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Resumo

Rocha, Daniele Leonel da. Biorremediacdo de solo contaminado com
hidrocarbonetos e metais utilizando surfatantes sin téticos e biossurfatante em
ensaios em microcosmos e biorreator.  Rio de Janeiro, 2015. Dissertacédo (Mestrado
em Ciéncias) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Devido as atividades antropogénicas, o solo vem sendo constantemente contaminado
com petréleo e seus derivados. Com o intuito de reabilitar essas areas contaminadas
ao uso pretendido, a biorremediacdo surge como uma alternativa menos agressiva ao
meio ambiente. Entre as técnicas de biorremediacdo, a utilizacdo de biorreatores
aliada a bioestimulagdo com a aplicagédo dos surfatantes sintéticos Tween 80 e Triton
X-100, assim como de um surfatante de origem bioldgica do tipo ramnolipidio, o
JBR210, foram estudadas no presente trabalho. Para tal, foi utilizado um solo
multicontaminado com cerca de 4% (m/m) de 6leo e alguns metais como Zn, Ni e Cu,
sendo caracterizado e tratado. Em uma primeira etapa foram realizados ensaios em
microcosmos utilizando frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 g de solo, com
adicdo de cada surfatante, individualmente, em duas diferentes concentracbes (0,1
mg/g de solo e 1,0mg/g de solo), com ajuste de umidade para 70% da Capacidade de
Retencdo de Agua do solo (CRA). Os sistemas foram aerados e homogeneizados trés
vezes por semana pelo periodo de 42 dias, ndo sendo necesséaria a correcdo dos
nutrientes (N e P) para manutencédo da atividade microbiana do solo. Com a utilizacéo
da concentracdo de surfatante de 0,1 mg/g de solo foram alcancados os melhores
resultados de remocao de HTP (hidrocarbonetos totais de petr6leo) com a aplicacdo
do Tween 80 (28,5%) e do biossurfatante JBR210 (17,25%), enquanto que para o
ensaio controle, com somente ajuste de umidade, o valor obtido foi de 20,75%. Os
resultados encontrados em microcosmos embasaram a escolha dos ensaios em
escala ampliada utilizando biorreatores de bancada (capacidade de 13L contendo 8Kg
de solo). Os ensaios em biorreator duraram 42 dias, sendo feita agitacdo mecanica e
aeracdo por ar comprimido diariamente, além da correcdo da umidade para 70% da
CRA, trés vezes na semana. Os percentuais de remocao médios de HTP alcancados
foram de 30,0% para o surfatante de origem biol6gica JBR210 e 25,25% para o
surfatante Tween 80, enquanto para 0 ensaio controle foi de 20,50%. Esses
resultados demonstram que tanto os surfatantes sintéticos quanto os biolégicos
apresentam potencial para biorremediacdo de solos multicontaminados, assim como

sua utilizacdo em biorreatores.
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Abstract

Rocha, Daniele Leonel da. Bioremediation of soil contaminated with
Hydrocarbons and metals using synthetic surfactants and biosurfactant in
microcosms and bioreactors.  Rio de Janeiro, 2015. Dissertation (Master in Science)
— Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Due to anthropogenic activities the soil has been continuously contaminated with oil
and oil products. In order to mitigate these contaminated areas, bioremediation
emerged as a less aggressive alternative to the environment. Among the
bioremediation techniques, the use of bioreactors combined with biostimulation with the
application of synthetic surfactants Tween 80 and Triton X-100, as well as a surfactant
of biological origin of the type rhamnolipid JBR210 are being studied in this work. Thus,
a soil multi-contaminated with 4% of oil and metals like Zn, Ni, and Cu was
characterized and treated. Preliminary tests in microcosm were conducted in
Erlenmeyer's flasks containing 100 g of soil and surfactants with different
concentrations (0.1 mg/g of soil or 1.0 mg/g of soil), and the moisture content adjusted
to 70% of the soil water holding capacity (WHC). The systems were aerated and
homogenized three times a week for a period of 42 days. No correction of phosphorus
and nitrogen nutrients was necessary, since the soil already showed the concentrations
needed to maintain the activity of microorganisms in the soil. The best removal results
were obtained with the synthetic surfactants Tween 80 and biosurfactant at
concentrations of 0.1 mg/g of soil, reaching 28,50% and 17,25% removal, respectively,
within 42 days. For the control test, with only humidity adjustment, the removal
percentage was 20,75%. Using the best results found in the microcosm tests for
synthetic and biological surfactants, large scale tests were carried out using a batch
bioreactor (8 kg soil capacity). The tests in bioreactor lasted 42 days, with daily
aeration and homogenization, and the correction of moisture content to 70% of the
WHC, performed three times a week. The average removal percentage obtained were
30,00% for the surfactant of biological origin (JBR210, 0.1mg/g of soil) and 25,25% for
the synthetic one (Tween 80, 0.1mg per g of soil). The removal percentage for the
control assay was 20,50%. These results demonstrate that both synthetic and
biological surfactants have potential for the bioremediation of multi-contaminated soils,
as well as for use in bioreactors.
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1. Introducao

O solo pode ser descrito como um manto superficial formado por rocha desagregada e,
algumas vezes, por cinzas vulcanicas, em mistura com matéria organica em decomposicao,
contendo ainda agua e ar em proporcdes variaveis e organismos vivos. A propor¢ao de cada
componente pode variar de um solo para o outro. E estruturado em camadas denominadas
horizontes, sujeitas a constantes variagcdes entropicas, através de processos de adicao,
remocdo, translocacdo de natureza quimica, fisica e bioldégica (BRAGA et al., 2002;
MENDONCGCA, 2006).

A qualidade do solo pode ser definida como a capacidade deste funcionar dentro do
ecossistema visando sustentar a produtividade bioldgica, manter a qualidade ambiental e
promover a saude das plantas e animais (ARAUJO & MONTEIRO, 2007).

Tanto na agua quanto no solo, a contaminagéo por hidrocarbonetos vem aumentando ao
logo dos anos devido ao crescimento de diversos segmentos industriais. Os inumeros
acidentes e vazamentos envolvendo produtos derivados de petréleo acabam afetando varios
ambientes naturais, sendo o0 solo um dos grandes receptores dessa contaminagdo. O
petréleo é constituido por uma mistura de diferentes hidrocarbonetos, além de compostos de
enxofre, oxigénio, nitrogénio, metais e outros elementos. Estes sdo descritos como
extremamente toxicos, com alto potencial cancerigeno e mutagénico para seres humanos
(REGINATO et al.,, 2011; SOUZA et al., 2014). Ja os metais, que ndo podem ser
degradados ou modificados, como ocorre com 0s contaminantes organicos, se acumulam
progressiva e persistentemente no solo (MILLIOLI, 2009; BIONDI, 2010).

Em grandes derramamentos de Oleo, as fragBes de hidrocarbonetos volateis evaporam
rapidamente, restando compostos aroméaticos e alifaticos de cadeias médias e longas, que
muitas vezes se tornam persistentes no ambiente. A biorremediacdo surge como uma
alternativa eficiente e ambientalmente aceitdvel para a remocao destes hidrocarbonetos. Ela
se baseia na utilizagdo de plantas e/ou microrganismos que possuam a habilidade de alterar
ou decompor determinados poluentes (USEPA, 2004; CUNHA, 2008). Algumas tecnologias
podem ser aplicadas no local, denominadas in situ, a exemplo da atenuacdo natural
monitorada, biosparging, bioventing; e ex situ, onde o material é tratado fora do local
contaminado, sendo possivel nesses casos a utilizacdo de biopilhas e biorreatores. A
utilizacdo das técnicas e tecnologias de biorremediacdo nos ambientes contaminados se

baseia na habilidade e potencialidade bioquimica de uma grande quantidade de

1
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microrganismos, que, quando atuam em conjunto, podem transformar substéncias mais
complexas e recalcitrantes em substancias menos toxicas € menos nocivas ao meio
ambiente. Para tal, fatores como: presenga de microrganismos com capacidade de
degradacdo do contaminante alvo; aclimatacéo; suplementacao de nitrogénio e fésforo para
manutencédo da relacdo C:N:P; disponibilidade de &gua; aeracao; pH; temperatura; estrutura
guimica dos compostos, entre outros, sdo fundamentais na efetividade do processo de
biodegradagdo dos hidrocarbonetos. Assim, quando se tenciona a estimulacdo da
degradacédo de hidrocarbonetos por microrganismos, deve-se levar em conta todos esses

fatores, quer sejam isoladamente, quer sejam suas interacées (PEREIRA JR et al., 2009).

Tendo em vista a remocdo dos contaminantes organicos do solo, a biorremediacéo aliada
ao uso de surfatantes e biossurfatantes se apresenta como uma alternativa eficiente e
ambientalmente correta. Eles podem ser utilizados diretamente para aumentar a pseudo-
solubilidade de contaminantes hidrofébicos no solo, uma vez que aumentam a interacdo
agual/dleo, acelerando assim a degradacdo de hidrocarbonetos por microrganismos
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Assim como a aplicagdo de substancias tensoativas ao processo, a biodegradagédo do
petréleo pode ser otimizada com a manutencdo das condicdes ambientais favoraveis ao
processo, entre elas aquelas que afetam a biodisponibilidade. A taxa de degradacéo
depende também do tipo e da quantidade de 6leo presente no local da contaminag¢édo (DEL’
ARCO,1999; MULLIGAN, 2005). Com isso, a utilizacdo de condi¢des fisico-quimicas
controladas, como temperatura, aeragdo e homogeneizagéo pode ser obtida através do uso
de biorreatores de fase solida. Estes surgem como uma tecnologia viavel para a aplicacéo

tanto de tratamento ex situ como on site.
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2. Objetivo

Avaliar o processo de biorremediacdo de um solo multicontaminado com hidrocarbonetos e
metais pelo emprego de dois surfatantes de origem sintética, Tween 80 e Triton X-100, e de

um surfatante de origem biolégica, JBR210, em ensaios em escala reduzida e ampliada.

Sendo os objetivos especificos:

» Ajustar as condi¢cdes operacionais, assim como testar a adicdo isolada dos trés

surfatantes em diferentes concentracdes, em ensaios em microcosmos.

« Avaliar a biorremediacdo em biorreator de bancada utilizando as melhores condicdes
obtidas nos ensaios em microcosmos com 0 uso de um surfatante sintético e do

biossurfatante.
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3. Reviséao bibliografica
3.1 Solo

De acordo com a CETESB (2015) o solo € um meio complexo e heterogéneo, formado a
partir da alteracdo e da organizacdo do material original (rocha, sedimento etc.), sob acéo
da vida, da atmosfera, sendo constituido por quantidades variaveis de minerais, matéria
organica, agua da zona saturada e insaturada, ar, organismos vivos, sendo incluso plantas,
microrganismos, invertebrados e outros animais. Tem como funcdo a sustentacéo da vida e
do habitat, a manutengdo do ciclo da agua e nutrientes, protecdo da agua subterranea,

conservacdo das reservas minerais e matérias primas e a produgéo de alimentos.

Ele é composto por pelo menos quatro componentes, sendo eles a matéria inorganica, que
representa cerca de 40% do volume do solo; matéria organica que representa cerca de 5%;
ar e agua, sendo esses 50%; e organismos Vvivos, tanto microrganismos como organismos
macroscépicos, correspondendo a 5%. O crescimento microbiano mais intenso ocorre nas
superficies das particulas do solo, geralmente no interior da rizosfera. Um dos principais
fatores que influenciam a atividade microbiana no solo é a disponibilidade de agua, que
pode estar retida no solo de duas maneiras, ou adsorvida na superficie ou como agua livre,

presente entre as particulas do solo (MADIGAN et al., 2010).

A cor do solo depende do material de origem e do conteddo de matéria orgéanica, sendo
mais escuro quando h& maior quantidade de matéria organica. Podem ter tons
avermelhados ou amarelados, que indicam a presenca de Oxidos de ferro. Na ordem
crescente de didmetro de particula, o solo pode ser argiloso, siltoso, arenoso ou de
pedregulho (calcério) (BRASIL, 2009).

O solo tem como limite superior a atmosfera. Os limites laterais sdo os contatos com corpos
d’agua superficiais, rochas, gelo, areas com coberturas de dendritos inconsolidados, aterros
ou com terrenos sob espelhos d’agua permanentes. O limite inferior do solo é dificil de ser
definido. Em geral, o solo passa gradualmente do seu limite inferior, em profundidade, para
rocha dura ou materiais saproliticos ou sedimentos que ndo apresentam sinais da influéncia
de atividade biolégica (EMBRAPA, 2006).
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Devido a atividades antropogénicas, 0 solo esta sendo constantemente contaminado. A
CETESB define area contaminada como sendo uma area, local ou terreno onde ha
comprovadamente poluicdo ou contaminagdo causada pela introducdo de quaisquer
residuos ou substancias que nela tenham sido depositadas, acumuladas, enterradas ou

infiltradas de forma planejada ou acidentalmente e até mesmo de forma natural.

3.2 Petroleo

O petréleo € uma das mais importantes fontes de energia da atualidade, composto por uma
mistura de diferentes hidrocarbonetos, além de compostos de enxofre, oxigénio, nitrogénio,
metais e outros elementos. Devido ao aumento de seu uso, a producdo, o transporte,
distribuicdo e a estocagem do 6leo cru, assim como de seus derivados tiveram grande
aumento nos ultimos anos. Com isso, grandes impactos ambientais ocorrem devido a
derrames acidentais ou por despejos indevidos (MILLIOLI et al., 2008; TELHADO, 2009)

A origem do petréleo ocorre a partir da matéria organica acumulada junto a sedimentos. A
interacdo entre a matéria organica, sedimentos e condi¢gfes termoquimicas apropriadas sdo
fundamentais para o inicio da cadeia de formacao do petréleo. A necessidade de condi¢Bes
ndo oxidantes pressupde um ambiente de deposicdo composto de sedimentos de baixa
permeabilidade, inibidor da acdo da &gua circulante em seu interior. O hidrocarboneto
formado, 6leo ou géas, depende da constituicAo da matéria original e da intensidade do
processo térmico que atuou sobre ela. A matéria organica marinha € basicamente originada
por microrganismos e algas que formam o fitoplancton, e pode gerar hidrocarboneto liquido.
A matéria organica proveniente de vegetais, devido ao ambiente oxidante do meio onde

vivem, pode gerar hidrocarboneto gasoso (THOMAS, 2001).

E possivel observar na Figura 1, alguns dos hidrocarbonetos mais comuns encontrados no

petréleo.
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Figura 1. Férmula estrutural e nomenclatura de alguns dos hidrocarbonetos formadores d
petréleo (MELO, 2006).
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De acordo com o boletim da producdo de petréleo e gas natural do més de dezembro de
2014 da ANP (Agencia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis), a producdo
de petréleo no Brasil no més de outubro foi de aproximadamente 2.497 Mboe/d (mil barris
por dia), apresentando um aumento de aproximadamente 18,4% na producao do petroleo se
comparada ao mesmo més de 2013. A produgéo de gas natural no Brasil no mesmo periodo
foi de aproximadamente 95,1 MMm?®d (Figura2). Cerca de 90% da producéo de petréleo e

75,7% da producao de gas natural foram explotados de campos maritimos.

Historico de producao de petroleo e gas natural
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i

Total
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2622 2558 2.613 2643 2667 2721 2790 2.820 2898 2918 2976 2935 3.096

Figura 2. Histérico de Producao de petroleo e gas natural no periodo de dezembro de 2013
a dezembro de 2014 (ANP, 2015).

A Figura 3 apresenta um esquema de producdo dos derivados do petréleo a partir do refino,
fornecido pela ANP em 2009, sendo este 0 esquema de produ¢do mais moderno e flexivel.
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Figura 3. Esquema de producéo e refino de petréleo (ANP, 2009).

De acordo com os dados da producédo, importacao e exportacdo dos derivados de petréleo,
fornecidos pela ANP no periodo de 2007 a 2012 é possivel verificar que houve aumento da
producdo de praticamente todos os derivados analisados, sendo 0 maior aumento
percentual para a gasolina de aviacdo, seguido pela gasolina A (Tabela 1). Os derivados
energéticos corresponderam a 85,3% do total produzido, com 102,7 milhdes de m?, apos um
aumento de volume de 6,9% em relacdo a 2011. A producdo dos ndo energéticos foi de
14,7% do total produzido, ap6s um acréscimo de 4,2% em comparacdo ao ano anterior. O
6leo diesel foi o derivado mais produzido no Brasil, e sua participacdo percentual aumentou
de 37,6% em 2011 para 37,8% em 2012. Em seguida, a gasolina A, com aumento de
participagdo de 21,6% em 2011 para 22,5% em 2012. Entre os derivados ndo energéticos,
destacou-se a nafta, responsavel por 5,4% da producéo total de derivados, com 6,4 milh6es

de m3.
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Tabela 1. Producéo de derivados de petréleo, energéticos e ndo- energéticos no periodo de
2007 a 2012.

Total 108,512,061 | 108.163.740 | 109.747.303 | 110.394.462 | 113.003.867 | 120.203.986
Gasolina A | 21.598.969 | 21.041.901 | 20.874.989 | 23.067.253 | 24.438.510 | 27.061.075
Gasolinade | o) 1 5q 67.966 52.746 90.104 57537 77.606

Aviacéo

GLP 10.431.558 | 10.233.783 | 10.008.677 | 9.698.813 | 9.921.635 | 10.361.616

Oleo | 1c380.837 | 14.704.434 | 14.053.755 | 13.883.271 | 13.227.130 | 13.691.084
Combustivel
Oleo Diesel | 39.572.842 | 41.134.038 | 42.898.619 | 41.429.263 | 42.530.305 | 45.504.004

QAV 4102676 | 3.871.687 | 4.380.983 | 4.664.552 | 5395177 | 5.422.769
Querosene | ) 559 23.158 19.707 25.457 31.012 23.885
lluminante

Outros 204.944 343.840 138.701 262.275 433.060 386.345

Asfalto 1.680.039 | 2.125.959 | 2.089.926 | 2.767.281 | 2.464544 | 2.569.635

Coque 2563296 | 2.811.485 | 3.084.025 | 3.056.971 | 3.756.284 | 4.452.350

Nafta 0244639 | 8.134.049 | 8.402.282 | 7.311.298 | 6.346.782 | 6.440.115

Oleo

0 645.053 756.200 593.794 603.154 602.520 607.979
Lubrificante
Parafina 129.638 130.069 105.594 94.196 100.291 123.445
Solvente 579.688 478.709 460.956 508.705 375.991 290.241
outros 2281.754 | 2306463 | 2582549 | 2.931.870 | 3.323.090 | 3.191.837

FONTE: ANP, Anuéario Estatistico Brasileiro do Petréleo, Gas Natural e Biocombustivel, 2013.

Notas: 1. Inclui produgédo das refinarias, centrais petroquimicas, UPGNSs e outros produtores. Nao

inclui producéo da unidade de industrializac&o do xisto.

2. N&o inclui producéo da unidade de industrializa¢do do xisto, com excec¢éo da nafta.
3. Nao inclui o consumo préprio de derivados nas unidades produtoras.

4. Nao inclui as producdes de gas combustivel das refinarias.

Yo)
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Tanto o petroleo, como seus derivados sao fontes de contaminacao de solo. De acordo com
a CETESB (2013), os grupos de contaminantes no estado de S&o Paulo estdo apresentados
na Figura 4 contendo o nimero de ocorréncias de areas contaminadas pela atividade de
revenda de combustiveis. Destacam-se como 0Ss maiores grupos: solventes aromaticos
(sendo representado basicamente pelo benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos presentes
na gasolina vazada nos postos de combustivel), combustiveis liquidos, hidrocarbonetos
policiclicos arométicos (HPAS) e metais.

Radionuclideas

Dioxinas e furanos

Anilinas

Microbioldgicos

Fralatos

Metanc/outros vaporesigases
Biccidas

PCEBs

Fenois halogenados
Solventes aromdticos halogenados
Qutros inorgéanicos

Outros contaminantes
Solvanies haloegenadaos
Metais

PAHs

Combustiveis liquidas

Solvenies aromaticos

S|

5
8
B
11
26
35
3
&3
74
]
104
164
351
760

—

1802

2.8a2

— EE

Figura 4 . Numero de ocorréncias de grupos de contaminantes no estado de S&o Paulo

(CETESB, 2013).
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3.3 Hidrocarbonetos e metais como fontes de contami nacao do solo

Os solos sdo alvos constantes da contaminacdo por compostos organicos, recebendo
anualmente grandes quantidades de hidrocarbonetos, que devido sua estrutura quimica, sua
baixa solubilidade em agua e da forte tendéncia a sor¢ao na fase sélida do solo, tornam-se

recalcitrantes e permanecem por longos periodos no ambiente.

Essa contaminacdo consiste na deposi¢ao, disposi¢do, descarga, infiltragdo, acumulacgéao,
injecdo ou aterramento de substancias ou produtos poluentes, em estado sélido, liquido ou
gasoso podendo provocar grandes impactos ambientais, uma vez que 0 solo € um
componente fundamental dos ecossistemas e ciclos naturais, assim como, reservatorio de
agua, base para atividades agricolas e essencial a vida humana (RIZZO et al., 2006;
JACQUES, 2007).

A Resolucdo CONAMA n%420/2009 dispde sobre os critérios e valores orientadores de
gqualidade do solo e aguas subterrdneas quanto a presenca de substancias quimicas e
estabelece diretrizes para o gerenciamento ambiental de areas contaminadas por essas
substancias em decorréncia de atividades antropicas. Define principios basicos de
gerenciamento de areas contaminadas, e estabelece que o 6rgdo ambiental competente
deva instituir procedimentos e acdes de investigacdo e de gestdo, que contemplem as

etapas de identificacéo, diagndstico e intervengdo da area contaminada.

A Tabela 2 apresenta os valores de orientacdo de qualidade de solo e agua subterranea
para os hidrocarbonetos aromaticos volateis e os policiclicos arométicos, de acordo com a
resolucdo CONAMA n° 420/2009. Ja na tabela 3 observamos os valores de orientagdo da
gqualidade de solo, considerando-se um teor de argila de 25% e de matéria organica de 10%

de acordo com a Lista Holandesa (1999).

11
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Tabela 2. Valores de orientacdo da qualidade do solo e éagua subterrdnea para

hidrocarbonetos aromaticos volateis e policiclicos aromaticos, de acordo com a resolucdo

CONAMA n° 420/2009.
igua
Subterra
Solo (mg.kg-1 de peso seco) (1) nea
(ng.L-1)
Substincias CAS n®
Referén Investigaciio
s Prevencio Investigagdio
qualida i
de i%‘nhi?lil Residencial | Industrial
Hidrocarbonetos aromaticos volatels
Benzeno 71-43-2 na 0,03 0.06 0.08 0,15 57
Estireno 100-42-5 na 0,2 15 35 g0 20*
Etilbenzeno 100-41-4 na 6,2 35 40 05 300**
Tolueno 108-83-3 na 0,14 30 30 75 700>
Xilenos 1330-20-7 na 0,13 25 30 70 S00**
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
Antraceno 07/12/20 na 0,039 - - . -
Benzo(a)antraceno 56-55-3 na 0,025 9 20 65 1.75
Benzo(k)fluoranteno 207-06-9 na 0,38 - - -
Benzo(g h i) 191-24-2 na 0,57 = 5
perileno
Benzo{a)pireno 50-32-8 fa 0.052 0.4 1.5 3.5 [ 5 o
Criseno 218019 na 8.1 - - - -
Dibenzo{a hlantraceno 53-70-3 na 0,08 0.15 0.6 13 018
Fenantreno 85-01-8 na 33 15 40 05 140
Indeno(1,.2 3-c d)pireno 103-30-5 na 0,031 2 25 130 0,17
Naftaleno 01-20-3 na 0,12 30 60 o0 140

*Padroes de potabilidade de substancias quimicas que representam risco a sadde definidos pela Portaria n® 518/2004 do

Ministério da Saude.

**Valores calculados com base na em risco a saide humana, de acordo com o escopo desta Resolucédo. Diferem dos padrées
na Portaria n° 518/2004 do Ministério da Salde e dos valores maximos

de aceitagdo do consumo humano definidos

permitidos pelo consumo humano definidos no Anexo | da Resolugdo CONAMA n° 396/2008.

12
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Tabela 3. Valores referenciais para solo, de acordo com a Lista Holandesa (1999).

Parametro Concentragdo em peso seco (mg.kg™)
S T |
Compostos aromaéticos
Benzeno 0.05 0,53 1,00
Tolueno 0,05 65,0 130,0
Etilbenzeno 0,05 250 50.0
Xileno (soma) ' 0,05 12,5 25,0
Fenol 0,05 200 40,0
Creosol - 25 5,0
Catenol - 10,0 20.0
Resorcinol - 5.0 10,0
Hidroquinona - 50 10,0
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos
Maftaleno - - -
Fenantreno - - -
Antraceno - - -
Fluoranteno - - -
Benzo(a)antraceno - - -
Criseno - - -

Benzo(k)fluoranteno - - -
Benzo(a)pireno - . -
Benzo(ghi)perilene - . .
Indenol(1,2,3cd)pireno = = -
PAH (soma 10) 1,0 20,5 40,0

Considerando-se um teor de argila de 25,0% e de matéria organica de 10,0%.

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo formados apenas por carbono e
hidrogénio, com estruturas contendo pelo menos dois anéis aromaticos fundidos e diversos
sdo carcinogénicos para seres humanos. Suas propriedades quimicas e fisico-quimicas sdo
fundamentais para a compreenséo e avaliacdo do comportamento ambiental e toxicolégico.
Todos os HPAs séo solidos e possuem baixa solubilidade em agua, mas sao sollveis em
varios solventes organicos. A solubilidade em agua diminui com o aumento do tamanho da
molécula, com excecdo do naftaleno, que é relativamente soltvel (32mg/L). Os HPAs mais
pesados tém maior estabilidade, menor solubilidade, tendendo a ter suas concentracfes
aumentadas ao longo do tempo no ambiente (SISINNO e OLIVEIRA-FILHO, 2013). Sédo

importantes, portanto no monitoramento destes ambientes impactados.

J& o benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos (isbmeros: orto-, meta-, e para- xileno),
conhecidos como BTEX, que s&o hidrocarbonetos monoaromaticos, sdo 0s principais
compostos a serem identificados e quantificados antes e durante o processo de remediacao,

tendo seus valores de prevencéo e intervencao também regulamentados. S&o utilizados em

13
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solventes e combustiveis, sendo os constituintes mais sollveis na fracdo da gasolina. Estes
compostos sao altamente téxicos, sendo o benzeno o mais nocivo ao ambiente (ANDRADE,
2010).

O petrdleo pode apresentar também metais pesados em sua constituicdo, o que é muito
preocupante quando em contato com o solo, pois eles podem provocar diversos danos
nocivos ao meio ambiente e a0 homem. Esses elementos exercem efeitos adversos aos
microrganismos e processos microbianos no solo, comprometendo a funcionalidade do
ecossistema (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Por essa razao, alguns metais, entre eles o Ni,
Zn e Cu, também apresentam valores orientadores para solos e aguas subterrdneas na
mesma resolucdo CONAMA n° 420/2009.

Para o tratamento de solos contaminados com metais existem diversas técnicas, porém o
gque se deve fazer € uma analise aprofundada das condi¢cdes do solo e dos contaminantes.
Com isso, € interessante a utilizacdo de mais de uma técnica de remediacédo, favorecendo
primeiro a remocdo dos hidrocarbonetos para posteriormente promover a remocdo dos
metais (DERMONT, 2008; KAVAMURA & ESPOSITO, 2010).

3.4 Remediacdo de solos multicontaminados: Biorreme diacdo

Os métodos de tratamento utilizados em solos contaminados por hidrocarbonetos podem
ser divididos em métodos fisicos, quimicos e biolégicos. Os tratamentos fisicos evolvem a
separacado das fases do solo e do contaminante. Os tratamentos quimicos se baseiam na
diferenca das propriedades quimicas dos poluentes, envolvendo uma ou mais reacgdes de
neutralizacdo, fotdlise e/ou oxi-reducdo. Os principais processos fisicos e quimicos
utilizados séo soil venting, oxidacdo (POA), dessorcéo térmica, incineracdo, etc (SANTOS et
al., 2007).

O processo biolégico se baseia na capacidade dos microrganismos em degradar esses
compostos. Devido a composicdo do petroleo, ele é facilmente atacado por microrganismos
guando entra em contato com o ar e a umidade (MADIGAN et al., 2010). A utilizacdo de
microrganismos para degradar residuos nocivos em locais contaminados € conhecida como
biorremediacdo. As estratégias de biorremediacdo podem ser in situ (tratamento ocorre no

local onde houve a contaminagéo) ou ex situ (ocorre a remocao fisica da &rea contaminada

14
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para tratamento em outro local) (BOOPATHY, 2000). Na Tabela 4, é possivel observar as

principais vantagens e limitacdes da biorremedi¢do de solos.

Tabela 4. Vantagens e limitacdes no processo de biorremedicéo.

Sua aplicacdo envolve o0 wuso de | De acordo com o tratamento aplicado, pode

equipamentos de facil operacdo e | ser requerido monitoramento continuo por

instalagao. longos  periodos, bem como sua
manutencao.

Quando utilizado como tratamento in-situ, a | A técnica pode ser ineficiente com

biorremediacdo provoca disturbios minimos

ao meio ambiente.

compostos organicos que ficam adsorvidos
ao solo, devido a indisponibilidade.

Em excelentes condicdes de operacao,
apresenta custos menores em comparacao
a outras técnicas de remediacao.

Contaminantes com baixa solubilidade e alta

concentracdo, podem ser tOxicos aos

microrganismos.

Quando alcanca a mineralizacdo essa
técnica ndo gera produtos toxicos, que
devem ser retirados e tratados em outro

local.

Dificuldade de aplicacdo em solos argilosos

ou com baixa permeabilidade.

Quando associada a outra técnica, pode
acelerar o processo de descontaminagéo.

As

microbioldgicas, assim como as condicdes

propriedades fisicas, quimicas e
ambientais podem afetar os resultados de

biodegradacéao.

Fonte: Adaptado de ANDRADE et al., 2010.

Existem diversas técnicas de biorremediacdo, porém, somente apds a realizacdo de estudos
criteriosos dos fatores quimicos, fisicos e bioldgicos é que se pode determinar qual a melhor
a ser aplicada. Como exemplos de técnicas de biorremediacdo podemos citar a
bioestimulacdo e o biaumento, e de tecnologias, a bioventilagéo, biopilha, landfarming, o uso
de biorreatores, dentre outras (WEBER & SANTOS, 2013).
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Existem varios trabalhos nos dltimos anos que apresentam resultados positivos perante
essas técnicas/tecnologias, dentre os quais, podemos destacar como exemplo o estudo
realizado por Andreolli et al. (2015). Foram utilizadas as técnicas de bioaumento e
bioestimulacdo em um solo de &rea de floresta apds impacto por queimada, contaminado
com 110,4 mg/kg™ de hidrocarbonetos na faixa de C12-40, que representa 99,8% dos
hidrocarbonetos totais presentes neste solo. Os experimentos foram realizados in situ
utilizando dois produtos comercais. Para o ensaio de bioaumento, foi utilizado inoculo de
Trichoderma sp. e para o ensaio de biostimulacdo foi utilizado um produto comercial
composto por nutrientes organicos (C, N e P), provenientes de fonte vegetal. O ensaio durou
270 dias, apresentando os melhores resultados no periodo de 60 dias, quando atingiu cerca
de 70% de degradacao para o ensaio de bioestimulacdo. Para o ensaio com bioaumento foi

alcancada uma remocéao de cerca de 55%.

De acordo com Dias et al. (2012), foi realizada a técnica de bioestimulacdo em um solo
contaminado com hidrocarbonetos em uma regido de temperaturas muito baixas, a
Antartica. Com uma concentracao inicial de HTP de 10.336 mg/kg™, foram adicionados sais
inorganicos e compostos organicos complexos (a base de carne de peixe), além de um
ensaio teste com o surfatante sintético Brij700. Os ensaios foram realizados em ambientes
separados, com células de 15 cm de profundidade e 50 cm de comprimento e largura, com
duracdo de 45 dias. O ensaio com adi¢do de Nitrogénio e Fosforo apresentou a maior taxa
de degradagéo, atingindo uma remogé&o de cerca de 50%. Segundo os autores, a aplicagéo
do surfatante ndo apresentou resultados de remocé&o significativos, atingindo cerca de 45%
quando aplicado junto aos sais inorganicos e 37,9% com 0s compostos orgéanicos. Nao foi

realizado um ensaio com o surfatante individualmente.

Com relagéo as tecnologias, podemos destacar um ensaio de fitorremediacdo realizado por
Moubasher et al. (2015), utilizando Bassia scoparia. Em um solo contaminado com 2% de
HTP, foram realizados trés ensaios: um contendo quatro plantas por vaso e adicdo de
nutrientes inorganicos, outro apenas com adicdo de nutrientes e um ensaio controle, sem
adicao de plantas ou nutrientes. O ensaio durou 5 meses, e as melhores taxas de remocao
ocorreram para 0s ensaios contendo as plantas, atingindo cerca de 58%. Para os ensaios
com adicdo de nutrientes e para o ensaio controle foram obtidos percentuais de remocao de

46,3 e 9,2, respectivamente, demonstrando assim, 0 uso promissor da fiorremediacéo.

Em um trabalho realizado por Santos et al. (2007), foi avaliada a remocédo de HTP de um

solo com contaminacgdo simulada de 50.000 mg/kg de Gleo cru , utilizando a tecnologia de
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biopilha. Foi feita a correcéo de nitrogénio, utilizando nitrato de sédio e ureia comercial, alem
da adicao de p6 de coco verde como material estruturante, nas concentracdes de 5 e 10%
(m/m). Cada biopilha foi composta com 1500g de solo contaminado, com controle de
temperatura de 22T, sendo aerada semanalmente com auxilio de um ancinho e a cada 15
dias, o teor de umidade era ajustado para 50% da CRA. O ensaio durou 6 meses, obtendo
os melhores resultados para a condicdo que continha 5% de pd de coco na presenca de
ureia comercial (remocdo de 44% de HTP), enquanto para o ensaio controle foi obtida uma

remocao de 20%.

Outro exemplo de aplicacéo foi o estudo realizado por Silva (2009) onde foi tratado um solo
de landfarming contaminado com 6leo (area de 1.000 m?), com concentrac&o inicial de 6.475
mg/kg™, pelo periodo de 225 dias. Para o tratamento foram utilizadas duas condicdes: uma
com aeracao periodica, ajuste de umidade e fertilizacdo, e outra, como ensaio controle, sem
adicdo de umidade, aeracdo e fertilizacdo. Como resultado, o solo tratado com
bioestimulacdo obteve cerca de 89,6% de remocdo de HTP enquanto o ensaio controle
atingiu cerca de 22,4%. Esse estudo comprovou que o processo de landfarming, incluindo

aeracdo, umidade e ajuste de nutrientes favoreceu a degradacéo de hidrocarbonetos.

3.4.1 Fatores que afetam a biodegradacdo de hidroca  rbonetos no solo

Sabe-se que além da presenga de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos,
diversos fatores ambientais influenciam o processo. Os mais importantes sdo a temperatura,
pH, umidade, concentracdo de oxigénio, nutrientes inorganicos, a biodisponibilidade e a
concentracao do poluente (MORAES, 2006).

Na maioria dos casos a biodegradacdo dos contaminantes depende da atividade aerdbia
dos microrganismos, embora existam processos que utilizem a biorremediacdo anaerdbia.
Existe uma grande quantidade de energia envolvida no processo de respiracdo aerdbica,
sendo o oxigénio o aceptor final de elétrons. Na matriz do solo, o0 oxigénio esta presente nos
vazios dos poros. Devido a dificuldade de difusdo quando os poros séo preenchidos por
agua, pode haver deficiéncia de oxigénio no solo, tornando-o até mesmo um ambiente
anoxico. Em geral, é necesséario um minimo de 10% de ar na matriz do solo para manter a
atividade aerdébia. O aumento do nivel de oxigénio no solo pode ser obtido, evitando a
saturacao com agua (MESQUITA, 2004; MADIGAN, 2010).
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A utilizacdo de fertilizantes também beneficia a biorremediacdo. O estado nutricional deve
ser balanceado, propiciando uma boa relacdo entre carbono, fésforo e nitrogénio para a
atividade dos microrganismos. Os nutrientes necessarios, em ordem decrescente, s&o:
nitrogénio, fésforo, potassio, enxofre, magnésio, célcio, manganés, ferro, zinco, cobre. Se os
nutrientes ndo estao disponiveis em quantidade adequada, a atividade microbiana ficara
limitada (MESQUITA, 2004; MORAIS, 2005).

O pH do solo pode ser altamente variavel, podendo apresentar valores de 2,5 a 11,0.
Valores extremos de pH sao inibitérios para grande maioria dos processos de degradacdo
microbianos, sendo a faixa ideal para que os microrganismos tenham atividade maxima
entre 6,5 e 8,5 (ANDRADE et al., 2010; MEYER, 2011).

A umidade é um dos fatores que mais afeta a atividade microbiana, pois, a agua € um
componente indispensavel a viabilidade das células, além de auxiliar nas trocas gasosas e
no transporte de nutrientes. Normalmente, os teores de agua no solo, ideais para atividade
microbiana sao de 25 a 85% da CRA (MOREIRA & SIQUEIRA, 2002; MEYER, 2011).

A temperatura é um fator que influencia diretamente a biodegradacdo por suas implicagbes
de natureza fisica e composi¢cdo quimica do contaminante, além de estar inteiramente
relacionada com a taxa metabdlica e a composicdo microbiana, sendo a faixa de
temperatura ideal para os microrganismos metabolizarem os contaminantes, de 25 a 30 °C.
(ANDRADE et al., 2010;MEYER, 2011).

Outros fatores que inibem a biorremediacdo sdo concentracdes elevadas de compostos
organicos derivados do petroleo ou metais pesados, pois podem ser toxicos ou afetar o
crescimento e a atividade de microrganismos responsaveis pela biodegradacdo (USEPA,
1994).

3.4.2 Surfatantes sintéticos e biossurfatantes: Co nceito, producdo e aplicacao

em processos de biorremediacdo

Com o intuito de acelerar o processo de biodegradacdo do dleo sdo utlizados nos
processos de remediacdo agentes tensoativos, chamados de surfatantes. Quando de
origem biolégica sdo chamados de biossurfatantes, podendo ser produzidos

extracelularmente ou como parte da membrana celular por bactérias, fungos filamentosos e
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leveduras. Em geral apresentam baixa toxidade e maior biodegradabilidade (MULLIGAN,
2005).

Os surfatantes constituem uma importante classe de compostos quimicos, sendo
amplamente utilizados em diversos setores industriais. A maioria dos surfatantes sintéticos é
obtida a partir do petroleo. Suas aplicagdes industriais envolvem detergéncia, emulsificacéo,
lubrificagdo, capacidade espumante, solubilizagdo, dispersdo de fases entre outros
(NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Os surfatantes sdo moléculas anfifilicas constituidas de duas fracdes distintas — apolar
(hidrofébica) e polar (hidrofilica), que tendem a se acumular na interface entre fases de
diferentes graus de polaridade, tais como 6leo/agua ou ar/dgua (PACHECO, 2008). Eles
possuem a capacidade de reduzir a tensdo superficial de liquidos e aumentar a solubilidade,
mobilidade e biodisponibilidade de compostos organicos hidrofébicos e insoltveis (HAMME,
SINGH e WARD, 2006). Se em um sistema ar/agua ou agua/dleo for adicionado um
surfatante/biossurfatante em concentracdes crescentes, havera uma reducdo da tensado
superficial da agua até um valor critico, no qual as moléculas de surfatantes/ biossurfatantes
se organizaram formando estruturas supramoleculares como micelas, bicamadas e
vesiculas. Esse valor critico € chamado de concentragdo micelar critica (CMC), e é
comumente utilizado para verificar a eficiéncia de um tensoativo (BANAT et al.,
2000;PIROLLO, 2006). Por exemplo, um bom surfatante permite baixar a tensdo superficial
da 4gua de 72 para 35 mN/m e a tensdo interfacial entre a agua e n-hexadecano de 40
para 1 mN/m (MULLIGAN, 2005).

Em um sistema heterogéneo solo-agua, as moléculas de surfatantes presentes podem ficar
adsorvidas na superficie das particulas de solo permitindo que algumas intera¢cdes ocorram,
como é apresentado na Figura 5. Normalmente, os grupos hidrofilicos (ou cabeca) estdo
aptos a entrar na fase aquosa e os grupos lipofilicos (ou cauda) tendem a se ligar aos
contaminantes hidrofébicos ou as particulas do solo. Portanto, surfatantes em baixa
concentracdo se acumulam principalmente na interface solido-liquido e liquido-liquido na
forma de monémeros. Com concentra¢cdes crescentes, ha diminuicdo da tensao superficial,
e ao mesmo tempo, a dissolucdo do contaminante aumenta. Quando a concentracdo de
surfactante aumentar mais, micelas se formam, e neste momento a concentragdo de
surfactante € denominada de concentracdo micelar critica (CMC). Estas micelas podem
dispersar facilmente os contaminantes e melhorar consideravelmente a sua solubilidade na

fase aquosa, promovendo assim a dessorcao destes do solo. Os contaminantes dissolvidos
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na fase aquosa tém melhor mobilidade, tornando-se disponiveis para a subsequente

remocao por rotas bibticas (por exemplo, absorgéo pelas plantas e degradagdo microbiana)

ou rotas abidticas (por exemplo, lavagem de solo e posterior separacdo) (MAO et al., 2015).

Propriedades do sistema

[ Solo

H Contaminante
[l Agua

Absun;an pela planta

sty Remediacdo
& reforcada

AC3o I jt. :
dispersiva }éo
Micela ICEIE
5 Emde radacdo
( e a g gradacs

Bactéria degradadora
che\!a/

Tensdo Superficial

Solubilidade

i 1.

= il
Concentracac de Surfatante

Figura 5. Esquema da remediacdo de solos contaminados reforcada com surfatantes
(Adaptado de MAO et al., 2015).

Na Tabela 5 sdo apresentados surfatantes sintéticos utilizados nos ultimos anos, com suas

respectivas estruturas e férmulas moleculares, aplicados na biorremediacdo de solos

contaminados com hidrocarbonetos.
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Tabela 5. Surfatantes sintéticos utilizados na remediacdo de solos contaminados com

hidrocarbonetos.

HO,,(H,CH,CO)

{OCH,CH;),0H

Nao CsaH1240
641112426
Tween 80 i6nico 0" GHIOCH,CH),0H
CH,0(CH,CH50),CO(CH, ), CHCH(CH|
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|
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CTAB Cationico C16H33(CH,CH3)3;NB

Fonte: Adaptado de MAO et al., 2015.
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Os Biossurfatantes também sdo moléculas anfifilicas, mas sao produzidas por
microrganismos, ou mesmo plantas, apresentando caracteristicas biolégicas aplicaveis a
indastria, tais como a farmacéutica, de cosmeéticos, de petrleo e de alimentos. Estes
compostos tém sido visados nos ultimos anos devido sua baixa toxidade, sua
biodegradabilidade e consequentemente aceitabilidade ecoldgica (GOUVEIA et al., 2003). E

possivel observar na tabela 6, as principais classes de biossurfatantes e os microrganismos

envolvidos em sua produgéo.

Tabela 6. Classe dos principais biossurfatantes e microrganismos produtores.

Glicopidios

- Ramnolipidio
- Soforolipidio
- Trealose lipidios
- Celobioselipidios

Pseudomonas aeruginosa;
Torulopsis bombicola;

T. apicola;

Rhodococcus erythropolis;
Mycobacterium sp.
Taeniophyllum petrophilium;
Ustilago zeae;

Lipopeptidios e Lipoproteinas

- Peptidio- lipidio
- Viscosina

- Serrawetina

- Surfactina

- Subtilisina

- Gramicidina

- Polimixina

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Acidos graxos, lipidios neutros e fosfolipidios

- Acidos graxos
- Lipidios neutros
- Fosfolipidios

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Acidithiobacillus thiooxidans

Surfatantes poliméricos

- Emulsan

- Biodispersan

- Liposan

- Carboidrato-lipidio-proteina
- Manana-lipidio-proteina

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Surfatantes particulados

- Vesicula
- Células

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias

Fonte: Adaptada de DESAI & BANAT, 1997.
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Os biossurfatantes oferecem iniUmeras vantagens em relacdo aos surfatantes sintéticos,
podendo ser utilizados em diversas aplica¢des industriais; porém, ainda ndo sao largamente
utilizados devido aos altos custos de producdo associados a métodos ineficientes de
recuperacdo do produto e ao uso de substratos caros. O problema com os gastos na
producdo de biossurfatantes pode ser significativamente reduzido através do uso de fontes
alternativas de nutrientes, facilmente disponiveis e de baixo custo. Uma possivel alternativa
seria 0 uso de subprodutos agricolas ou de processamento industrial (NITSCHKE &
PASTORE, 2002).

Com o intuito de utilizar uma fonte econémica na producéo de biossurfatantes, Bharali et al.
(2014) isolou microrganismos de um solo contaminado com petréleo bruto sendo os
mesmos cultivados pelo periodo de 30 dias. Foi identificada a bactéria Pseudomonas
aeruginosa JBK1. O glicerol, subproduto na producéo de biodiesel, foi utilizado como fonte
de carbono de baixo custo para producdo do biossurfatante, que foi identificado como um
glicolipidio. Foi produzido cerca de 4 g do produto utilizando 3% de glicerol, reduzindo a
tenséo superficial do meio de cultivo para 33.7 mN m™ apés 60 h de fermentacéo. Esse
valor demonstra que o glicerol € uma fonte interessante para producado de biossurfatantes a
serem aplicados na remediacdo de solos. Neste mesmo estudo, em teste de lavagem de um
solo contaminado com petréleo utilizando uma solu¢do contendo 1,0% de biossurfatante,

cerca de 80% do 6leo foi removido.

Em um estudo realizado por Silva et al. (2014), foram cultivadas quatro espécies de
Pseudomonas , sendo elas P. cepacia, P. acidovorans, P. picketti e P. fluorescens, em
residuos de 6leo de fritura, de soja e de canola. Os melhores resultados de producdo de
biossurfatante foram obtidos com a espécie P. cepacia, utilizando cerca de 2% de residuo
de oleo, e dando origem a 5,2 g/L de biossurfatante. Foram realizados ensaios de lavagem
de solo argiloso contaminado com 6leo de motor, a fim de comprovar a eficiéncia do

processo, onde foi possivel observar remogéo de cerca de 80% do contaminante.

3.4.2.1 Aplicacdo dos surfatantes sintéticos e bios surfatantes na

biorremediacdo

A aplicacdo do surfatante/ biossurfatante teoricamente deve facilitar a biodegradacao, porém
varios trabalhos apontam que outros fatores também devem ser estudados para o

beneficiamento do processo. Como foi dito anteriormente, fatores fisicos e quimicos
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influenciam significativamente na biodegradacéo de hidrocarbonetos, como a disponibilidade
de oxigénio e agua, temperatura, pH, o tipo e as caracteristicas do solo e a disponibilidade
de nutrientes inorganicos que interferem na sobrevivéncia e atividade dos microrganismos
degradadores, assim como na biodisponibilidade dos hidrocarbonetos para os
microrganismos (JACQUES, 2007). Em func¢do do exposto, varios estudos realizados nos
ultimos anos reforcam a importancia de se otimizar 0os processos através do ajuste e

controle de varios fatores.

Em um estudo realizado por Ayed (2015) foi realizado um ensaio de lavagem de solo
contaminado com 3% de diesel utilizando o biossurfatante produzido por Bacillus
amyloliquefaciens AN6 e dois surfatantes sintéticos SDS e Tween 80 em concentracdes de
0,5, 1 e 2 g/L, pelo periodo de 35 horas. Para todos os ensaios com diferentes
concentracdes, o biossurfatante apresentou maiores valores de remocdo do diesel em
relacdo aos surfatantes sintéticos, alcancando cerca de 70% de remoc¢ao no ensaio com
1g/L, enquanto os surfatantes Tween 80 e SDS apresentaram percentuais de remocao
préximos a 60%. O trabalho também analisou as melhores faixas de pH, sendo a maior taxa

de remocéo obtida quando o pH estava entre 6 e 7.

Ha trabalhos que relatam a utilizagdo de surfatantes para remocao de metais de diferentes
solos contaminados, como em Torres et al. (2012), onde o solo era proveniente de uma area
industrial contaminada com metais pesados, entre eles As, Cu, Cd, Ni, Pb e Zn. Como
estratégia de remediacéo foi realizada a lavagem do solo com varios surfatantes sintéticos,
variando também a granulometria do solo. O processo teve duracdo de 23h com
temperatura constante de 28C em frascos contendo 20 mL de solucdo de surfatante (0,5%
m/v). Como resultado, houve remocgdes significativas para o surfatante Tween 80 (média de
67,1% para todos os metais) e para Surfacpol 14104 (média de 64% para todos os metais),

cujos valores foram superiores aos encontrados no ensaio controle que foi de 50%.

Um estudo realizado por Lai et al. (2009) comparou o uso de surfatantes sintéticos com
biossurfatantes. Nele foi realizada a lavagem de um solo contaminado com 6leo em duas
concentracdes diferentes, 3.000 mg/kg e 9.000 mg/kg, durante o periodo de 7 dias. Os
biossurfatantes utilizados foram ramnolipidio e surfactina, e como surfatantes sintéticos
foram utilizados Tween 80 e Triton X -100. Os ensaios contendo o biossurfatante
ramnolipidio apresentaram os maiores valores de degradacao de 6leo, sendo 23% para 0s
solos contaminados com 3.000 mg/kg, enquanto que o melhor resultado obtido para os

ensaios contendo surfatante sintético foi de 6% para Tween 80 . Em ensaios contendo 9.000
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mg/kg, o bissurfatante ramnolipidio também apresentou os melhores resultados, alcangando
valor de remogdo de 63%. Ja para o surfatante Tween 80 foram obtidos 40% de

degradacéo.

Apesar dos bons resultados obtidos com a utilizacdo de surfatantes e biosurfatantes em
processo de lavagem do solo, € possivel destacar como uma grande desvantagem a
geracdo de grandes quantidades de efluente contaminado com 0Oleo, que necessitara de
tratamento adicional, preferencialmente em estacdes de tratamento projetadas para este fim
(CETESB, 2014). Além disso, deve-se sempre buscar formas alternativas de tratamento que
nao utilizem grandes quantidades de agua. Para tanto, tratamentos de solos em biorreatores
em meio sélido se apresentam como uma alternativa interessante e estdo sendo atualmente

estudados a fim de mitigar essas areas contaminadas.

O estudo de Szulc et al. (2014), que realizou ensaio em campo durante um ano com
aplicacdo do biossurfatante ramnolipidio associado a técnica de bioaumento em solo
contaminado com diesel. Para tal, foi utilizado um consércio microbiano adaptado ao
biossurfatante e a concentracdo ideal do mesmo também foi avaliada. Como concluséo foi
constatado que grandes concentracfes de biossurfatante produziram efeitos inibitérios na
atividade microbiana, avaliados através da técnica de gPCR, (PCR em tempo real) sendo a
ideal de 150mg/kg de solo. A adigcdo do biossurfatante associada ou ndo a técnica de

bioaumento néo foi significativamente favoravel & degradacéo.

O estudo de Liduino (2013), que utilizou a técnica de fitorremediagdo aliada a
bioestimulacdo e aplicacdo do surfatante biologico JBR210. O cultivo do girassol foi
realizado em um solo multicontaminado com 18.145 mg/ kg de HTP e metais e o ensaio
durou 90 dias. O emprego do biossurfatante ramnolipidio com concentracdo de 4mg/kg de
solo favoreceu a fitorremediacdo, alcancando uma remocdo de HTP de 45%. Houve
também uma remocdo dos metais Zn, Al, Cu e Cr, bem como o estimulo das popula¢cbes

microbianas degradadoras de hidrocarbonetos.

3.4.3 Biorreatores na biorremediacao

Grande parte dos processos de biorremediacdo enfrenta problemas relacionados a
heterogeneidade do contaminante no solo, assim como a dificuldade na homogeneizagéo

dos aditivos, como por exemplo nutrientes e compostos tensoativos, e do oxigénio. Com o
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objetivo de controlar as condigbes favoraveis ao processo, pode-se fazer uso de
biorreatores de fase sdlida. Estes garantem um controle maior, mantendo as condi¢des
ambientais para ndo comprometer o crescimento e a atividade microbiana, favorecendo
assim a biodegradacdo. Podem até reduzir o tempo de remediacdo, favorecendo

principalmente o tratamento de solos argilosos. (RIZZO et al., 2010).

De acordo com Jacques et al. (2007), as taxas de biodegradacdo dos contaminantes, em
geral é alta utilizando esta tecnologia, uma vez que existe o controle das condi¢des bidticas
e abidticas no interior do reator que resultam em um tempo menor de tratamento do solo.
Porém, existem algumas desvantagens relacionadas a técnica, como a quantidade limitada

de solo e em alguns casos, valores elevados de manutencao.

Em Baptista (2007), foi realizado um estudo avaliando a biodegradacédo de 6leo diesel em
um solo arenoso e outro argiloso, em condi¢des aerdbias e anaerdbias, com aplicacdo do
biossurfatante ramnolipidio. Para tal, foram utilizados biorreatores em coluna com 400g de
solo contendo 5% de 6leo diesel, a temperatura ambiente e vazéo de ar de 3L/h. A umidade
foi mantida em 70% da CRA. Foi adicionado um inoculo de 7,7x10° para o sistema aerébio
e 5,4x10° para o sistema anaerébio, previamente adaptado. Foi utilizado um fertilizante para
ajustar os niveis de NPK e foram utlizadas duas concentracdes diferentes de
biossurfatantes nos ensaios, sendo 30mg/L (equivalente a 6,79 mg/kg de solo) e 60mg/L
(equivalente a 13,58 mg/kg de solo) para o solo argiloso. Para o solo arenoso foram
utilizadas as concentragdes 15mg/L (equivalente a 1,34 mg/kg de solo) e 30mg/L
(equivalente a 2,68 mg/kg de solo) de biossurfatante. O ensaio durou 50 dias. Em condicdo
anaerobia, a eficiéncia de remocéo de HTP foi de 65,8% quando se empregou fertilizante
e/ou biossurfatante em solo argiloso em 30 dias. Em condi¢cdo aerébia, o emprego de
fertilizante e/ou biossurfactante promoveu um aumento na eficiéncia de remogéo de HTP
que foi de 79,6%, enquanto nos reatores, onde ndo se fez adicdo dos mesmos, esta

eficiéncia foi aproximadamente de 21%, em 50 dias.

Em um estudo realizado por Rizzo et al. 2010, um biorreator de bancada com capacidade de
13L e um biorreator em escala piloto com capacidade para 800L foram testados para
biorremediacdo de um solo contaminado com 5,4% de HTP pelo periodo de 42 dias. Para os
ensaios, foi avaliada a aplicacdo de serragem como material estruturante e a adicdo de
diferentes fontes de nitrogénio (nitrato de sddio e uréia) com a umidade corrigida para 45%

da CRA. Para os ensaios em biorreator de bancada, a maior taxa de remocéo alcancada foi
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de 19,58% para o ensaio contendo a serragem, com adicdo de uréia. Essa condi¢éo foi

levada ao biorreator em escala piloto, alcancando uma remocéo de cerca de 35% de HTP.

Um estudo realizado por Taketani (2010), utilizando microcosmos e um biorreator de fase
sélida em escala de bancada (RIZZO, 2010) avaliou a biodegradacao de éleo em um solo
multicontaminado com 5% de hidrocarbonetos na presenc¢a de niquel. Foram realizados
inicialmente ensaios em microcosmos verificando a influéncia da concentracéo do metal,
da concentracdo do 6leo e do teor de umidade na remocdo do dleo. A condicdo com o
melhor resultado de remocado obtido foi entdo escolhido para o ensaio em biorreator, este
com capacidade para 8 kg de solo. Os valores finais de remoc¢do obtidos com o uso do
biorreator foram similares aos obtidos em microcosmo, porém o valor de 30% de remocao
foi atingido em apenas 7dias, refletindo a eficiéncia de operacdo atribuida ao biorreator.
Esses resultados sugerem que a utilizacdo de biorreatores pode diminuir o tempo de
tratamento, demonstrando que é uma técnica vidvel para o remediacdo de solos

contaminados.
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4. Materiais e métodos

4.1 Caracterizacdo do solo

Foi utilizado um solo multicontaminado com hidrocarbonetos e metais, proveniente de uma
regido proxima a uma refinaria de petréleo, localizada na regido sudeste do Brasil. Este solo
foi selecionado para os ensaios de biorremediacdo em funcdo das suas caracteristicas
fisico—quimicas. O solo foi submetido a desagregacdo em um britadador e classificado em
peneira de malha 4 mesh (5mm), a fim de separar folhas e raizes. Logo apdés, foi realizada

uma homogeneizacao cbnica e quarteamento da amostra, como € apresentado na figura 6.

HOMOGENEIZACAD CONICA

L T U
A BT T

50L0

Pilha Longitudinal

Figura 6. Esquema representativo da homogeneizagéo realizada no solo antes da sua
utilizacdo (TAKETANI, 2010).

A andlise granulométrica foi realizada pelo método da EMBRAPA (EMBRAPA, 1997). Para
andlise de pH foi aplicada a metodologia do Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewate, com a utilizagdo do potenciometro ANALION, modelo PM608, com eletrodo
combinado ANALION, numero, K9461. Para as andlises de metais foi utilizada a técnica de
espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES), realizada
pela COAM (Coordenacdo de Analises Minerais)/CETEM/MCTI. Para a determinacdo da
densidade de particulas, densidade aparente e porosidade em amostras do solo, foi utilizada
a metodologia descrita pelo manual de analises de solo da EMBRAPA (EMBRAPA, 1997).
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Para determinacéo da capacidade de retencdo de agua foi utilizada a metodologia descrita

por Allef e Nannipiere (1995).

A quantificacdo de bactérias heterotroficas totais foi feita por plaqueamento spread plate
seguindo a metodologia adotada por Taketani, (2010) (item 4.5.1). A quantificagdo da
populacdo microbiana degradadora de 6leo cru foi realizada empregando-se a técnica do
Numero Mais Provavel (NMP) descrita por WRENN e VENOSA (1996) (item 4.5.1).

Para fins de avaliacdo da degradacédo do 6leo foi usada a analise de HTP através da medida

de OGT (6leos e graxas totais) por espectrometria de infravermelho utilizando o

equipamento Infracal (modelo HART-T da Wilks Enterprise) (item 4.5.2).

4.2 Surfatante sintético e bioldgico

Como surfantante de origem bioldgica foi utilizado o biossurfatante comercial JBR210 da
empresa JENEIL Company com sede nos Estados Unidos. Trata-se de um ramnolipidio, o
qual é produzido por linhagem de Pseudomonas aeruginosa e que nao foi submetido ao
processo de purificacdo, possuindo 10% de ramnolipidio em sua composi¢cdo. Foram

utilizados também os surfatantes de origem sintética Tween 80 e Triton X-100.

4.3 Ensaios em microcosmos

Para os ensaios em microcosmos foram utilizados frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo
100g do solo multicontaminado, com a umidade corrigida para 70 % da CRA (Figura 7), uma
vez que esse teor alcancou os melhores resultados de biodegradacdo em um estudo
anteriormente realizado em microcosmos (ROCHA, 2012). Para confirmacdo de resultados
anteriormente obtidos, foram realizados também, ensaios com umidade corrigida para 50%
da CRA. Foram utilizadas diferentes concentracdes de surfatantes sintéticos e biolégico (0,1
e 1 mg/g de solo), como é demonstrado na Tabela 7. Todos os ensaios foram realizados
em duplicata, utilizando frascos de sacrificio no periodo de 42 dias, a fim de avaliar a
remocado dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) e a quantificacdo de bactérias
heterotroficas totais e microrganismos degradadores. O sistema foi aerado com injecdo de
ar comprimido com vaz&o de 20mL/min por 2 min, e homogeneizado trés vezes por semana,

assim como foi corrigido o teor de umidade para o valor correspondente a cada sistema.
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Tabela 7. Ensaios de biorremediacdo em microcosmos utilizando surfatantes sintéticos e

biossurfatante.

1 70% da CRA -

2 50% da CRA -

3 50% da CRA 0,1 mg/g JBR210
4 50% da CRA 1mg/g JBR210

5 70% da CRA 0,1 mg/g JBR210
6 70% da CRA 1mg/g JBR210

7 70% da CRA 0,1 mg/g Tween 80
8 70% da CRA 1mg/g Tween 80

9 70% da CRA 0,1 mg/g Triton X-100
10 70% da CRA 1mg/g Triton X-100

Figura 7. Fotos dos microcosmos utilizados nos ensaios de biorremediagdo com a

utilizacdo de surfatantes sintéticos e biossurfatante.
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4.4 Ensaio em Biorreator de Bancada

Nos experimentos em escala ampliada, foi utilizado um biorreator de bancada do tipo U
(13L) (Figuras 8 e 9), contendo 8 kg de solo, desenvolvido pelo CETEM em parceria com a
PETROBRAS (RIZZ0O, 2010). Foram utilizadas as condi¢bes que apresentaram os melhores
resultados em microcosmos. Com isso, foram feitos trés ensaios: dois contendo ajuste de
umidade e adicdo de um surfatante sintético ou biologico, na concentracdo de 0,1 mg/g de
solo, e um ensaio apenas com ajuste de umidade (sem adicdo de surfatante), como

demonstra a Tabela 8.

Tabela 8. Condic¢des utilizadas nos ensaios em biorreator de bancada.

Biorreator 1 Umidade 70%
Biorreator 2 Umidade 70% + JBR 0,1 mg/g
Biorreator 3 Umidade 70% + Tween 80 0,1 mg/g

Todos os ensaios foram realizados em duplicata, por 42 dias, com correcdo de umidade
semanal. Duas vezes ao dia, 0s sistemas eram aerados com injecdo de ar comprimido na
vazao de 20 L/min por 30 min e agitados e homogeneizados por 15 min na rotacdo de 4
rom. Amostras foram retiradas semanalmente para avaliacdo do numero de bactérias
heterotroficas totais e microrganismos degradadores, além da remocdo de HTP por

espectrometria no infravermelho.
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(b) 240

Figura 8 . Protétipo do Biorreator de Bancada. A- descarga de material; B- Tampa removivel;
C- Entrada e Saida de ar; D- Eixo principal; E- Garras para homogeneizacdo. Todas as

medidas sdo em milimetros (Fonte: Rizzo et al. 2010).

Figura 9. Fotos dos biorreatores tipo U, para ensaios de biorremediacdo (em duplicata),

contendo 8 kg de solo.
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4.5 Monitoramento dos ensaios

4.5.1 Contagem de microrganismos

Para contagem de bactérias heterotroficas totais, acrescentou - se em erlenmeyer de 100
mL, 5 g de solo em 50 mL de solugéo salina (NaCl, 0,9%). Fez-se a agitacdo da suspensao
em shaker por 1 hora a 30°C e 150 rpm. ApOs a agitacdo, os extratos obtidos sofreram
diluicdes sucessivas. Posteriormente, realizou-se o plagueamento em meio sélido orgéanico
(TSA — Triptic Soy Agar) pela técnica de spread - plate, acrescentando-se 0,1 ml das
diluicdes em placas de Petri (em duplicatas). As placas foram incubadas em estufa a 30°C
por 48 horas e, em seguida, contou—se o0 nimero de unidades formadoras de col6nias , com

os resultados expressos em UFC / g de solo (Figura 10).

Figura 10. Placa de Petri contendo col6nias de Bactérias Heterotroficas.

Para a contagem de bactérias degradadoras de 0leo, apds crescimento a partir de 5 g de
solo em 50 mL de solugéo salina por 1 h a 30 °C e 150 rpm, uma aliquota (1 mL) sofreu
diluicbes sucessivas e, em seguida, 0,1mL da diluicho adequada foi adicionada em
cavidades da placa de polietileno de cultura de células (placa de 24 cavidades) contendo 1,8
mL de meio mineral Bushnell Haas (Figura 11). Por fim, 25uL de 6leo cru foi acrescentado
como unica fonte de carbono. As placas foram entao incubadas em estufa a 30° C por uma
semana e, em seguida, procedeu-se a estimativa do niamero mais provavel (NMP) por

grama de solo.
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Figura 11. Placa de polietileno de 24 cavidades para a contagem de Microrganismos

Degradadores de Oleo.

4.5.2 Quantificacdo de OGT (6leos e graxas totais) /HTP (hidrocarbonetos totais

de petrdleo)

Para analise de HTP, amostras de solo foram submetidas a secagem, maceracgao, extracao
com n-hexano (padrao HPLC, Tedia) em ultra-som, centrifugacdo e analise do
sobrenadante por espectrometria no infravermelho utilizando o equipamento infracal
(modelo HATR — T2, Wilks Enterprise) (Figura 12), de acordo com metodologia descrita por
TELHADO, 2009.

Foi calculado o valor da concentracdo de 6leo (mg/kg) em cada amostra utilizando uma
curva padrdo obtida a partir da leitura de diferentes concentragBes conhecidas de dleo,

diluidas em hexano.

Figura 12. Aparelho para quantificacdo de HTP, Infracal (modelo HATR-T2).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacao do solo

Inicialmente foi feita a caracterizacdo do solo utilizado, cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 9. O valor de HTP obtido foi em torno de 40.000 mg/kg de solo, correspondendo a
4% (m/m).

Tabela 9. Caracteristicas fisico- quimicas do solo em estudo.

pH 6,23
Teor de umidade 15,78%
CRA 44,35%
Densidade aparente 1,0568 g/cm®
Densidade de particulas 1,8131 g/ cm?®
Porosidade 41,7117%
Teor de Oleo 4%
Areia Total 25,74%
Silte 58,78%
Argila 15,48%

A caracterizacao fisico-quimica do solo € de suma importancia para o ajuste das condi¢gbes
ideais para a atividade dos microrganismos. De acordo com os resultados de
caracterizacdo, o valor de pH do solo no inicio do processo foi de 6,23, préximo a
neutralidade, o que é favoravel para o processo de biorremediacdo (ATLAS, 1984;
ANDRADE et al.,2010; MAYER,2011). A porosidade do solo foi de 41,71%, e a densidade
aparente e densidade de particulas apresentaram valores de 1,05% e 1,81%,
respectivamente. Com relacdo a granulometria, o solo apresentou um teor de silte de
aproximadamente 59%, considerado relativamente alto. O valor de capacidade de retencdo

de 4gua (CRA) obtido para o solo foi de 44,35%. A CRA exprime o teor de umidade maximo
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gue o solo consegue alcancar, e portanto, permite um melhor ajuste de umidade no
processo de remediacdo. Com valores entre 30 e 90% é possivel se obter taxas 6timas de
degradacédo (RISER-ROBERTS,1998).

Através dos dados de fertilidade obtidos realizados em laboratério externo (dados nao
apresentados), ndo foi necesséria a incorporacdo de nitrogénio e fosforo ao solo para
manter a relacdo C:N:P de 100:10:1. A Tabela 10 apresenta os valores obtidos da
concentracao de alguns metais presentes no solo em estudo, tendo o Zn e Ni ultrapassado
os valores referenciais de intervencao industrial estabelecidos na Resolucdo n° 420 de 2009
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), para substancias potencialmente

poluidoras.

Tabela 10. Concentracdo de Metais no solo em estudo e valores orientadores determinados
pela Resolucdo CONAMA n°420/2009.

Cu 310 600 79-190
Ni 158 130 60-210
Zn 2.100 2.000 257-720

5.2 Ensaio em Microcosmos

Esta primeira etapa teve como objetivo avaliar em ensaios em microcosmos a aplicacao de
trés surfatantes disponiveis comercialmente, dois sintéticos e um biolégico, em duas
diferentes concentracdes, e selecionar aqueles que apresentassem os melhores resultados
de remocédo de 6leo para serem aplicados em biorreatores de bancada. As concentracées
testadas foram obtidas da literatura pesquisada, variando de 0,1 a 1 mg/kg de solo, cujos
resultados se mostraram satisfatérios para a utilizacdo em processos de biorremediacéo
(RAMAMURTHY & MEMARIAN, 2012; MILLIOLI, 2009).
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Os valores das contagens de bactérias heterotréficas totais, inicial e ap6s o periodo de 42
dias, estdo apresentados na Figura 13. E possivel observar um aumento de quase duas
ordens de grandeza para 0s ensaios com somente corre¢cao de umidade para 50% da CRA
e com a adicdo do biossurfatante JBR210 na concentracéo de 0,1 mg/g de solo, tanto para o
ajuste de umidade para 50% e 70% da CRA.

g -
. - - I - - I I
o ' ' T, - v

Inical Urildade Umidade JBR 210 JB% 210 Mwaen 80 Tween B0 Triton®-100 Triton 100 18R 210 1BR 110
S0% % [O1mg /gl dmgfg  (Glmefs  (Imgfl  (Amgdgl  (Imglgl 0, Lrng) [2mg/g)
0% % F0% % % J0% =1 S04
Condigoe: de Tratamento

-

(=1

BHT [Loag UFC/g de sala)
ek Lk Rl Lo

=

Figura 13. Contagem de bactérias heterotréficas totais (BHT) para 0s ensaios em

microcosmos no tempo inicial (TOh) e em 42 dias.

Apesar destes sistemas terem apresentado os maiores valores na contagem de bactérias
heterotrdéficas totais, os valores da contagem de microrganismos degradadores em 42 dias
mostraram um comportamento diferenciado, onde os maiores valores foram obtidos para os
sistemas com somente correcdo de umidade para 70% da CRA, e com adi¢cdo de Triton X-
100 e Tween 80, nas concentracdes de 1 mg/g de solo e 0,1 mg/g de solo, respectivamente
(Figura 14).
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Figura 14. Contagem dos microrganismos degradadores de 6leo (MD) para o ensaio em

microcosmos no tempo inicial (TOh) e em 42 dias.

Nas figuras 15 e 16, é possivel observar os graficos representativos da variacdo da

concentracao de 6leo no periodo de 21 e 42 dias, para 0s ensaios em microcosmos. Os

graficos apresentam um valor inicial de concentracdo de 6leo presente no solo, sendo esta

de 40.000 mg/kg solo ou 4%(m/m). Observa-se que no periodo de 21 dias houve uma queda

nas concentracdes apenas para 0s ensaios na presenca do surfatante Tween 80 na

concentracdo de 1mg/g de solo, do surfatante sintético Triton X-100 e do surfatante

biolégico JBR 210, ambos na concentracdo de 0,1mg/g de solo, sendo de 29.210, 33.560 e

29.600 mg/kg de solo, respectivamente.
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Figura 15 . Concentracao de HTP (mg/kg de solo) nos ensaios em microcosmos em 21 dias.
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Figura 16. Concentracdo de HTP (mg/kg de solo) nos ensaios em microcosmos em 42 dias.

Vale ressaltar que todas as condi¢cbes estudadas apresentaram reducdo do teor inicial de
Oleo presente no solo, sendo as melhores condi¢des obtidas no periodo de 42 dias, com o
uso dos surfatantes sintéticos Tween 80, Triton X-100, ambos na concentracdo de 0,1mg/g
de solo, apresentando valores de concentracéo de Oleo de 28.610 e 30.100 mg/kg solo,

respectivamente.

Na Tabela 11 é possivel visualizar melhor a remocédo de 6leo obtida no periodo de 21 e 42
dias através dos valores percentuais calculados. Os ensaios com somente ajuste de
umidade apresentou remocao de 13,25% para 50% da CRA e 20,75% para 70% da CRA, no
periodo de 42 dias. Isto demonstra que para alcancar valores significativos de remocao,
talvez o processo necessitasse de mais tempo. Foi possivel confirmar também, que os
melhores valores foram obtidos com o ajuste de umidade para 70% da CRA, em 42 dias,

COmo nos ensaios preliminares.

E possivel observar que para os ensaios com adi¢io dos surfatantes sintéticos Tween 80 e
Triton X-100 na concentracdo de 0,1mg/g de solo, foram obtidos os melhores resultados de
remocao, atingindo 28,50% e 24,75%, respectivamente, no periodo de 42 dias.

Para a condigdo com adi¢cdo do surfatante bioldgico JBR 210 na concentragédo de 0,1mg/g
de solo, os resultados foram promissores, atingindo uma remocao de 25,98% em 21 dias,
sugerindo manutencéo deste teor ao longo de 42 dias, considerando o alto desvio padrdo
obtido para este sistema neste tempo.
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Tabela 11. Concentracdo e Percentual Médio de Remoc¢do de HTP nos ensaios em

microcosmos no periodo de 21 e 42 dias.

Umidade 70% CRA 21 4,00 +0,40° 0,00
Tween 80 (0,1mg/g) 70% 21 3,88+ 0,10 3,00
Tween 80 (1mg /g) 70% 21 2,92 +0,50" 27,00
Triton X -100 (0,1mg/g) 70% 21 3,35+0,30° 16,25
Triton X -100 (1mg /g) 70% 21 4,00 + 0,00 0,00
JBR 210 (0,1mg/g) 70% 21 2,96+ 0,20 25,98
JBR 210 (1mg/g) 70% 21 4,00 £ 0,00 0,00
Umidade 70% CRA 42 3,17 £ 0,500 20,75
Tween 80 (0,1mg/g) 70% 42 2,86+ 0,00 28,50
Tween 80 (1mg/g) 70% 42 3,29 £ 0,20 17,75
Triton X -100 (0,1mg/g) 70% 42 3,01+ 0,00 24,75
Triton X -100 (1mg/g) 70% 42 3,62+ 0,10 9,50
JBR 210 (0,1mg/g) 70% 42 3,31+ 0,50 17,25
JBR 210 (1mg/g) 70% 42 3,23+ 0,00 19,25
Umidade 50% CRA 42 3,47+0,10" 13,25
JBR 210 (0,1mg/g) 50% 42 3,29+ 0,20° 17,75
JBR 210 (1mg/g) 50% 42 3,34+ 0,10 16,50

*Desvio Padréo.

Em um trabalho realizado por Mariano et al. (2001) foi avaliado o efeito da bioestimulacéo a
partir da aplicacdo do surfatante Tween 80 (solu¢cédo de 2 mg/g solo), da correcdo de fosforo
e nitrogénio no solo , assim como do bioaumento. A umidade foi corrigida para 21,9%. O
solo contaminado com hidrocarbonetos foi tratado pelo periodo de 55 dias em erlenrmeyers
contendo 50g de solo, e ocorreu uma remocao de cerca de 45% para 0 ensaio na presenca

do surfatante.

Em outro estudo realizado por Almeida et al. (2012), foi aplicado o surfatante Tween 80 na
concentracdo de 10mg/g de solo, em um solo contaminado com 3% (30.000 mg/kg solo) de
Oleo lubrificante, em Erlenmeyer, com aeracao e temperatura de 27 C. Ao final de 68 dias,
a remocdo de HTP na presenca do surfatante alcancou cerca de 37%, enquanto que no
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ensaio controle obteve-se um valor de 11,1%, confirmando assim a eficiéncia do surfatante

Tween 80 na biorremedicdo de solos.

Para o surfatante de origem sintética, Triton X-100, existem poucos trabalhos em ensaios
em meio soélido, sendo em sua maioria em meio semi-sélido (lavagem de solo). Um ensaio
de fitorremediacdo em um solo arenoso contaminado com 500mg/kg de 6éleo de motor e os
metais Cd e Pb presentes nas concentracdes de 50mg/kg e 500mg/kg, respectivamente. A
planta utilizada foi Brassica juncea, e o ensaio durou trinta dias, sendo suplementado
separadamente com os surfatantes sintéticos Tween 80 e Triton X-100, com concentracdes
diferentes ( 0,5, 1 e 2 vezes a CMC). Para remocao de metais, o surfatante Triton X-100
obteve 0s menores valores quando a concentracdo era de 1 e 2 x CMC. Ja o surfatante
Tween 80 apresentou 0s maiores valores de remocdo de metais para todas as
concentracdes do surfatante. O surfatante Tween 80 também apresentou 0s maiores valores
de remocéo de oleo, sendo de 95% para o0 ensaio com 2 x CMC, 62,5% para o ensaio com 1
X CMC e 42,54% para o ensaio contendo 0,5 x CMC. Para o surfatante Triton X-100 foi o
inverso, quanto maior o valor da concentracdo do surfatante, menores foram os valores de
remocao, sendo 36,46% para o ensaio contendo 2 x CMC, 40,6% para o ensaio com 1 x
CMC e 49,1% para o ensaio com concentracdo de 0,5 x CMC. O autor sugere entdo que o
surfatante sintético Triton X-100 pode ser toxico em concentragdes mais altas. No presente
estudo, o ensaio que apresentou o menor valor de remocado foi com o uso do surfatante
sintético Triton X-100 na concentragdo de 1 mg/g de solo, tendo uma remog&do de menos de
10%, sendo abaixo do valor de remoc&o do ensaio com somente ajuste de umidade (para
70% da CRA). Portanto, pode ter ocorrido uma inibicdo devido ao aumento da concentracao
do surfatante (RAMAMURTHY & MEMARIAN, 2012). .

Para o biossurfatante JBR 210, foi possivel observar que os maiores valores de remocao de
oleo foram obtidos nas duas concentracdes utilizadas, em 42 dias, com ajuste de umidade
para 70% da CRA. De acordo com Moreira e Siqueira (2002), a umidade é um fator
essencial para a atividade microbiana, onde, altos potenciais hidricos promovem maior
locomocdo, melhoria na aeracdo, controle de pH e pressdo osmotica, bem como a
gquantidade e difusdo de materiais dissolvidos. Em baixos potenciais hidricos, a atividade

microbiana pode ser inativada. Com isso, é confirmada a importancia da umidade no estudo.

Um estudo realizado por Taketani (2010), que teve como objetivo avaliar a influéncia do

niquel na degradacao de éleo cru presente em solo multicontaminado, também mostrou que
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o fator de grande relevancia na remocao de 6leo era o teor de umidade, inclusive com

alteracéo nos perfis da comunidade microbiana do solo nas diferentes condi¢gbes estudadas.

Resultados promissores quanto a utilizacdo de biossurfatantes também foram encontrados
por Millioli (2009). No trabalho realizado, foram testadas concentragbes diferentes do
biossurfatante do tipo ramnolipidio JBR210, variando entre 1 a 15 mg/g de solo. Também
foram realizados testes de toxidade utilizando Lactuca sativa. Os ensaios foram feitos em
sistemas contendo 400g de solo contaminado. Foi realizada uma bioestimulacado, através do
ajuste de umidade e nutrientes. O ensaio durou cerca de 45 dias e foram obtidos os
melhores resultados de degradacdo de 6leo para a concentracdo de 4 mg/g solo
(aproximadamente 60% de remocdo do 6leo). Somente a adicdo de concentracdes maiores
que 6mg/g de solo foram consideradas toxicas. Da mesma forma, no presente estudo, a
concentracdo de 1,0 mg/g de solo do biossurfatante JBR210 nao foi considerada toxica,
uma vez que apresentou resultados de remoc¢do maiores do que 0 ensaio controle (com
ajuste somente de umidade) e préoximos aos valores de remocdo do ensaio com

concentracao de 0,1mg/g de solo.

Em funcéo dos resultados de remocao de 6leo obtidos, foram selecionados para a etapa em
escala ampliada os sistemas contendo o surfatante sintético Tween 80 na concentracéo de
0,1 mg/g de solo e o biossurfatante JBR210, na concentragdo de 0,1 mg/g, ambos com
ajuste de umidade para 70% da CRA. A escolha da menor concentracdo do biossurfatante
se baseou no uso da menor quantidade do produto visando a reducdo dos custos do

Processo.

5.3 Ensaio em Biorreator

Foram testadas nesta etapa duas condi¢cbes selecionadas em microcosmos para uso em
biorreator de bancada. A primeira com adicdo de surfatante sintetico Tween 80, na
concentracdo de 0,1 mg/g de solo, e a segunda com adicdo do biossurfatante ha mesma
concentracdo. Todos o0s ensaios foram realizados em duplicata.Também foi realizado um
ensaio sem adicdo de surfatantes, apenas com ajuste de umidade para 70% da CRA, sendo
este considerado o ensaio controle.

A Figura 17 apresenta os valores médios de contagem de bactérias heterotréficas totais
para todos os ensaio. Houve um aumento significativo para todas as condi¢cdes no tempo de

42 dias, sendo o maior valor alcancado para o ensaio com ajuste somente de umidade.
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Figura 17. Contagem dos bactérias heterotroficas totais (BHT) para os ensaios em
biorreator de bancada no tempo inicial e apés 42 dias.

Na Figura 18 pode-se observar os valores médios da contagem dos microrganismos
degradadores de 6leo nos ensaios em biorreatores, no periodo de 42 dias. Houve pouca
varia¢ao no periodo avaliado, para todos os sistema testados.
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Figura 18. Contagem dos microrganismos degradadores (MD) de 6leo para os ensaios em
biorreator de bancada, no tempo inicial e apés 42 dias.
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A Figura 19 apresenta o grafico da concentracdo de 6leo inicial e apds os trés diferentes
tratamento no periodo de 21 e 42 dias.
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Figura 19 . Grafico de concentracdo de HTP no periodo de 21 e 42 dias para 0 ensaio em

biorreator de bancada.

Neste ensaio, a concentracdo inicial de HTP foi de 40.000 mg/kg de solo em média. E
possivel observar que no ensaio contendo surfatante sintético, ndo houve reposta de
remogdo de oleo do solo no periodo de 21 dias. Ja em 42 dias, todas as condi¢des
apresentaram valores menores de concentracdo no solo, sendo de 28.020 mg/kg de solo,
29,900 mg/kg de solo e 31.880 mg/kg de solo, com o uso do surfatante biol6gico JBR210,

surfatante sintético Tween 80, e ensaio controle , respectivamente.

A tabela 12 apresenta os valores percentuais de remoc¢édo de HTP para todos os ensaio no
biorreator no periodo de 21 e 42 dias, para melhor visualizacdo. E possivel observar que
apenas o0 ensaio controle, ou seja, com somente correcdo de umidade para 70% da CRA,

apresentou valores de remocéo ( média de 13,25%) no periodo de 21 dias.
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Tabela 12. Concentracdo e Percentual Médio de Remocdo de HTP para os ensaios em

biorreator de bancada no periodo de 21 e 42 dias.

Umidade 70% CRA 21 3,47+ 0,30* 13,25
Tween 80 (0,1mg/g) 70% 21 4,00 + 0,05* 0,00
JBR 210 (0,1mg/g) 70% 21 N.D N.D

Umidade 70% CRA 42 3,18 £ 0,10* 20,50
Tween 80 (0,1mg/g) 70% 42 2,99 £0,10* 25,25
JBR 210 (0,1mg/g) 70% 42 2,80 £ 0,40* 30,00

*Desvio Padrao.
N.D.: Nao Determinado.

No periodo de 42 dias, para o ensaio controle, pode-se observar um aumento na remocéo
média de 13,25 para 20,50%. No entanto, o maior valor de remogao ocorreu no ensaio com
o surfatante biolégico JBR210 na concentragdo de 0,1mg/g de solo, tendo uma remocgéao
média de 30,00%. No ensaio com adicdo do surfatante sintético Tween 80 foi obtido um
valor médio de 25,25% de remocdo. Esses resultados demonstram que a utilizacdo do

biorreator foi favoravel a biodegradacéao.

Um trabalho realizado por Rizzo et al. (2010) utilizou o mesmo biorreator de bancada
apresentado neste estudo. A contaminacéo inicial do solo foi de 54.000 mg/kg solo, sendo
aplicados nutrientes, aeracdo controlada e ajuste de umidade, além da adicdo de material
estruturante. A maior taxa de remocao ocorreu na presenca de ureia e serragem, com

remocao de cerca de 19,58% no periodo de 42 dias.

A seguir € apresentado na Figura 20, um gréfico comparando as porcentagens de remocao
entre as duas diferentes escalas testadas, microcosmos e biorreator, no periodo de 21 e 42
dias, ressaltando, que nos ensaios em microcosmos foi controlada a temperatura em torno
de 30T, enquanto nos biorreatores, houve variacdo em funcdo de operarem em ambiente
aberto, sem controle de temperatura. Pode-se observar que no ensaio controle, no periodo
de 42 dias, os valores de remo¢do mantiveram-se proximos, indicando que o aumento da

escala ndo afetou o processo.

45



D. L. da Rocha

Para os ensaios contendo o surfatante sintético Tween 80 na concentracdo de 0,1mg/g de
solo no periodo de 21 dias ndo houve remog¢do nas duas escalas utilizadas. Ja no periodo
de 42 dias apresentou diferenca nos valores médios de remocédo, sendo maior para 0 ensaio
em microcosmos (28,50%), enquanto que para 0s ensaios em biorreator, apresentou valor
médio menor, de 25,25%. Isso pode ter ocorrido, em funcdo de uma melhor aeracdo e uma
maior homogeneidade do solo nos ensaios em microcosmos comparativamente aos ensaios
em biorreator.

O ensaio contendo o surfatante biolégico JBR210 na concentracdo de 0,1mg/g de solo
apresentou resultados promissores em 21 dias, com valor médio de remocao de 25,98%
para o ensaio em microcosmos e 0% para o ensaio em biorreator. Para o periodo de 42 dias
houve um aumento no valor médio de remocdo com a ampliacdo de escala, tendo para o
ensaio em microcosmos, uma média de 17,25 % de remocdao, e para o biorreator uma média
de remocao de 30%. Esses resultados indicam que os melhores valores foram obtidos com
a aplicacdo do biossurfatante, uma vez que seus valores médios de remoc¢ao foram maiores

do que os ensaios controle e dos ensaios na presenca do surfantante sintético Tween 80.
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Figura 20. Gréafico comparativo da porcentagem de remocdo de HTP entre as duas

diferentes escalas testadas, microcosmos e biorreator, no periodo de 21 e 42 dias.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Liu et al. (2011), utilizando microcosmos com
solo contaminado com petréleo, com concentragdo inicial de 140.000 mg/kg de solo.
Durante um periodo de 35 dias, o solo foi homogeneizado e aerado duas vezes por semana,
sendo adicionado ramnolipidio na concentracdo de 100mg/kg de solo, onde obteve-se uma
degradacéo de 72,4%. Para o ensaio controle, com somente aeracédo e homogeneizacéo, a
degradacéo foi de 15,6%, reforcando assim, a potencialidade da aplicacdo do biossurfatante

em ensaios de biorremediacéo de solos.

Em um estudo realizado por Baptista (2007), foi avaliada a biodegradacéo de 6leo diesel em
solo com caracteristicas argilosa e arenosa, sob condicdes aerdbia e anaerdbia, sendo
utilizado um biossurfatante do tipo ramnolipidio. Os experimentos foram realizados em
biorreator de coluna com 400g de solo contaminado com o6leo diesel (5% v/m), além da
adicdo de um inéculo de 7,7x10° UFC/g solo para o tratamento aerébio, e 5,4x10° UFC/g
solo, previamente adaptado, para o tratamento anaerdbio, com tempos de contato de 30, 50
e 60 dias. Os melhores resultados foram encontrados para solos argilosos, alcancando
valores de degradacdo de 6leo entre 53% e 67% no periodo de 60 dias nos tratamentos
aerdbios, e 52,6% e 67,4% de degradacdo nos tratamentos anaerdbios, quando se

empregou apenas o biossurfatante.

Um estudo realizado por Chrzanowski (2012) avaliou a biodegradacdo do diesel e
diesel/biodiesel (B20 - contendo 20%v/v de biodiesel no diesel) na presenca do
biossurfatante ramnolipidio (concentracdo 150 mg/L) em sistema anaerobio e aerdbio na
presengca de um consorcio microbiano. Como resultado, a presenga ou auséncia do
ramnolipidio gerou baixa degradacédo do diesel e biodiesel em meio anaerdbio. J4 a adicdo
do biossurfatante em meio aerdbio favoreceu a biodegradagdo do biodiesel, acelerando o
processo. Porém, a aplicacdo do biossurfatante na biodegradacdo do diesel ndo foi
favoravel em nenhum dos dois processos. Segundo o autor, a ordem de biodegradacéo, foi
a seguinte: biodiesel > ramnolipidio > 6leo diesel. A justificativa encontrada foi a de que as
moléculas de ramnolipidio foram degradadas mais rapido do que as de 6leo diesel devido a
sua semelhanca com &cidos graxos e ésteres metilicos. Com isso, pode-se dizer que a

estrutura do contaminante é um fator de grande importancia no processo de biorremedicéo.

Os solos brasileiros apresentam elevados teores de materiais finos, como no solo estudado
no presente trabalho, que continha 58,78% de silte. Esse tipo de solo contribui para o
fenbmeno de sor¢cdo dos contaminantes, reportando uma baixa mobilidade dos

hidrocarbonetos. Vale salientar, que o solo tratado, foi um solo multicontaminado, com
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hidrocarbonetos e metais, 0 que contribuiu para uma maior complexidade e dificuldade na
definicdo do tipo de tratamento. Portanto, a remog¢éo de cerca de 30% de HTP apds 42 dias
dos tratamentos em biorreator tanto na presenca do surfatante sintético quanto de
biossurfatante, indicou que houve uma melhora na eficiéncia do processo de

biorremediacéo.
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6. Conclusao

« As condi¢des que apresentaram maiores valores médios de remocéao de 6leo nos
ensaios em microcosmos em 42 dias foram: adicdo do surfatante sintético Tween
80 e Triton X-100, ambos na concentracdo de 0,1 mg/g de solo, com a umidade

ajustada para 70% da CRA, atingindo 28,50% e 24,75%, respectivamete.

e Para os ensaio em biorreator de bancada, o que apresentou melhor valor de
remocdo de HTP no periodo de 42 dias foi com a aplicacdo do biossurfatante
JBR210 na concentracdo de 0,1mg/g de solo, com ajuste de umidade para 70%

da CRA, tendo uma remocédo média de 30%.

« O ensaio controle, com somente ajuste de umidade para 70% da CRA, em
biorreator de bancada apresentou uma remo¢ao média de HTP de 20,50% em 42

dias.

e O teor de umidade que apresentou os melhores resultados para todos os
sistemas testados foi o que correspondia a 70% da CRA, indicando sua

importancia no processo.
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7. Sugestoes

+ Realizar analise de fitotoxidade;

» Propor uma técnica de remoc¢ao dos metais apds o processo de biorremediacao.;

» Avaliar a diversidade microbiana no periodo de realizagdo dos testes em biorreator
de bancada, identificando os grupos dominantes que possam atuar diretamente no

processo de biorremediacao, e verificar a influéncia da adicdo dos surfatantes sobre
a comunidade microbiana presente.
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