utilizado para a quantificagdo dosooatifoi um espectrémetro de absorcao
atomica, marca Perkin Elmer, modelo A Analyst 3@& teores de nitrogénio total e
amoniacal foram determinados pelo Laboratério délides Minerais — COAM/CETEM,
pelo método Kjeldahl, utilizando um cromatégrafoides Metrohm, com um amostrador
automético acoplado a um sistema de didlise motg#oIC, um degasificador modelo 837
IC e um detector condutimétrico modelo 819 IC.

4.2 Oleo Diesel

Foi utilizado 6leo diesel “puro” (B0O), isto é, iderde aditivos, e diesel metropolitano
comercial (B4), que contém 4% (m/m) de biodieselfilA de garantir a qualidade das

amostras, ambas foram fornecidas pela Petrobras.

Nos ensaios, foram usadas as mesmas amostramblestiveis de modo a garantir a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultadt® isso, quantidades suficientes de cada
um dos combustiveis, foram devidamente acondicemaem recipientes de plastico,

etiquetadas e armazenadas sob refrigeracdo emacfimagd+1°C), até o momento do uso.
4.3 Detalhamento dos experimentos preliminares

4.3.1. Percolagéo de agua e diesel no solo

Preliminarmente, foi realizado um teste com o olgedle definir o procedimento para
0 ajuste do teor de umidade no solo, uma vez qoeetansdo era analisar a atividade das
bactérias ao longo de uma coluna de 60 cm de Bolodefinido esse ensaio preliminar
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devido ao tamanho da coluna (22cm x 60cm) pois ncoméaminagcdo real em area maior
esse tipo de analise nao seria realizada.

A percolacédo dos combustiveis no solo foi avaliagkes e apds o ajuste da umidade,
para distintos valores de CRA do solo (30%, 40%% 8070% da CRA).

Esses testes foram realizados em provetas de rhQ00e capacidade, de 7 cm de
diametro por 40 cm de altura (Figura 4.5), em daéi para cada condigdo. A 800 g de solo,
cuidadosamente disposto em cada proveta, foi unéorente derramado 10% (m/m) de um

dos combustiveis e os diferentes volumes de aguwace-versa.

Figura 4.5. Teste de percolagcédo de agua no solo.

4.3.2. Ensaios de Biodegradagao

4.3.2.1. Sistema experimental

Os ensaios de biodegradacéo de diesel (BO) e fhieskésel (B4) foram realizados

em sistemas estaticos, confeccionados especialmpandéeo presente trabalho, de modo a
permitir analisar o processo de biorremediacadorda secéo de solo contaminado ao longo
de 60 cm. O sistema consistiu de coluna de PV@&0dem de altura e 22 cm de diametro,
composta de 3 secdes sobrepostas de 20 cm deadtiaacom a finalidade de possibilitar a
coleta das amostras de solo em diferentes profaddgl(Figura 4.6). Cada reator possui uma
valvula de escoamento do percolado, de modo a pemmhecagem da percolagédo (Figura
4.7).
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Em cada reator foram distribuidos 18 Kg de solo.

Figura 4.6. Sistemas estaticos usados nos ensaios de biorag@edios solos contaminados
com diesel (BO) e diesel/biodiesel (B4).

g

Figura 4.7.Detalhe da base dos reatores mostrando as vapalagscoamento do
percolado.

4.3.2.2 Monitoramento da biodegradacgao de dieset B@

Foram realizadas duas “baterias” de ensaios coatéarde 60 dias cada. Na primeira
etapa, o solo foi adicionado de agua (40% da CRA)seguir, contaminado com 10% (m/m)
de diesel puro (B0). Na etapa seguinte, a contagdmdo solo foi feita com 10% (m/m) de
diesel comercial (B4).
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Foram empregados 3 reatores de sacrificio em catierid de ensaios, com a
finalidade de coletar amostras representativasade secao do reator, para cada um dos
tempos monitorados (20, 40 e 60 dias). Assim, a @@ddias, um reator era sacrificado para a

realizacdo das analises microbiologicas, quimidasa®-quimicas.

Para cada solo contaminado, foi também realizad@amtrole abiético, cujo sistema
foi sacrificado apenas ao 60° dia de monitoraméwds. controles abiéticos foram utilizados

solo, agua e diesel estéreis.

O solo foi esterilizado em autoclave a 1 atm pom2®, sendo o ciclo de esterilizacao
repetido 5 vezes seguidas. Posteriormente, ekid@meco a temperatura ambiente por 2
dias. No reator, o solo estéril foi lavado com sétudo biocida azida de sodio (NN
4%(m/v), de modo a garantir a sua esterilidadeg@adambém foi esterilizada em autoclave
a 1 atm por 20 min. E, o 6leo diesel, BO ou B4,dsierilizado por meio do processo de

filtracdo em membrana Milipore de 0,22 um de pdaxe.

Assim, para cada condicdo estudada, foram operddosatores, totalizando 8

experimentos realizados. A descricao de cada ssstemduzido encontra-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2.Descricdo dos ensaios de biorremediacdo
realizados em coluna de solo.

Experimento Condicao Tempo (dias)
1 20
2 Solo + Diesel BO 40
3 60

Controle Abidtico
4 (Solo + Diesel BO + 60
Biocida)
5 20
6 Solo + Diesel B4 40
7 60
Controle Abidtico
8 (Solo + Diesel B4 + 60
Biocida)

Para cada tempo foram coletadas amostras nas gidddies de 20, 40 e 60 cm. Os
ensaios foram mantidos a temperatura ambientepegthriefrigerado, (25+2°C) com ajustes
periddicos de umidade apenas na parte superf@iablina.

No solo, para cada condi¢do experimental, tempofeipdidade foram feitas anélises
de:
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v TPH;
v' Contagem de bactérias (heterotréficas totais écaidronoclasticas);

v" Fitotoxicidade.

4.4 Andlises Quantitaivas

4.4.1 Teor de HidrocarbonetosTotais de PetroleoRHT

A caracterizagao organica das amostras de sofiatithente contaminadas, foi feita
pela andlise de Hidrocarbonetos Totais de Petr(fdd®). Essa andlise foi realizada pela
técnica de Espectrometria na regido do Infravermelitilizando o analisador Infracal
TOG/TPH, da marca Wilks Enterprise, modelo HARTFig(ra 4.8) (CETEM - IT 2008-
005-00).

Através deste medidor portatil de OGT (6leos e apatotais)/HTP (Figura 15), é
possivel quantificar os hidrocarbonetos, apés e&tralo 6leo do solo com solvente organico
(n-hexano PA padrédo HPLC).

A determinagdo de HTP por infravermelho baseiasenedida da absorbancia da
ligacdo C-H dos hidrocarbonetos presentes na amd@sirligacées C-H dos hidrocarbonetos
alifaticos absorvem energia num comprimento de @sgeecifico, CH (3,3@m), CH, (3,42
pum) e CH (3,50um) (EPA, 2001) e a intensidade de absorcéo é prapal a quantidade de
moléculas de hidrocarbonetos numa amostra (NASCIMEMNt al, 2008). Logo, € possivel
converter a quantidade total de 6leo na amostggnatise a razdo do solvente com o 6leo for

cuidadosamente controlada, através de uma caldoraca

O teor de HTP nas amostras de solo, para postenafise no Infracal, foi
determinado através de uma extragdo exaustiva gassdm (método convencional). Apds
secagem a 60°C por 16 h, e maceracao, adicion2gsie sulfato de sodio anidro (VETEC)
ao solo contaminado, e submeteu-se ao ultrassorfQporinutos, utilizando n-hexano (PA,
mistura de isdmeros - Tedia) como solvente. Pastednte, depositou-se o extrato em n-
hexano na superficie do cristal do aparelho e weat® foi evaporado, deixando uma fina
camada de 6leo, que foi quantificada.
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Figura 4.8. Equipamento Infracal, modelo HART -T da Wilks Eptese.

4.4.2 Concentracdo de bactérias heterotroficosisofBHT)

A quantificacdo de BHT foi feita pelo método doabpmento em superficisdread
plate methoyl Para tanto, uma amostra de 5 g de solo foi ssspem 50 mL de solugéo
salina (8,5 g/L), que uma vez homogeneizada, foidf em série na mesma solucdo dé 40
107, A partir de cada diluicdo, aliquotas de 0,1 mtafo transferidas para placas de Petri
contendo meio agar simples (Tabela 4.3), para atifigacdo de bactérias heterotroficas
totais. Apés incubacédo das placas a 30°+1°C, pdrag, foram feitas as contagens das
colonias formadas e os resultados expressos emdesdormadoras de colonia (UFC) por

grama de solo (UFC/g solo).



Materiais e Métodos| 42

Tabela 4.3.Composicao do Meio Agar Simples.

Componentes Quantidade (g/L)
Agar 20
Peptona de carne 5
Extrato de Lévedo 2
NaCl 5
Glicose 10

4.4.3 Concentracdo de bactérias hidrocarbonoclastiBHC)

A quantificacdo de BHC foi realizada através @enica do Numero Mais Provavel
(NMP) (BROWN e BRADDOCK, 1990) Para esse procedimdéoram preparadas diluicdes
de 10" até 10, em solucdo salina (8,5 g/L), das quais foram tamaliquotas de 0,1 mL que
foram semeadas em cada um de 5 pocgos de placapapodt, contendo 1,8 mL de meio
mineral (Tabela 4.4) e 0,1 mL de 6leo cru. As maimaam incubadas a 30°+1°C durante 7
dias e o crescimento foi avaliado visualmente, setmhsiderado positivo quando havia
alteracdo do aspecto da gota de 6leo em relacdim &aeste em branco. O teste em branco
consistiu da adicdo de meio mineral estéril a Sopata placa e também a 5 pocos com a
adicdo de meio mineral estéril acrescido de Olao@essa forma, pode-se descontar qualquer

efeito que ndo seja causado pela presenca dosrganiemos a serem quantificados.

Através dos resultados positivos e negativos fofaimos os calculos, levando em

conta a diluicdo, sendo a concentracao celularesgprem NMP/g de solo seco.
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Tabela 4.4.Composicao do Meio Mineral (VECCHIOEet al, 1990).

Componentes Quantidade (g/L)
NaCl 5,0
KoHPO, 1,0
KNO3 3,0
NH4HPO, 1,0
(NH9)SO, 1,0
MgSQO,.7H,O 0,2

4.4 .4 Teste de Fitotoxicidade

Os testes de ecotoxicidade consistiram da anabs@eiminacdo de sementes e
crescimento da espécie vegelaicopersicon esculenturfiomate). Trata-se de um teste
simples e de baixo custo que pode indicar a atdtdxfica de diferentes compostos quimicos.
Estes testes foram realizados tanto para monitoitaxicidade do solo contaminado, apos
tratamento, bem como a fertilidade do solo virgéltilizou-se como teste positivo um solo

comercial fértil.

O propodsito do teste foi verificar o efeito dos gastos residuais no solo no
crescimento do tomate, ndo sendo baseado em @xjpesimentos de toxicidade citados na

literatura.

Os testes foram realizados em pequenos vasos @ glentendo cerca de 200 g de
solo onde foram semeadas uniformemente, 18 semgmtisnate distribuidas em 6 orificios
(3 sementes para cada orificio). A espécie empeefpadlycopersicon esculentyraonforme

recomendado pela OECD (1984), da marca Isla, isEntkefensivos agricolas.

No periodo do ensaio, os vasos ficaram em lomghdo, com boa luminosidade
natural e, a cada 24 h, foram regados para favor@cgerminacdo e crescimento das

sementes. Apos 20 dias, as plantas foram cortagadtura do solo com auxilio de uma
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tesoura de jardineiro, e o comprimento do caulenfedido (Figura 4.9). Cada ensaio foi feito
em triplicata.

(A) (B)

Figura 4.9Testes de germinacdo e crescimento do tomateiros@m fértil (A), solo
contaminado com diesel (B) e detalhe da medicdocdagprimentos dos caules da muda
oriunda do solo fértil (C1) e do solo em estudo)(C2
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo do Solo

Preliminarmente, o solo virgem foi caracterizadangtométrica (textural), quimica,
fisico-quimica, e microbiologicamente. Na tabelhdonstam os parametros analisados

considerados mais relevantes para o processo derbediacao.

Tabela 5.1:Caracterizacdo Granulométrica (Textural), Quimidaica-Quimica e
Microbioldgica do Solo Virgem.

Parametros Valores
Relacéo Areia:Silte:Argila (%) 38:30:32
Densidade aparente (Da) (g/mL) 1,3
Densidade de particula (Dp) (g/mL) 2,41
Capacidade de retencéo de agua (CRA 31
(%)
pH 4,7
Concentragdo de matéria organica* (g/K 3,0
Concentragao de nitrogénio (g/Kg) 0,17
Carbono Orgéanico* (&) (9/KQ) 0,17
Fosforo* (mg/Kg) 5
Hidrocarbonetos Totais de Petréleo (HT| 0

(Zero)

(9/kg)
Umidade (%) 3
Capacidade de Troca cationica (CTC)* 372
(cmolc/dnf) ’
Bactérias Heterotroéficas Totais (BHT) 109
(UFC/g solo)
Bactérias Hicrocarbonoclasticas (BHC) 10"
(NMP/g solo)

* Analises realizadas pelo Laboratorio de Geotedai& OPPE/ UFRJ.

Segundo a classificacao textural de solos de LeanBantos (1984), apresentada na
secdo 2.1.4, o solo empregado neste estudo égsie ¢tanco-argilosa, e de textura média, de
acordo com Prado (2005).

O valor de densidade aparente determinado park @ sepresentativo de superficies
argilosas (FOTH, 1990) e esta no limite consideragmpriado para o desenvolvimento
microbiano (ARCHER e SMITH, 1972). Solos com masox@alores de Dp apresentam-se
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impréprios para 0 metabolismo das bactérias aeaaébautdctones por conta da baixa
permeabilidade e aeracdo. A permeabilidade é @ etadncipalmente, pelo tamanho da
particula e porosidade do meio. Normalmente osssalgilosos sdo menos permeaveis
(particulas menores) do que os arenosos (partiodésres), impedindo o fluxo de agua de
maneira efetiva, e por isso muitas vezes, seresidenados impermeaveis (SEABRA, 1997).
De uma maneira geral, quanto mais elevada for sidkehe aparente do solo, tanto maior sera

sua compactacdo e menor a sua porosidade (KHEHL, 1979).

Com base nos dados de densidade aparente e dendelghrticula foi calculada a
porosidade do solo, de 45,8%. Este valor é tidoocadequado para a atividade microbiana ja
que permite uma melhor permeac¢éo da agua e doagésitdo solo (SILVA, 1996).

Em relacdo a andlise de pH, o solo caracterizas® dortemente acido (ALVAREZ
et al, 1999), e, portanto, improprio para a atividaderdioria das bactérias. Adicionalmente,
a acidez causa a perda de nutrientes pelo soloV®RA et al, 2000), o que implica em
menor disponibilidade dos elementos essenciais garanetabolismo microbiano na

degradacédo dos contaminantes.

O pH da maioria dos solos se situa na faixa enfee 8,0. De acordo com Moreira e
Siqueira (2006), os horizontes superficiais dosseim climas mais umidos sdo geralmente
acidos devido a lixiviagdo de bases e decomposie&gerrapilheira. Também, a chuva acida
e a fixacao bioldgica de nitrogénio podem contrilpgra abaixar o pH do solo. No caso das
argilas, em virtude das cargas negativas, ocoaagdo de ions positivamente carregados
(cations), inclusive H cujo aumento na superficie da particula acaéater reducdo do pH a

valores muito menores do que o da solu¢ao do solo.

Adicionalmente, no solo, a presenca de matérianicgdem um efeito tamponante,
prevenindo a ocorréncia de variacdes bruscas degpé], por sua vez, podem interferir na
atividade microbiana (OLIVEIRAt al, 2000). Logo, o baixo valor de pH determinadaapar
solo analisado (Tabela 5.1) pode estar, dentre@®dtores, relacionado ao baixo conteudo de
matéria organica.

Para o solo em estudo, foi determinada uma coraggirde carbono muito baixa,

comprovando o seu histérico de ndo contaminacgaea corroborado pela analise de HTP.

Além da fonte de carbono, os elementos nitrogérfiistro sdo essenciais para as
funcgbes vitais das células microbianas, principabm@quelas referentes a geracao de energia

e a sintese de constituintes celulares, sejam edegturais ou genéticos (BRUNKEN e
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SZARFARE, 1999; GOMES, 2005; MOREIRA e SIQUEIRA, 0B). Segundo
JARAMILLO (1996), o solo é considerado rico em miatérganica, nitrogénio e fosforo,
quando seus respectivos teores sdo maiores quékg2222 g/kg e 0,03 g/kg. Portanto,

pode-se aferir que o solo analisado € nutricionalenkmitado.

A capacidade de troca catidnica (CTC) do solo, @ 8molc/dm, corresponde &
classe dos solos argilosos, cuja CTC est4d compdeerhtre 3 el5 cmolc/dimBaixos
valores de CTC (1 a 5 cmolc/dnindicam grandes perdas de nutrientes por lixdda@ que
resulta em solos de baixo contetdo de nitrogénie ®sforo (LOPES, 1992pudRIBEIRO,
2008).

Apesar disso, e das outras caracteristicas fisiooigas e nutricionais serem também
limitantes para a atividade de bactérias, no solodetectada a presenca de bactérias
heterotroficas totais (BHT), em concentracéo redatiente elevada, e inclusive, de bactérias
hidrocarbonoclasticas (BHC), embora em numero htstaduzido. Logo, pode-se concluir
que, mesmo sob condi¢cbes naturalmente &cidas, @ esildado apresenta moderada

capacidade de reter cations.

5.2. Testes de Percolacdo Agua/Diesel em Solo

A capacidade de retencdo de agua (CRA) corresppmentidade méxima de agua
que um solo pode reter em condi¢cbes normais ounate Imaximo de disponibilidade de
agua para as plantas e microrganismos. Logo, éanémetro de grande importancia ja que

influencia diretamente a atividade dos seres vivos.

Antes de dar inicio aos ensaios de biodegradagiwipmente, foi avaliado o efeito
da umidade na percolacao dos oOleos diesel BO @rBvéa do solo franco-argiloso, ja que era
fundamental estabelecer como seria a distribuigddchdirocarbonetos ao longo dos 60 cm da

coluna de solo.

Segundo Riser-Roberts (1998), o teor de umidadsotio deve estar compreendido
entre 30 e 90% do valor da capacidade de retergaguh (CRA), para que a biodegradacao
dos contaminantes seja eficiente. Assim, e coresidier a caracteristica textural do solo, esse

estudo contemplou a percolacédo de dgua e contat@ipara diferentes %CRA (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2: Testes de percolacéo de agua e diesel BO e B4raadeade solo de
profundidade de 40 cm, para diferentes percenteaGRA.

Teor de Percolac&o
. 0 _ ~
Umidade (% da Agua  Diesel Observacao
CRA)
30 ++ ++ N&o houve percolacao total da agua e doldiese
40 +++ +++ Houve percolacao total da agua e do diesel
Houve percolacéo total da agua; e retencao de
50 +++ +
diesel na superficie do solo
Houve percolacéo total da agua; e retencao de
70 +++ -

diesel na superficie do solo

+++: 6tima;++: boa; +: ruim; -:péssima.

Inicialmente, o teste foi feito aplicando o Oleeg#l, e logo a seguir, a dgua. Neste
caso, houve reducéo da permeabilidade do soloyvisigaque houve um acumulo da agua na
superficie dos solos previamente contaminados.i$¥dor na tabela 5.2 sdo apresentados
apenas os resultados referentes aos testes realizath adicdo inicial de 4gua seguida do

contaminante.

A andlise dos dados experimentais permite aferr 40% da CRA foi a condi¢céo

mais indicada, o que corresponde a um teor de uimida 12,4%.

5.3 Efeito do Biodiesel na Biodegradacdo de Oleod3iel em Solo Franco-Argiloso

A seguir serdo apresentados os resultados de mam#ato da biorremediacdo de
Oleo diesel puro (BO) e 6leo diesel comercial (B#)Jongo de uma coluna de solo de 60 cm

por 60 dias.

5.3.1 Ensaios de atenuacao natural de solo contadartom diesel puro (BO)

A figura 5.1 mostra a variacdo da concentracdo TR ksidual no solo contaminado
com Oleo diesel puro (B0), nos diferentes pontositamados, ao longo do tempo. Nota-se
que a eficiéncia de degradacéo de HTP variou egétuda profundidade do solo.
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Figura 5.1 . Perfil de distribuicdo de HTP residual em solo aorihado com dGleo diesel (BO) em
funcao da profundidade e tempo.

Decorridos 20 dias da contaminag¢do, no solo oriuti@ccamada mais proxima a
superficie (20 cm) foi evidenciada a menor coneedin de HTP. Enquanto que, para o
mesmo intervalo de tempo, os solos das camadas prafisndas (entre 40 cm e 60 cm)
apresentaram valor de concentracdo proximo. Tal fade estar relacionado a atividade
degradadora ser mais intensa nas zonas onde aithiidade de oxigénio é maior. E, outra
possibilidade, que nao exclui a anterior, podeasemnigracdo dos hidrocarbonetos para as

camadas mais profundas do solo.

No decorrer do tempo, verifica-se que a degradagéais eficiente na zona de 40 cm.
Isto € indicativo da participagdo efetiva dos migamismos mesmo em condi¢fes limitantes

de oxigénio.

Por outro lado, na maior profundidade, ndo foi eeita qualquer reducdo do
conteudo de HTP, possivelmente em consequénciantia percolacdo do oOleo diesel pelas
camadas do solo, ou, ainda, da migracdo mais téatali dos produtos resultantes da
degradagcdo microbiana do Oleo diesel, acarretanestagnacao dos hidrocarbonetos mais

recalcitrantes nas camadas mais profunda do solo

As figuras 5.2 (A e B) apresentam as densidades pdasilacoes de bactérias
heterotrdficas totais (BHT) e bactérias hidrocadmbésticas (BHC), respectivamente, no solo
contaminado com Oleo diesel BO em fungcdo da profimaeé e do tempo. Ainda que as

condicbes naturais do solo ndo fossem adequadasoparetabolismo de bactérias (Tabela
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5.1), houve aumento de ambas as populacbes a gartiteo diesel como Unica fonte de
carbono introduzido aos sistemas. No entanto, gmlapdes microbianas apresentaram

comportamentos diferentes entre si.

Apos 20 dias da contaminacéo do solo com o comvalistoi observado um ligeiro
acréscimo de BHT em relacdo ao solo virgem, emmdlde profundidade. Porém, no 40° dia,
houve uma leve reducdo das concentracbes celulaeprofundidades de 20 e 40 cm. O
decaimento da concentracao das BHT pode estaramdao a diminuicdo da concentracéo de
compostos mais facilmente degradaveis e, por cairgeg ao acumulo e toxicidade dos

recalcitrantes para algumas das espécies micrabiana

Na camada mais profunda do solo (60 cm), a coragidr de BHT permaneceu
similar a do solo virgem durante todo o periodo mooado. Provavelmente, a menor
atividade microbiana nesta area deve-se a menpordislidade de oxigénio e, inclusive, a
toxicidade dos hidrocarbonetos em virtude da suarmancentracéo (Figura 5.1).

Em relagédo as bactérias hidrocarbonoclasticas (BR&CR0° dia, houve um aumento
na profundidade de 20 cm, onde a concentracdoacedtingiu o maior valor. A analise
comparativa desses resultados com os do perfilstiebdicdo de HTP (Figura 5.1) mostra a
importancia da presenca das bactérias degradadarasdrocarbonoclésticas para se ter a

remediacéo de um solo contaminado.

Na estimativa seguinte, ou seja, aos 40 dias, wlsese uma ligeira queda, na
profundidade de 20 cm, embora depois a concentriaglia se mantido constante e ainda
superior as profundidade de 40 e 60 cm em 60 d8as. nos mostra que a presenca de
oxigénio propicia um aumento de bactérias aerdliegradadoras. A leve queda da
concentracdo microbiana especifica pode ser devittxicidade em face do acumulo de
compostos mais recalcitrantes no ambiente, jA Qquewehum aumento da concentracao de
HTP (figura 5.1), fazendo com que esses microrgarssnao sejam mais capazes de degrada-

los.

Por outro lado, a densidade de BHC nas camadat) dam, praticamente nao se
alterou ao longo do tempo. No periodo de 60 dias,c@ncentracbes de BHC foram
praticamente as mesmas nas duas camadas de 26ne & solo analisadas. Isso pode ser
explicado pela possivel adaptacdo e sele¢do deiespgapazes de degradar os compostos

mais recalcitrantes.
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Figura 5.2Variacdo dos numeros de bactérias heterotroficdaistoBHT) e de bactérias
hidrocarbonoclasticas (BHC) em solo apdés contardimagom Oleo diesel (BO) em fungdo da
profundidade e do tempo (A= BHT; B= BHC; SV= solmem, sem contaminacao).

Considerando que durante o periodo monitorado, mems de BHC decresceu
ligeiramente ou permaneceu inalterado (Figura 5.289ere-se que a populacdo microbiana
varia qualitativamente, com aumento das potenciaienelegradadoras, embora nao haja
variacdo expressiva do quantitativo. O mesmo pertimportamental das BHC foi

evidenciado por Ferreira (2001).

E possivel considerar a interdependéncia entre iomanismos no solo, onde a
geracao de substancias mais simples a partir dadbegiio dos compostos recalcitrantes pelas

espécies potencialmente mais degradadoras padssibiiesenvolvimento de outras espécies
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microbianas, que por sua vez podem estabelecendg;6es necessarias para as primeiras ou

mesmo de outras diferentes espécies, formando-siciorde atividade microbiana.

O pH do solo néo sofreu qualquer alteracdo emdaf da contaminagcdo com diesel
nem durante o monitoramento, variando entre 4,9.ef5decomposicao da matéria organica
produz CQ, o qual reage com # com formacédo de acido carbdnico, que se dissouia
fons H e HCCO", mantendo o pH baixo (PONNAMPERUMA, 1978). Em so#xidos, 0
aumento do pH, depende ndo somente da relacdmddHoe do consumo do ion"Hmas
também da relacido de ion$ Ebnsumidos/elétrons consumidos. Para que hajaraande
pH, h& necessidade de ocorrer um processo de redemaassociacdo com suficiente
guantidade de ferro reduzido. Aparentemente, sobisls tais como compostos ferrosos
(FE€"), sulfeto e aménia, formadas sob condicdes redszistio mais basicas do que quando
sob condicdes oxidadas (CAMARGO; SANTOS & ZONTA9%2Y.

A acidez do solo pode ter influenciado negativamenatividade bacteriana. Porém, é
importante ressaltar que, apesar do solo ndoderhistorico prévio de contaminagédo por
hidrocarbonetos, e do pH ndo ser o mais adequado anetabolismo das bactérias, foi
constatada a degradacdo do diesel e aumento doro@weecélulas. Em contrapartida, no
controle abibtico houve elevagdo do pH do solongigpalmente na sua superficie, onde
atingiu o valor de 8,5. A alcalinizacdo pode estdacionada a decomposicdo do biocida
empregado (azida de sédio).

O potencial de oxidacao-reducdo (Eh), parametréuantiado pela especiacéo
quimica e pela concentracdo de oxigénio (FISH, ERRI TEIXEIRA et al, 1999), ou seja
diretamente relacionada com a profundidade de sadado do solo ao longo do tempo, &
mostrado na figura 5.3. Valores de Eh positivosneef sistemas oxidados enquanto os
negativos denotam sistemas reduzidos (PONNAMPERUMA?).

Foi evidenciado um pequeno aumento do Eh com o demgs camadas mais
profundas, como também para cada ponto. Essa &arjggde ser creditada a geracao de
substancias oxidantes pelos microrganismos autésiga que a difusdo de oxigénio através
das camadas de solos franco-argilosos, com teozesinidade superiores a 10%, é
relativamente baixa.

Analisando a figura, verifica-se também que osrealale Eh, em todas as condi¢des
apresentadas, foram superiores a 250 mV, o queogdfgel a atuacdo dos microrganismos
aerdbicos (BITTON & GERBA, 1984). Segundo Bento 02 este fator tem grande
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influencia na velocidade de degradacdo do dlecllipsis quanto mais oxidante for o solo,

mais rapida sera a degradacéo dos hidrocarbone®sahstituintes.
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Figura 5.3. Variagédo do potencial de oxidacao-redugao (Eh) parastras de solo contaminado com
Oleo diesel (B0) em func¢éo da profundidade e dpte@BV= solo virgem, sem contaminacao).

Em sistemas redox naturais, os parametros Ehesféie diretamente relacionados, e a
partir de seus valores pode-se determinar o vagred(logaritmo da atividade de elétrons),
que representa o inverso do log da atividadeieé{CAMARGO, SANTOS & ZONTA,
1999). Para solos, o valor de pe em funcao do ZHI0(a 700 mV) e do pH (4,5 a 8,5) varia
de -5 a 12, indicando: solos oxidados (pe>7);sseltboxidados (pe 2 a 7) e solos andxicos
(pe<2). De acordo com o diagrama pe, Eh e pH reptado por Tian-Yen (CAMARGO,
SANTOS & ZONTA, 1999), o valor de pe para as anasstte solo nas condi¢cdes estudadas
se situa entre 12 e 20 para pH de 4,5 a 5,0 e fidnda entre 200 e 600 mV.

Os solos suboxidados diferem dos oxidados por apt@em valores de pe baixos 0
suficiente para que ocorra deplecdo deporém néo tdo baixos para haver deplegéo dos ions
SO (estado andxico). Logo, o maior valor de pe (deal24) representa uma condicao
oxidada, onde a atividade elétrica € baixa e onpakde oxi-reducéo € elevado. Quando ha

valores baixos ou negativos de pe, 0 ambientesmé&a no estado reduzido.

No solo, a agua desloca o ar dos espacos porasasda regides de anerobiose

devido a deplecdo do oxigénio e ao aumento dg ©Qual é produzido pela respiracao
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microbiana. No solo, o oxigénio livre presente épidamente consumido pelos
microrganismos aerobios, no processo de degradicawatéria organica. O consumo de O
influencia a atividade de elétrons na solucao dio, ®mquanto que a liberacao de £L&€gula

aatividade de protons na solucéo

A respiracdo aerdbia se altera para anaerébia quamdetabolismo dos carboidratos
ocorre em baixa concentracdo de oxigéniou(3ol/L). Ambas as vias metabdlicas sao
comuns até a formacao do acido piruvico utilizaoolmponentes oxidados do solo e produtos
da desassimilacdo da matéria organica como acsptieeslétrons (PONNAMPERUMA,
1972).

Como o consumo de oxigénio pelos microrganismosais mapido do que o que é
suprido por difusdo através da fase liquida nosssalcorre a formacédo de um gradiente de
concentracdo de oxigénio, que da origem a duasdasrdistintas, uma de oxidagcao e outra
de reducdo, pois um solo submerso ou saturado,én@oiformemente desprovido de
oxigénio. Desta forma, a concentragcdo do oxigéadeser alta na camada superficial, onde a
difusdo de oxigénio é suficiente para 0 consumongicsorganismos aerobios. Em ambientes
reduzidos, a matéria organica € o principal doa#oelétrons usado pelos microrganismos
anaerobios facultativos no solo, sendosNG€e”, SQ, etc., produtos da desassimilacéo da
matéria organica (CON,) e até jons Husados como aceptores de elétrons (CAMARGO
al., 1993; BARTLETT & JAMES, 1993),

As figuras 5.4 (A e B) mostram que ao longo do qukri monitorado existe uma
pequena disponibilidade de nitrogénio. Nota-se mp® primeiros 20 dias de tratamento e
principalmente nas profundidades de 20 e 40 cnrmh@equeno aumento na concentracéo de
nitrogénio total, comparado ao solo ndo contaminféigura 5.4A). Essa variacao de
nitrogénio total pode estar relacionada a adicdodesel, que o contém em baixas
concentracdes, ou, ainda, ser resultante da lisace/ou hidrolise de proteinas por enzimas
extracelulares. Pode-se perceber também um aunsggmdficativo da concentracdo de
nitrogénio no controle (CA), provavelmente devidai@tamento do solo com o biocida azida

de soédio.

Por outro lado, a variacdo de nitrogénio amoniémaliferenciada (Figura 5.4B). Os
maiores valores foram evidenciados na faixa de s@is proxima a superficie (20 cm) nos
primeiros 40 dias de tratamento.
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Em estudos visando o estabelecimento de relacOegionais adequadas para
biorremediacédo de solos contaminados por Oleofarwerificado que dosagens excessi\
de nitrogénio (SORIANO, 200apudRizzo, 2008) e de fosforo (BAPTIS", 2007) podem
interferir negativamente no processo de biodegéma® mesmo efeito inibitorio fi
comprovado por Trindacet al. (2004) tendo como base estudos realizadoWalworth et
al. (2005).
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Figura 5.4. Nitrogénio total (A) e nitrogénio amoniacal (B) aamostras de solo contaminado ¢
Oleo diesel (BO)em distintas profundidades (SV= solo virgem, semtaminac¢do; CA= contro
abidtico).
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Em geral, os estudos de biorremediacéo de sotdaromados com 6leo cru estimam,
para efeito de célculo da relacdo C:N:P, que 85%vaor de HTP correspondem a
concentracdo de carbono. Se considerada vélidaazsta para diesel, a relacdo C:N:P para o
solo ap6s adicdo de 10% m/m de diesel serd de ,20D@D5, isto é, muito aquém do
indicado para o processo de biorremediacdo quelo@é0:1 (JARAMILLO, 1996)

5.3.2 Ensaios de atenuacao natural de solo comtada com diesel comercial (B4)

O perfil de distribuicdo de HTP residual do solmtaminado com oOleo diesel
comercial (B4) ao longo da coluna de solo e do tempnitorado é apresentado na figura
5.5. Comparativamente ao perfil de HTP estabelep@@ solo contaminado apenas com
diesel (Figura 5.1) evidencia-se um comportametrigoashciado.

Nos dois primeiros periodos, 20 e 40 dias, \eaxiie um aumento gradativo de HTP
ao longo do reator, sendo esse comportamento wliéeezn 60° dia, concentrando menos HTP
na secao intermediaria do reator.

Para a metodologia aplicada na quantificacdo d®,H®i utilizado o aparelho,
Infracal, cuja eficiéncia foi comprovada no tralmaliealizado por Telhado, 2008, para esta
analise em Oleo cru. A partir disso empregou-sa &cnica para a quantificacdo de HTP em
diesel puro (BO) e em diesel com 4% de biodiesd),(a que estes se caracterizam por
conter hidrocarbonetos derivados de petroleo. Raemalise de diesel puro, obtivemos
resultados condizentes em todo o trabalho, mas pammbustivel B4, observam-se
inconsistentes resultados, possivelmente pelodatpresenca do biodiesel ao diesel sendo,

portanto, descartada essa analise.
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Figura 5.5. Perfil de distribuicdo de HTP residual em solo aarihado com 6leo diesel (B4)
em funcéo da profundidade e do tempo.

A analise da figura 5.6 permite evidenciar que autazdo de BHT se manteve
inalterada em relacdo ao solo virgem, durante tdmeriodo monitorado. No entanto, a
presenca de biodiesel estimulou o crescimento H&3 fiBa maioria das condicdes testadas.
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Figura 5.6. Concentragdo das bactérias heterotréficas tota#§ B bactérias hidrocarbonoclasticas
(BHC) em solo ap6s contaminacdo com diesel (B4)dd@arentes profundidades e para diferentes
tempos de monitoramento (A= BHT; B= BHC; SV= solmgm, sem contaminacao).

A presenca de matéria organica mais facilmeatgatlavel (biodiesel) néo alterou o
pH do solo, que se manteve acido, em torno desstrés profundidades por 60 dias.

A adicao de biodiesel ao diesel também nao tevioef® potencial de oxidacéo-
reducdo do solo (Figura 5.7). E, analogamente aereiado para diesel BO (Figura 5.3), 0

Eh se manteve positivo.
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Figura 5.7. Variacdo do potencial de oxidacdo-reducéo (Eh) parastras de solo contaminado com
diesel/biodiesel em fungéo da profundidade e dptef8V= solo virgem, sem contaminacéo).

Comparativamente, as concentracdes de nitrogétab (Figura 5.8 A) e amoniacal
(Figura 5.8 B) apresentaram diferentes perfis etacd® ao ensaio de AN com solo
contaminado com diesel/biodiesel (Figuras 5.4 A)e @bserva-se um teor maximo de

nitrogénio total no 60° dia de monitoramento.
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Figura 5.8. Nitrogénio total (A) e nitrogénio amoniacal (B) aamostras de solo contaminado ¢
Oleo diesel (B4em distintas profundidades ( SV= solo virgem, semtaminacdo; CA= contro
abidtico)

5.3.3 Analise comparativa da degradacdo de hidrboaetos de eo diesel BO e de

contagem de BHT e BHC em coluna de

Para fins comparativos, na figura 5.9 foram plotads valores dos percentuais

degradacdo de HTP, bem como os dados referentamnésntracbes de BHT e BHC, p.
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solo contaminado com diesel puro (BO).

Para o solo contaminado apenas com 6leo diesel(B®), a degradacdo de HTP foi
lenta, tendo inicio apés 20 dias da sua contaminadaemocéao de HTP no controle abidtico
foi de 24%, atingindo, portanto, uma degradaca@4® ao final do monitoramento (Figura
5.9). Porém, de acordo com o perfil apresentaduip@emediacdo tende a continuar. Os
valores maximos tanto de BHT quanto de BHC ocomena mesmo periodo, sendo mais
rapido quando a contaminacgao do solo foi feita éeo diesel. Porém, com a continuidade
do monitoramento, evidencia-se uma leve tenderwideglineo da viabilidade de ambas as
populacdes. Isso pode ser devido a selecado natlegppontando a atividade preferencial de
algumas espécies, em funcdo do acumulo de frag@@micas de maior complexidade e,
portanto, mais recalcitrantes, uma vez que a aiil@cha etapa inicial se atribui ao consumo
das fracbes mais leves, ou seja, de menor compldxidA reducdo do numero de células
também pode ser atribuida a deplecdo de nutriectaso, por exemplo, a fonte de
nitrogénio, o que é um impeditivo para a manutendgds funcdes vitais das células.

Portanto, acredita-se que a degradacdo dos hibdoyestos foi favorecida pela
atividade microbiana, mesmo sem ter havido a imgémépara estabelecer condi¢cdes que

favorecessem o metabolismo bacteriano.
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Figura 5.9. Monitoramento de HTP e concentracdo de bactérieeydidficas totais (BHT), e de
bactérias hidrocarbonoclasticas (BHC) para soltarnimado com 6leo diesel (BO).
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5.4. Avaliacdo da toxicidade dos solos contaminadapds atenuac&o natural

Amostras dos solos artificialmente contaminados caleo diesel BO e B4, e
naturalmente atenuadas, foram ensaiadas para rdefipotencial téxico dos compostos
residuais gerados pela acdo microbiana e quimlme ©3 hidrocarbonetos. Os ensaios de
ecotoxicidade foram realizados com sementes de téons@ndo feita a observacdo de
percentual de germinagéo e crescimento do vegethe(a 5.3).

Note-se que no solo virgem tanto o percentual deigacdo das sementes quanto o
crescimento do vegetal foram bem inferiores aoroget@do para o controle positivo. Isto
comprova o baixo valor nutricional do solo empregad

Comparativamente, o solo contaminado apenas coordidsel (BO) apresentou maior
germinacao de sementes e maior crescimento daspld®tomate, para as amostras retiradas
tanto da superficie quanto na mistura das camaslasaibr profundidade (40 e 60 cm). No
caso do solo contaminado com Oleo diesel B4, s@mastamostras superficiais do solo
propiciaram germinacao e crescimento. Logo, naipelssemocédo de hidrocarbonetos para o
solo contaminado com diesel/biodiesel, os compostesultantes do processo de
biodegradacdo nao atingiram o mesmo grau de desgdpo da ocorrida no solo
contaminado com diesel; dai, a maior toxicidade. causa disto pode ser a baixa

disponibilidade de nutrientes no solo.
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Tabela 5.3:Dados de ensaios de fitotoxicidade realizados conate para solos
contaminados apos atenuacéo natural

Sementes de tomate

Tempo de T
Amostras Tratamento PO 8 Germinacéao Al el
. Coleta . do caule
(dias) (%) (cm)
20 querflglle 0 -
Solo contaminado com Mistura ! -
1 Y
Oleo Diesel (B0) 40 Sl\ljl?;rf;'e 114 - 1
naturalmente atenuado u, .
60 Superficie 7 1
Mistura 14 -
20 Superficie 7 -
Solo contaminado com Mistura 0 -
Oleo Diesel/Biodiesel 40 Superficie 18 1
(B4) naturalmente Mistura 0 =
atenuado 60 Superficie 7 1
Mistura 0 -
Solo Virgem - - 62 5
Controle positive - Mistura 100 10
Controle abittico ] Mistura 0 )
(Diesel)
Controle abiético Mistura 0 )

(Diesel/Biodiesel)

*» Mistura dos solos nas camadas de 40 e 60 cm denplidade “Controle positivo= solo comercial proprio
para cultivo de plantasiControles abiéticos= solo contaminado adicionadbidoida azida de sédio.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES

A atenuacdao natural (AN) do solo, artificialment@taminado com 0leo diesel puro (BO),
resultou em crescente degradacéo de hidrocarbotogdds de petrdleo (HTP) ao longo de 60
dias, quando foi determinada uma remocdo de ceeca3@®; embora as condicoes

nutricionais e ambientais fossem desfavoraveis/eatle microbiana;

Comparativamente, o crescimento de bactérias heiBcas totais (BHT) foi maior no
solo contaminado com B0, enquanto que no solo non&o com oleo diesel comercial B4
houve um aumento de BHC, o que sugere que a peesknbiodiesel favorece a atividade

microbiana;

A avaliacdo da toxicidade dos solos contaminadas BO e B4, apos atenuacao natural,
por meio de ensaios de fitotoxicidade com semedtegomate revelou a presenca de

compostos toxicos, sendo o solo contaminado com B4is toxico;

N&o foi possivel obter resultados a partir dasisesilde atividade desidrogendsica e de
biologia molecular do solo, nem antes e nem apos @\Nue se credita a interferéncias

causadas pelas suas caracteristicas fisico-quimicas
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CAPITULO 7: CONSIDERACOES FINAIS: PROBLEMAS E SUGETOES

» Aplicar técnicas de biorremediacdo como o bioedtinpara obter uma relagdo de
nutrientes mais favoravel para a atividade micnudgia

» Repetir as analises de Hidrocarbonetos Totais ttélé@ (HTP) tanto para BO como
para B4 usando a técnica de cromatografia;

» Realizar testes comparativos com outras concersagé biodiesel como também
B100;

» Analisar as possiveis causas da ndo obtencdo doHados para as andlises de
biologia molecular e da atividade desidrogenésica.
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