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A biorremediacdo é um processo de tratamento que emprega microrganismos capazes
de degradar compostos complexos em outros mais simples, podendo ocorrer sob
condicbes aerObia e anaerObia. Contudo, para potencializar a biodegradagdo do
contaminante, pode-se empregar biossurfactante para aumentar a sua disponibilidade
aos microrganismos do solo. O objetivo desta tese é avaliar a biodegradacdo de 6leo
diesel em solos com caracteristicas argilosa e arenosa, sob condicdo aerdbia e anaerobia,
empregando-se biossurfactante (ramnolipideo) visando potencializar o processo de
biorremediacdo. Para tal proposito foi feito um planejamento experimental fatorial
fatorial 2% cujas variaveis independentes avaliadas foram teor de fertilizante
(4N:14P:8K), teor de biossurfactante e tempo, sendo a variavel de resposta o percentual
de remocdo de hidrocarbonetos totais de petréleo. Os experimentos foram conduzidos
em biorreatores de coluna com 400g de solo contaminado com oleo diesel (5% v/m) e
adicionou-se ao solo 10% (m/m) de um inéculo previamente adaptado visando aumentar
a populacéo de bactérias degradadoras de 6leo. Nos experimentos realizados, quando se
adicionou de biossurfactante, os percentuais de remocao de TPH oscilaram entre 53% e
67%, em solo argiloso, e 13% e 35%, em solo arenoso. Contudo, esses percentuais de
remocao de TPH variaram entre 63% e 76%, em solo argiloso e estes valores ficaram
abaixo de 30%, em solo arenoso, quando se empregou fertilizante. Nos experimentos
cujo emprego combinado de biossurfactante e fertilizante, as eficiéncias de remocao de

TPH variaram entre 66% e 80%, em solos argilosos, e 33% e 61%, em solo arenoso.




Abstract of a Thesis presented to Curso de Pds-Graduagdo em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos — EQ-UFRJ as partial fulfillment of the requirements for the

degree of Doctor of Science.

EVALUATION OF THE USE OF BIOSURFACTANT IN THE
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Bioremediation is a technique currently used for the treatment of oil-contaminated soils.
However, the biodegradation rate of a determined contaminant in soil depends on its
bioavailability which, in turn, is influenced by phenomena such as desorption and
dissolution. One possibility favoring the hydrocarbon microbial attack is the use of
biosurfactant, due to its capacity of emulsification. The main aim of the present work
was to evaluate the use of a commercial biosurfactant (rhamnolipid) and fertilizer
(4N:14P:8K) in the aerobic and anaerobic biodegradation of diesel oil that was disposed
of in a clay soil and sand soil. The experiments were held in a fixed bed reactor
containing 400 g of oil-contaminated soil and 10% (w/w) of an inoculum was added to
the contaminated soil in order to increase the microbial population. An experimental
design with two-level factor (2) was performed to set up the best conditions to allow
for the removal of total petroleum hydrocarbon (TPH). The independent variables
studied were fertilizer content, biosurfactant content and time, and the response variable
was TPH removal efficiency. In all experiments, the TPH removal efficiency in clay
soil was around 53% and 67%, and in the sandy soil was 13% and 35%. However, these
values were 63% and 76%, in clay soil, and below 30%, in sandy soil, when the
fertilizer was added. The interaction between biosurfactant effect and fertilizer effect in
the TPH removal efficiencies resulted values around 66% and 80%, in clay soil, and
33% and 61%, in sandy soil.
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CAPITULO 1: INTRODUGCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Ao longo dos tempos, 0 homem vem transformando o ambiente em que vive,
buscando superar suas metas. Ele alcangou um patamar tal, que foi obrigado a
desenvolver novas tecnologias que pudessem atender as suas necessidades e corrigir 0s

impactos no meio ambiente ocasionados pelas suas acoes.

Um dos grandes desafios superados foi a transformagdo do petroleo em
derivados de grande relevancia e valor econémico, mudando assim os habitos da
sociedade. No setor de petroleo, os desafios e as conquistas foram caminhando
paralelamente até que os avancgos tecnologicos permitiram a extracdo deste produto em
lugares ndo imaginaveis. A producdo de petréleo no Brasil cresceu de 750 m*/dia na
época da criacdo da Petrobras para mais de 182.000 m®/dia no final dos anos 90, isto
gracas a constante evolucgéo de técnicas e materiais na busca de reservas de petréleo em
aguas profundas (THOMAS et al., 2001).

O petroleo é distribuido por meio de oleodutos ou de navios e armazenado em
tanques. O oleoduto ou duto é considerado o modal mais econébmico e seguro de
movimentacdo de cargas. O transporte de petroleo e derivados também pode ser
realizado por meio de navio-tanque, cuja navegacdo de cabotagem tem ocupado seu
lugar de importancia desde o inicio dos anos 90, época de abertura comercial do Brasil.
Em relacdo aos derivados de petr6leo, 0 modal rodoviério tem sido o mais empregado
(CARDOSO, 2004).

Em funcdo dessa grande movimentagdo de d&leo cru e derivados,
ocasionalmente pode haver riscos de poluigdo por hidrocarbonetos tanto no solo quanto
no mar. De acordo com o site AMBIENTE BRASIL (site 1), aproximadamente 40
milhGes litros de Oleo e derivados foram acidentalmente lancados no meio ambiente
entre 1975 a 2004, impactando solos, rios, manguezais e praias, no Brasil. No entanto, o

impacto ambiental causado por vazamentos de 6leo em solo varia quanto aos tipos de
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produtos envolvidos e quanto ao tipo de solo (argiloso, siltoso ou arenoso, por exemplo)

onde ocorreu a contaminag&o.

A biorremediacdo pode ser empregada como uma técnica fundamental e
economicamente viavel para a recuperacdo ou remediacdo de solos e &guas subterraneas
contaminados com petréleo e derivados. Apesar dessa técnica ser estudada ha muitos
anos por pesquisadores de todo o mundo, existem ainda algumas duvidas com relacéo
aos compostos degradados, aos mecanismos de degradacdo, as rotas bioquimicas e aos
microrganismos ou consorcios microbianos envolvidos, assim como a influéncia das

particulas do solo no processo de biodegradacéo.

As diferentes texturas de solo sdo um fator determinante para a biodegradacao
de poluentes, como por exemplo o 6leo cru. Assim, considerando que grande parte dos
solos brasileiros contém elevados teores de argila, o levantamento do efeito de
diferentes proporcbes deste componente na matriz do solo sobre o potencial de

degradacédo da comunidade microbiana presente se torna fundamental.

Este trabalho propiciard a obtencdo de resultados para o tratamento de solos
contaminados com hidrocarbonetos, visto que quando a técnica € empregada em solos
com caracteristica argilosa a recuperacdo é dificultada devido as interagcdes entre a
matriz do solo e os contaminantes, 0 que acaba por reduzir a sua disponibilidade aos
microrganismos (ORTEGA-CALVO et al., 1997; DRAGUN, 1998). Por outro lado, o
efeito tdxico dos hidrocarbonetos de petréleo aos microrganismos € maior em solos
arenosos (LABUD et al., 2007). Além disso, a fase de adaptacdo dos microrganismos

nesse tipo de solo é maior em relacdo aos solos argilosos (DAVIS e MADSEN, 1996).

Em fungdo da interacdo oOleo-matriz do solo, os surfactantes quimicos e
biossurfactantes tém sido empregados no tratamento de ambientes contaminados, posto
que podem ser eficientemente aplicados no controle de derrames de oOleo, na
biodegradacdo, desintoxicacdo de efluentes industriais e na biorremediacdo de solos
contaminados com Gleo cru (BANAT, 1994). A propriedade emulsificante de alguns
surfactantes e biossurfactantes tem potencializado o aumento da degradacdo de
hidrocarbonetos no meio ambiente (KOSARIC, 1996). Nos ultimos anos tem crescido o

interesse quanto ao uso de biossurfactantes no controle de poluentes provenientes dos
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derrames de 6leo, visto que estes apresentam vantagens tais como baixa toxicidade e

alta biodegradabilidade em relacdo aos surfactantes quimicos, tornando-os compativeis
com o meio ambiente (BERTRAND et al., 1994; BAI et al. 1997; DESAI e BANAT,

1997).

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a biodegradacéo de dleo diesel em solos com caracteristicas argilosa e

arenosa, sob condicdo aerObia e anaerObia, empregando biossurfactante comercial

visando potencializar o processo de biorremediacéo.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as caracteristicas dos solos testados de relevancia para a
biodegradacao do 6leo diesel.

Analisar as principais propriedades do biossurfactante empregado, visando o
processo de biorremediacao.

Avaliar as varidveis mais importantes no processo de biorremediacdo aerdbia
dos solos contaminados com OGleo diesel: teor de biossurfactante, teor de
fertilizante e tempo, utilizando para tal propdsito o planejamento experimental
fatorial completo.

Avaliar as variaveis mais importantes no processo de biorremediacdo anaerdbia
dos solos contaminados com Oleo diesel: teor de biossurfactante, teor de
fertilizante e tempo, utilizando para tal propdsito o planejamento experimental
fatorial completo.

Avaliar o efeito interativo dessas variaveis nos solos com caracteristicas argilosa

e arenosa, visando estabelecer as melhores condigdes para cada caso estudado.
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CAPITULO 2: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O PETROLEO E 0 OLEO DIESEL

2.1.1 O PETROLEO

O petroleo é uma mistura complexa de hidrocarbonetos, composta de diversos
tipos de moleculas formadas por atomos de hidrogénio e de carbono. Além disso,
apresenta compostos sulfurados, nitrogenados, oxigenados e metalicos, sendo sua
composi¢do dependente do reservatério de origem. As Tabelas 1 e 2 apresentam a

composicao quimica e a classificacdo de petroleo, respectivamente.

Na Tabela 1, observa-se que os hidrocarbonetos saturados ou parafinas
(normais, ramificados e ciclicos) constituem o maior grupo presente no petrdleo
representando cerca de 60%. De acordo com American Petroleum Institute (API), todos
0s petroleos contém substancialmente os mesmos hidrocarbonetos em diferentes
concentragdes e a quantidade relativa de cada grupo de hidrocarboneto presente varia
muito de um tipo de petréleo para outro (THOMAS et al., 2001).

Tabela 1: Composicdo Quimica de um Petrdleo

Composic¢ao do Petrdleo

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

Fonte: THOMAS et al. (2001)

O petroleo apresenta impurezas que podem aparecer em toda sua faixa de
ebulicdo, sendo comumente encontradas nas fracdes mais pesadas. Dentre essas
impurezas, 0 enxofre € o elemento mais abundantemente encontrado no petroleo
apresentando valores entre 0,02 e 4%, com concentracdo media de 0,65% em massa. O
petroleo também contém, em média, 0,17% em massa de nitrogénio e o teor de metais
pode variar de 1 a 1.200 ppm (THOMAS et al., 2001).
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Tabela 2: Classificacdo do Petroleo

Classificacdo do Petroéleo

Caracteristicas

Parafinicos

Acima de 75% de parafinas;

Oleos leves e de baixa viscosidade,
exceto em hidrocarbonetos de elevado
peso molecular;

Alto ponto de fluidez;

Baixo teor de enxofre;

K>12,0;

Nordeste Brasileiro.

Nafténicos

Acima de 70% de nafténicos;

NUmero muito pequeno de 6leos;

Baixo teor de enxofre;

K<11,8;

América do Sul, Russia e Mar do Norte.

Aromaticos Intermediarios

Acima de 50% de aromaticos;

Oleos freqiientemente pesados (10-30%
asfaltenos e resinas);

Elevado teor de tiofenos e
dibenzotiofenos;

Oriente  Médio, Africa Ocidental,
Venezuela, Califérnia e Mediterraneo.

Parafinico-nafténico

50-70% parafinas e acima de 20%
nafténicos;

Teor de resinas e asfaltenos 5-15%;
Baixo teor de enxofre (<1%);

20-45% nafténicos;

Bacia de Campos.

Aromatico-nafténico

Acima de 35% nafténicos;

Acima de 25% resinas e asfaltenos;
Teor de enxofre 0,4-1%;

Africa Ocidental.

Aromatico-asfaltico

Acima de 35% asfaltenos e resinas;
Oleos pesados e Viscosos;

Teor de enxofre 1-9%;

Canada Ocidental, Venezuela e Sul da
Franca.

Fonte: THOMAS et al. (2001) (K — fator de caracterizacdo, indica a natureza geral do 6leo)

Em funcdo da classificacdo do petroleo, pode-se determinar a quantidade das

diversas fracOes que podem ser obtidas, assim como sua composicdo e suas

propriedades fisicas. Durante o refino, o petréleo sofre uma série de beneficiamentos

para a obtencdo de fracOes desejadas, que posteriormente, serdo submetidas a




Revisao Bibliografica

complexos tratamentos visando a obtencdo de diferentes produtos finais. A Figura 1
apresenta esquematicamente as fragdes que podem ser obtidas durante o refino do
petréleo, sem considerar os diferentes tipos de processos necessarios para a obtencdo do

produto desejado.

Gis Residual (C1-C2)

Gas Liguefeiio de Petréleo (C3-C4) - 40°C
Gasolina (C5-C10) - 40-175°C

> Querosene (C11-C12)- 175.235°C

Gaséleo Leve (C13-C17) - Diesel - 235.305°C
Gaséleo Pesado (C18-C25) - 305-400°C

b Lubrificantes (C26-C38) - 400-510°C

Residuos (- C38) - Asfalte - =510°C

Figura 1: FracGes que Podem Ser Obtidas Durante o Refino do Petrdleo
Fonte: Adaptado de THOMAS et al. (2001)

2.1.2 O OLEO DIESEL

O dleo diesel ¢ uma mistura de hidrocarbonetos que tem amplo emprego como
combustivel em motores a explosédo (Ciclo Diesel) e também como fonte de calor. Os
combustiveis normalmente utilizados nos motores a diesel s&o constituidos de misturas
de hidrocarbonetos com uma faixa de ponto de ebulicdo que corresponde ao dos
destilados intermediarios do petrdleo, sendo destilado ap6s o querosene (CAMPOS e
LEONTSINIS, 1989).

Existem alguns tipos especificos de Oleo diesel que se diferenciam
principalmente no teor de enxofre contido na formulacdo. Pode-se citar os cinco
principais tipos de dleo diesel: B, C, D, Maritimo e Padrdo (CARDOSO, 2004).
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O oleo diesel tipo B possui teor de enxofre em torno de 0,5% em massa,
estando disponivel em todas as regides do Brasil, excetuando nas grandes metrépoles,

onde estdo disponibilizados os tipos C e D.

O dleo diesel tipo C apresenta teor de enxofre em torno de 0,3%, estando
disponivel nas regiGes metropolitanas de Belo Horizonte, Porto Alegre, Curitiba, Belém,

Campinas e Sao José dos Campos.

O oOleo diesel tipo D apresenta no maximo 0,2% de enxofre, sendo portanto
menos poluente, estando disponivel nas regides metropolitanas de Sdo Paulo, Santos,

Cubatdo, Salvador, Aracaju, Rio de Janeiro, Recife e Fortaleza.

No entanto, em fevereiro de 2005 a PETROBRAS langou um novo 6leo diesel,
0 S500, cujo teor de enxofre é 500 ppm. As refinarias da PETROBRAS (REDUC,
REPLAN, REVAP, RPBC e REGAP) antes produziam o diesel de 2.000 ppm de
enxofre, o diesel metropolitano. O S500 esta sendo distribuido nas regides
metropolitanas de Rio de Janeiro, S&o Paulo, Campinas, Baixada Santista, Sao José dos
Campos, Belo Horizonte e Vale do Aco, que concentram cerca de 70% da frota nacional
de 6nibus e caminhdes e sdo responsaveis por 21% da demanda de diesel no pais
(REVISTA PETROBRAS, 2005).

O oOleo diesel maritimo apresenta como caracteristica principal o ponto de
fulgor em torno de 60°C, produzido exclusivamente para utilizagdo em motores de
embarcacOes maritimas. O teor de enxofre equivale a 1% em média (CARDOSO,
2004).

O diesel do tipo padrdo atende as exigéncias especificas dos testes de avaliacdo
de consumo e emissao de poluentes pelos motores diesel, sendo fornecido somente aos
fabricantes de motores e Orgdos responsaveis pela homologacdo dos mesmos
(CARDOSO, 2004).
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2.20 SoLo

2.2.1 ORIGEM

A formacdo de um solo pode ser resultante da acdo conjunta dos agentes
intempéricos sobre os restos minerais depositados e enriquecidos de detritos organicos,
provenientes da acdo da biota local. A formacdo tem inicio no momento em que as
rochas entram em contato com o meio ambiente e comegam a sofrer transformacoes
(ANDRADE, 2001).

Sem a presenca da biota os solos ndo seriam formados, visto que oS
microrganismos participam da génese do habitat onde vivem. No inicio da formacéo do
solo, carbono e nitrogénio sdo elementos deficientes; desse modo, espécies
fotossintéticas e fixadoras de nitrogénio, como por exemplo as cianobactérias, sao
importantes colonizadoras primarias de rochas matrizes. Essas colonizadoras também
estdo envolvidas no intemperismo através de participacdo em reagdes que liberam
prétons, nutrientes inorganicos e acidos organicos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). A
partir dai, fungos e bactérias tém recursos para se desenvolver e liberar nutrientes dos
minerais do solo, como o fdsforo, célcio e ferro. Uma vez o solo formado e com
disponibilidade de &gua, as plantas comegam a crescer e posteriormente ao serem
decompostas gerardo matéria organica, sendo liberados lentamente os nutrientes para 0s
proximos colonizadores (COUTINHO, 1999).

Mediante isso, o0 solo é um corpo natural, formado sob a acdo de fatores
(agentes externos) e processos (agentes internos) que interferem em sua diferenciagéo e
caracterizacdo, e com propriedades distintas dos corpos que atuaram em sua evolugéo
(ANDRADE, 2001). A Tabela 3 apresenta os fatores e 0s processos responsaveis pela
formacéo dos solos.

Segundo RESENDE et al. (2002), quanto mais intensa for a atuacdo dos
organismos e do clima, maior sera a energia empregada na liberacdo dos nutrientes da
rede cristalina, na remogdo dos nutrientes da solugdo do solo para 0s oceanos e na
transformacéo dos minerais secundarios (minerais de argila) em outros mais estaveis, de

menor capacidade de troca catibnica e maior capacidade de adsorcdo anionica. Dessa
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maneira, é sobre esse material geoldgico que se desenvolve o verdadeiro solo, resultante

da acéo dos agentes pedogénicos.

Tabela 3: Fatores de Formacao de Solos

Fatores de Formacéao
(Externos)

Processos de Formacao
(Internos)

Material de Origem: organicos,
inorganicos (minerais), rochas igneas,
sedimentares e metamorficas.

Adicdo: matéria organica, materiais
edlicos, poeiras, materiais aluviais etc.

Organismos: referem-se ndo somente
aos vegetais mas também aos animais.

Perdas: arraste de sais soluveis e silica
que sdo levadas para a parte inferior do
perfil por lixiviagho ou mesmo se
perdem no lencol freatico; erosdo da
superficie do solo por agentes eolicos e
hidricos.

Clima: temperatura, ventos,
precipitacao e evapotranspiracao.

TranslocacOes: lenta movimentacao de
substéncias dentro do perfil, que
consistem de sais, carbonatos, argila,
sesquidxidos e matéria organica do
horizonte A para o B. Movimentacao
de material dentro do perfil em outras
direcoes.

Relevo: influi sobre a profundidade do
solum, erosdo, cor e, em geral, sobre 0s
processos de formacao.

Tempo: ndo adiciona material, mas o
estado do sistema solo ndo € estatico,
varia com o tempo.

Transformacgdes: ruptura da rede
cristalina dos minerais, génese dos
minerais argilosos e decomposicdo da
matéria organica.

Fonte: ANDRADE (2001).

Os fendmenos de adicdo, perdas, transformacgdes e translocagcbes que

suas caracteristicas e implicagoes.

ocorrerem com intensidades distintas atraves do regolito dao origem aos horizontes. Os
horizontes s@o camadas diferenciadas que se sucedem em profundidade, definindo o
perfil de um solo (ANDRADE, 2001). Os solos possuem horizontes ou camadas
relativamente homogéneas paralelas a superficie que sdo ambientes distintos e podem
ser subdivididos (RESENDE et al., 2002).

perfil de solo nem sempre sdo evidentes

Os varios horizontes componentes de um
e tém limites bem definidos. A Figura 2

apresenta esquematicamente os principais horizontes do perfil de um solo, assim como
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%Matéﬂ'a organica A — Mais escuro e rico em matéria organica. E nele

= que o contato com a maioria das plantas e animais é
mais  intenso, havendo mais raizes e
microrganismaos.

B — E, em geral, 0 mais argiloso e menos erodivel dos
horizontes. Se sua estrutura é granular, bem expressa ,
como em alguns Latossolos, é muito suscetivel a
erosdo em sulcos. Nesse horizonte chega um nimero
menor de raizes que dependendo da época do ano, sdo
responsaveis pela absorcdo de dgua e nutrientes.

g “-n-.,\ Matena pr"||'|'|a /— C — Tende a ser o menos argiloso, mais siltoso, mais
erodivel e de coloragdo menos homogénea dos

i izante ./
'_'*ﬁ;”-"—'"- : .H':'H?-':"'.'.t.e ': horizontes. Dependendo da profundidade em que se

it MR

ol W : encontre, algumas raizes podem atingi-lo e o que foi
. :f"“ dito para o horizonte B, a respeito de &gua e
- ' Leito rochase : nutrientes, 0 mesmo se aplica.

e \.

R — Rocha ndo intemperizada. Ela é impermeével e
tende a segurar o lencol d’agua. Possui minerais com
nutrientes por liberar e isto tende ser maior quanto
mais quente for o clima, menor for o fragmento da
rocha e mais proxima estiver da superficie.

Figura 2: Horizontes do Perfil de Solo — Caracteristicas e Implicages
Fonte: Adaptado de REZENDE et al. (2002).

2.2.2 CONSTITUICAO DO SOLO

Pode-se assumir o solo como um sistema multicomponente, integrado pelas
fases: sélida, liquida e gasosa. Essas trés fases sdo representadas no solo da seguinte
maneira: a fase solida constitui a matriz do solo, a fase liquida consiste na agua presente
no solo e a fase gasosa é a atmosfera do solo. No entanto, as proporcdes relativas das
trés fases no solo variam continuamente e dependem de varidveis como condicGes
climaticas,vegetacdo e sobretudo manejo (FERREIRA e DIAS JR., 2001).

A fase sélida é normalmente constituida por 95% de particulas minerais e 5%

de substancias organicas (MANAHAN, 1994). As particulas minerais do solo séo
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divididas em trés fragcbes em funcdo do tamanho dos grdos: areia, silte e argila. A
composicao entre essas diferentes fracOes resulta em tipos distintos de classes texturais,

assunto que sera abordado na Secéo 2.2.3, deste Capitulo.

A frac&do orgénica do solo é uma mistura complexa de tecidos vivos ou mortos
e de substancias organicas transformadas ou em seu estado original. S&0 materiais
complexos e em constante transformacdo, mas que podem ser separados em fragdes
distintas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Segundo MACHADO (1999),
aproximadamente 98% do carbono organico do solo encontra-se como matéria organica
morta, principalmente na forma de humus (80-90%). A fracdo viva geralmente nédo
ultrapassa 4% do teor de carbono organico. Desse percentual, 5-10% sao raizes, 60-80%

sdo microrganismos e 15-30% representam 0s macrorganismos.

A fase liquida, isoladamente, caracteriza a umidade do solo e € representada
pela agua ou solucdo do solo, contendo fons como H,PO,, SO,%, NO*, Na*, K*, CI,
Ca®*, H*, NH,", etc (PREVEDELLO, 1996). Além disso, precisa-se considerar a
presenca de fons H* e OH™ que definem o pH da solugdo do solo, o qual se constitui no
principal fator a afetar a disponibilidade dos nutrientes. Embora a solugéo do solo seja a
fonte imediata de nutrientes para as plantas, o teor dos mesmos na fase liquida € muito
baixo, mesmo em solos férteis. No caso do fdésforo, por exemplo, seu teor na solugéo é
quase desprezivel. Somado a isso, a solucdo do solo estd sujeita a variacGes de
concentragdo e apresenta-se irregularmente distribuida nos poros do solo (FURTINI
NETO et al., 2001).

A fase gasosa caracteriza a porosidade de aeracdo do solo ou porosidade livre
de &gua, e apresenta gases como CO;, O,, NH3 e vapor de 4gua (PREVEDELLO, 1996).
A composicao do ar existente nos poros do solo se difere do ar atmosférico basicamente
por apresentar uma maior concentracdo de CO,, gerado pela respiracao das raizes e pela
decomposicdo da matéria organica (FURTINI NETO et al., 2001). E importante
ressaltar que os gases e a &gua competem pelo espago poroso do solo, visto que quando
0 mesmo ndo é ocupado pela fase liquida é complementado pela fase gasosa. Entretanto,
quando os espacos estdo completamente preenchidos pela solucdo do solo, a

disponibilidade de gases para os microrganismos é reduzida.
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2.2.3 TEXTURA E ESTRUTURA DO SOLO

A textura do solo constitui-se numa das caracteristicas fisicas mais estaveis e
representa a distribuicdo quantitativa das particulas do solo quanto ao tamanho. A
grande estabilidade faz com que a textura seja considerada elemento de grande
importancia na descri¢do, identificacdo e classificacdo do solo. A textura do solo
confere alguma qualidade ao solo, no entanto, sua avaliacdo apresenta conotacéo
prioritariamente quantitativa. Areia, silte e argila sdo as trés fracOes texturais do solo
que apresentam amplitudes de tamanho varidveis em fungéo do sistema de classificacéo
adotado (FERREIRA e DIAS JR., 2001). A Figura 3 apresenta o diagrama de textura
adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo, baseado no sistema de

classificacdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA).

100

Argila (%0)

50 Silte (96)

Argila
Arenosa \

100
2 % % ° % © B % v
- Areia (%0)
AREIA
CASCALHOS Muito Grossa Meédia Fina Mylto SILTE ARGILA
Grossa Fina
2 1 0,5 0,25 0,1 0,05 0,002 mm

Figura 3: Diagrama de Textura Adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo
Fonte: RESENDE et al. (2002), FERREIRA e DIAS JR. (2001).
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No solo, as fragGes silte e areia, sob a acdo do intemperismo transformam-se
em argila. Os minerais resistentes permanecem sob a forma de areia. A fracdo silte, que
¢ a intermediaria, é o ponto da instabilidade, ou seja, de uma maneira geral, 0s solos
mais novos sdo 0s que apresentam alto teor de silte e os mais velhos e comuns da
paisagem brasileira, tais como os Latossolos, apresentam um teor minimo (ANDRADE,
2001). A fracéo silte pode ser um indicador do grau de intemperizacdo de um solo ou do
potencial dele de conter minerais primarios facilmente intemperizaveis, ou seja, aqueles
que tém condicdes de fornecer nutrientes (RESENDE et al., 2002). Na Tabela 4 séo

apresentadas algumas caracteristicas dessas fragoes.

Tabela 4: Caracterizacdo da Areia, Silte e Argila

Fracdo Caracteristicas
Solta, com grdos simples (ndo forma agregados), nédo
plastica, ndo pode ser deformada, ndo pegajosa, nao
Areia higroscopica, predominam poros grandes na massa, nao
coesa, pequena superficie especifica, capacidade de troca
de cations praticamente ausente.
Sedosa ao tato, apresenta ligeira coesdo quando seco,
poros de tamanho intermediario, ligeira ou baixa
higroscopicidade, superficie especifica com valor
intermediario, capacidade de troca idnica baixa.
Plastica e pegajosa quando Umida, dura e muito coesa
quando seca, alta higroscopicidade, elevada superficie
Argila especifica, alta capacidade de troca catidnica, poros muito
pequenos, contracdo e expansao, forma agregados com
outras particulas.
Fonte: FERREIRA e DIAS JR. (2001).

Silte

As propriedades das argilas sdo muitas e muito variadas; entre as principais se
encontram as associadas com reacOes de adsorcdo, troca idnica, propriedades
eletrocinéticas e eletroquimicas. Essas propriedades se fundamentam nas caracteristicas
coloidais, de superficie e de carga elétrica que apresentam estes minerais.

As argilas possuem importancia nos solos por apresentarem cargas negativas e,
em menor proporcdo positivas, que podem reter tanto cations como anions, dentre o0s
quais se apresentam elementos nutrientes (Ca**, Mg, K*, NH,*, PO,*, SO.,%, etc).
Ademais, devido as suas caracteristicas de expansdo e contracdo, as argilas influem nas

caracteristicas fisicas do solo, como a porosidade (macro e micro), infiltracao,
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permeabilidade, difusibilidade térmica, densidade, etc. Sendo assim, quanto maior o
teor de argila no solo, maior serd a sua area especifica e a intensidade de fenémenos
como retencdo de agua, capacidade de troca, resisténcia a erosdo e fixacdo de fosforo
(ANDRADE, 2001).

Essas particulas primérias (argila, silte e areia) de diferentes tamanhos e
formatos resultam na existéncia de espagos vazios ou poros entre as mesmas, formando
particulas maiores (agregados), dando ao solo a sua estrutura. Pode-se definir a estrutura
do solo como sendo um agregado de particulas em unidades compostas ou agrupadas.
Os tipos de estrutura encontrados podem se apresentar na forma de grénulos, grumos,
blocos, prismas, colunas e laminar (ANDRADE, 2001).

A formacdo da estrutura do solo envolve processos distintos, mas
complementares. O tipo de estrutura de um determinado solo € conseqiiéncia de fatores
de formacao do solo que podem influenciar o aparecimento de uma dada estrutura. Na

Tabela 5 sdo apresentados os fatores que afetam a formacéao de agregados.

Tabela 5: Fatores que Afetam a Formacéo de Agregados.

Positivos
Cations: alteram a espessura da dupla
camada io6nica, causando floculacéo ou
disperséo.
Materia Organica: atua na agregacao

Negativos
Impactos das Gotas de Chuva: causa
desagregacdo e eroséo.

Preparo Excessivo do Solo: causa

do solo como um agente cimentante.

compactacao e pulverizacdo do solo.

Sistema Radicular: as raizes exercem
pressdes que comprimem 0s agregados,
separando dos agregados adjacentes.

Concentracdo de Na™: o seu aumento
relativo ao dos fons Ca’* e Mg?**causa
a disperséo.

Microrganismos: cimentam 0S
agregados  através de  produtos
excretados (exopolissacarideos etc.).

Temperatura: pode causar oxidagdo
da matéria organica.

Fonte: FERREIRA e DIAS JR. (2001).

De acordo com FERREIRA e DIAS JR. (2001), a estrutura do solo € de

fundamental importancia pois regula processos como aeracdo, armazenamento e
circulacdo de agua, penetracdo de raizes, disponibilidade de nutrientes, atividade macro

e microbioldgicas e temperatura do solo.
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2.2.4 FERTILIDADE DO SOLO

A fertilidade do solo pode ser definida como o estudo da capacidade dos solos
em suprir nutrientes as plantas. No entanto, conhecer o tipo e o teor de nutriente é de
extrema importancia para a atividade microbiana no solo. Os nutrientes presentes no
solo podem ser classificados segundo sua necessidade essencial para 0s microrganismos
e plantas (MANAHAN, 1994):

a) Macronutrientes: sdao os nutrientes requeridos em grande quantidade (carbono,

oxigénio, hidrogénio, nitrogénio, potassio, calcio, magnésio, fosforo e enxofre);

b) Micronutrientes: sdo aqueles requeridos em menor quantidade e que quando

empregados em alto teor sdo freqiientemente tdxicos (ferro, manganés, zinco, cobre,

molibdénio, cloro e boro).

Nas SecOes seguintes somente serdo abordados os principais nutrientes

exigidos pelos microrganismos no solo.

2.2.4.1 Nitrogénio

O nitrogénio destaca-se dos demais por apresentar acentuado dinamismo no
sistema solo e por ser, normalmente, o nutriente exigido em maior quantidade. Esse
dinamismo € devido a sua grande mobilidade no solo e as diversas transformacdes
mediadas por microrganismos. Alem disso, o nitrogénio sob a forma de gas pode ser

perdido por volatilizacéo.

Ao contréario dos demais nutrientes, o nitrogénio presente no solo praticamente
ndo é originado de rochas de origem. A fonte de nitrogénio € o gas Ny, que constitui
78% da atmosfera terrestre. Considerando que a quase totalidade do nitrogénio presente
no solo estd sob a forma organica (aminoacidos, acidos nucléicos) e/ou associado a
polimeros, tem-se que a incorporagdo de matéria organica ao solo, assim como sua taxa
de decomposicdo ou de mineralizacdo, controla o teor de nitrogénio no solo. O
nitrogénio mineral do solo é representado pelas formas idnicas: aménio (NH4"), nitrato
(NO3) e raramente nitrito (NO;) (FURTINI NETO et al., 2001).
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2.2.4.2 Fésforo

O fosforo € um elemento importante a todas as formas de vida por fazer parte
de biomoléculas como acidos nucléicos e ATP (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). As
varias formas de fosforo encontradas no solo sdo (FURTINI NETO et al., 2001):

a) Fdsforo na Solucdo: as formas de fosforo na solugdo dependem diretamente da acidez

do solo. A remocdo de fosforo da solucdo do solo pode ocorrer tanto por precipitacéo
quanto por adsorcdo, sendo este fenbmeno de remocdo denominado de fixacdo de

fosforo.

b) Fdsforo Precipitado: a precipitagdo em solos acidos ocorre com ions aluminio ou

ferro presentes na solugdo e no caso de solos com ions célcio. Em solos acidos, a
correcdo do pH promove a neutralizacdo do aluminio e de grande parte do ferro,
reduzindo a fixagdo do fosfato via precipitagcdo. Por outro lado, o uso excessivo de
calcario (pH acima de 7,0) pode ocasionar um novo aumento da fixagdo pela
precipitacdo do fosfato com calcio e sua disponibilidade dependera da solubilidade dos

compostos formados.

c) Fosforo Adsorvido: o fésforo pode ser adsorvido na superficie de argilas, 6xidos

hidratados de ferro e de aluminio ou de carbonato de célcio, em solos calcarios. Parte do
fosfato adsorvido permanece por um certo tempo na forma labil, ou seja, pode retornar a

solucéo.

d) Foésforo Mineralogicamente Estavel: o fosforo removido da solucdo por precipitagdo

ou adsorcdo forma compostos mineralogicamente estaveis, ou seja, com o passar do

tempo, o fosforo 1abil torna-se ndo 14bil, tornando-o indisponivel no solo.

e) Fosforo Organico: pode representar de 20 a 70% do fosforo total da camada aravel e

sua contribuicdo serd tanto maior quanto maior for o teor de matéria organica do solo.
Apresenta-se basicamente na forma de ésteres do acido ortofosférico, fosfolipideos,
acidos nucléicos, nucleotideos e agucares fosfatados.

Todavia, qualquer que seja a natureza do solo, a concentracdo de fosforo em

solucdo é extremamente baixa, em virtude do que foi dito anteriormente.
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2.2.5 MICRORGANISMOS DO SOLO

A presenca de microrganismos em determinado solo € fungdo das condicbes
ambientais dominantes e dos limites da sua informacdo genética. O sucesso de um
organismo em qualquer habitat é funcdo da extensdo e rapidez de suas respostas
fisioldgicas as condi¢cBes ambientais predominantes. O tamanho e forma das células
refletem as condi¢cGes ambientais, de modo que em condi¢cfes de nutricdo reduzida a
razdo superficie/volume aumenta, as células ficam mais alongadas formando as vezes
filamentos de modo a aumentar a superficie de contato com o solo e ter maior
acessibilidade a nutrientes. Entretanto, em condic¢des de seca ocorre 0 inverso, a razéo
superficie/volume diminui e as células se tornam esféricas para diminuir as perdas de
agua (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Os microrganismos ocupam em torno de 0,5% do espaco poroso do solo,
porém esta porcentagem aumenta significativamente no solo rizosférico devido ao
aumento na disponibilidade de substrato. As bactérias, que tém geralmente tamanho
menor que 0,5 um, se localizam nos pellets fecais, na matéria organica, nos poros e no
interior de agregados e os fungos nos poros e fora dos agregados. A ocupacdo dos poros
por microrganismos é funcdo de seu tamanho e contetdo de agua. Poros com alguns
didmetros na faixa de 2 a 6 um sdo adequados para entrada de bactérias enquanto
fungos necessitam de poros maiores (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

A atividade bioldgica no solo e os processos bioquimicos correspondentes sao
fundamentais ou vitais para a fertilidade do solo. A porcdo viva desse sistema é
representada principalmente por microrganismos (bactérias, actinomicetos e algas),
raizes de plantas e animais viventes (meso e macrofauna). A reciclagem da agua e de
nutrientes pelos vegetais superiores complementa este panorama (RESENDE et al.,
2002).

A Tabela 6 apresenta 0os mecanismos pelos quais 0s microrganismos do solo
influenciam as transformac@es e ciclagem dos nutrientes no solo. Esses organismos
influenciam a degradacdo de matéria organica, a quantidade deste material acumulado
no solo, o grau de ciclagem de nutrientes, o crescimento da vegetacdo via relagéo

simbidtica e a agregacgdo de particulas do solo (DRAGUN, 1998).
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Tabela 6: Os Mecanismos Microbianos no Solo.

Mecanismo Efeito/Importancia
Liberagdo de nutrientes imobilizados nos restos vegetais e
Mobilizacao outros materiais organicos depositados no solo e na

propria matéria organica nativa através da mineralizacao.
Imobilizagdo na biomassa microbiana e substancias
quimicas.

Producdo e excrecdo de substancias quelantes e/ou
complexantes que atuam na solubilidade e mobilidade de

Imobilizacao

Producéo de

Metabdlitos L )
varios elementos no sistema solo-planta.
Producéo de ReacBes enziméticas de oxi-reducdo que controlam a
Enzimas solubilidade de varios compostos ou elementos.
x Transformacoes indiretas provocadas por modificagdes no
Alteracédo no pH
pH do solo.
. < Reducdo de formas oxidadas de varios nutrientes, em
Oxi-reducéo S ! «
condicdes de baixa aeracao.
Alteracédo da Producdo de acidos organicos e inorganicos com acao
Solubilidade solubilizadora de compostos inorganicos.

Transformacdes bioquimicas especificas, como a
Reducdo Bioquimica desnitrificacdo e reducdo de sulfato, que resultam na

perda de nutrientes na forma gasosa.

Producdo de compostos toxicos que poluem o ambiente,
Producdo de Toxinas representando ameacas a saude publica e reduzindo o
crescimento das plantas.
Fixacdo biologica do nitrogénio atmosfeérico, formacao de
micorrizas e outras associa¢fes benéficas com as raizes.
Fonte: MOREIRA e SIQUEIRA (2002).

Simbiose Radicular

Em funcdo das caracteristicas do solo, os organismos com metabolismos
distintos conseguem conviver lado a lado, interagindo em estado de equilibrio dindmico,
muitas vezes com relagbes de dependéncia essenciais para sua sobrevivéncia,
proporcionando condigOes ideais para uma biodiversidade extremamente elevada
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
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2.2.6 COMPORTAMENTO DO OLEO NO SOLO

O solo por ser um sistema complexo no qual ocorre combinacdo das particulas
primarias (argila, silte e areia) com as fases liquida e gasosa, propicia comportamentos
distintos do 6leo ao longo do seu perfil. Este perfil pode ser dividido em trés zonas
distintas em func¢do da saturagdo de agua no solo, como € apresentado na Figura 4: a) a
zona vadosa ou insaturada corresponde a camada mais préxima da superficie do solo e
ndo se encontra completamente saturada com agua; b) a zona saturada corresponde
aquela que se encontra a uma profundidade onde todos os vazios no solo e nas rochas
estdo preenchidos com &gua; c) a zona capilar ou franja capilar é representada pela
porc¢éo de transi¢do entre a zona insaturada e a zona saturada.

Oleoduto
r
Zona .
Insaturada LINAPL

Franja ¢ Oleo Dissolvido
Capilar
Zona

Saturada

DNFL

Figura 4: Representacdo Esquematica de Trés Zonas de Saturacdo e do Comportamento

do Oleo no Solo

A medida que o dleo percorre o perfil do solo, parte deste é volatilizado
formando uma fase vapor, cujos hidrocarbonetos volateis podem estar confinados nos
poros e/ou nos intersticios do solo. A perda de fracGes leves de hidrocarbonetos por
volatilizacdo altera a viscosidade e a densidade do 6leo residual, podendo resultar em
mudancas irreversiveis nas caracteristicas de transporte no meio poroso, em virtude de
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interacOes deste com a matriz do solo (FINE et al., 1997). A outra parcela do éleo pode
estar dissolvida na solucdo do solo e/ou sorvida as particulas do solo.

O grau e a taxa de sor¢do dos compostos orgéanicos no solo estdo relacionados
ao teor de matéria organica (ORTEGA-CALVO et al., 1997) e a hidrofobicidade do
oleo (FINE et al., 1997). Na zona insaturada, o 6leo dissolvido na solugdo do solo é
transportado para dentro e para fora desta, seguindo geralmente duas direcGes para cima
(pela evaporagdo na interface solo-atmosfera e pela transpiracdo devido a liberacdo de
vapor d’agua pela vegetacao) e para baixo (pela infiltracdo e percolagdo a partir da zona

de raizes das plantas).

A fracdo de 6leo livre no solo pode continuar a sua trajetoria e devido a sua
baixa solubilidade forma um liquido de fase ndo aquosa (NAPL — non-aqueous phase
liquid) que atua como fonte continua de contaminagdo. O aumento do teor de umidade
no solo pode diminuir tanto o transporte da fase vapor como a retengdo da fracdo de
6leo residual (confinado nos poros ou sorvido nas particulas do solo), resultando no
aumento do transporte da NAPL (FINE et al., 1997). Segundo DRAGUN (1998), a
NAPL pode formar temporariamente “piscinas” na superficie do solo quando este
apresenta elevado teor de argila e baixa permeabilidade. Em contrapartida, em solos
arenosos a infiltracdo da NAPL pode ser mais répida.

A NAPL pode ser classificada como uma fase mais densa que a agua (DNAPL
— dense non-aqueous phase liquid), tendendo a se depositar na base do aquifero, e uma
fase menos densa (LNAPL - light non-aqueous phase liquid) que se mantém sobre o
nivel d’agua (Figura 4). A remediacdo de locais contaminados com DNAPL ¢

geralmente mais dificil do que nagueles contaminados com LNAPL.

Na zona saturada, a entrada de DNAPL nos poros preenchidos de agua requer a
superacdo de uma pressao de entrada resultante da tensdo interfacial entre a DNAPL e a
agua. A pressdo de entrada requerida aumenta com a diminuicdo do tamanho da
particula do solo. A descida do fluxo de DNAPL pode ser interrompida toda vez que
uma camada com particulas mais finas € encontrada, tendendo a fluir lateralmente, e
acumulando-se até que haja uma camada espessa de DNAPL que possa vencer a pressao
de entrada. Sendo assim, variagdes na granulometria do solo podem produzir

significativa alteragcdo no comportamento de uma pluma de DNAPL.
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2.4 BIORREMEDIACAO

2.4.1 DEFINICAO

A biorremediacdo € um processo de tratamento que emprega microrganismos
que s&o os principais responsaveis pela degradagdo de compostos complexos em outros
mais simples, podendo gerar como produtos finais CO,, H,O e CH,4. A biorremediacgéo
pode ocorrer sob condi¢des aerdbia e anaerdbia, quando os microrganismos utilizam
como aceptor final de elétrons o oxigénio molecular e outros tipos de aceptores (COy,
Fe**, SO,%, etc.), respectivamente, dependendo das condigbes ambientais do local
onde se deseja empregar tal técnica. Além disso, 0 processo pode ser empregado no
local onde ocorreu a contaminagdo (biorremediacao in situ) ou através da remocgéo do
meio contaminado (biorremediacdo ex situ). A escolha da técnica a ser utilizada
dependera das condigdes ambientais (permeabilidade do solo, por exemplo), do custo e

do tempo necessario para o tratamento do solo contaminado (Tabela 7).

Tabela 7: Vantagens e Desvantagens das Técnicas de Biorremediacdo In Situ e Ex Situ

Técnica Vantagens

N&o requer a escavacgao

Desvantagens
Processo de tratamento

Biorremediacéo In Situ

do solo contaminado,
reduzindo os custos

mais lento

Pode tratar um grande
volume de solo de uma
SO vez

Pode ser dificil o
controle do processo

Ha liberacdo de menos
poeira e compostos
organicos volateis

Mais eficiente em solos
mais permeéaveis

Biorremediacdo Ex Situ

Processo de tratamento
mais rapido

Requer a escavagdo do
solo contaminado o que
onera 0s custos

De facil controle

Pode necessitar de um
tratamento prévio do
solo contaminado

Pode ser empregado
para o tratamento de
uma  variedade de
contaminantes e tipos
distintos de solos

Liberacdo de poeira e
compostos  organicos
volateis

Fonte: EPA (1996)
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Em fungdo disso, antes de dar inicio ao tratamento do solo contaminado é
necessaria a caracterizacdo do local para se avaliar qual a técnica mais adequada a ser
empregada. Nesta tese foram estudadas duas diferentes técnicas de biorremediacéo:
bioestimulacdo e bioaumento. Além dessas, ensaios de controle bidtico foram
realizados para representar uma estratégia de tratamento de solos contaminados,

denominada de atenuagéo natural.

A atenuacdo natural ou biorremediacdo intrinseca € uma estratégia que
depende dos processos naturais para reduzir a toxicidade da massa e/ou a mobilidade
de um contaminante no solo sem a interven¢do do homem (SCOW e HICKS, 2005).
No entanto, as condi¢ces ambientais devem ser adequadas para que essa seja
empregada. Além disso, é necessaria a presenca de microrganismos nativos capazes de

biodegradar o contaminante presente no solo.

Se as condi¢bes ndo forem satisfatorias ha necessidade de se promover
correcdes dos fatores limitantes a biodegradacdo do contaminante. Essa técnica é
denominada de bioestimulagdo e visa estimular o crescimento da populacdo
microbiana nativa pelo fornecimento de aceptores finais de elétrons, pela adigdo de
nutrientes essenciais, pela correcdo do pH e do teor de umidade. Se essas medidas
forem realizadas de forma apropriada, a biodegradacdo de hidrocarbonetos serad

estimulada sem qualquer impacto adverso ao meio ambiente.

Entretanto, quando a concentracdo de populagdo microbiana capaz de
degradar esses compostos organicos € baixa, emprega-se 0 bioaumento. Essa técnica
visa 0 aumento dessa populacdo pela adicdo de microrganismos endogenos (nativos)
ou exogenos (externos) adaptados as condi¢des do solo a ser tratado. Em alguns casos,
nem sempre 0s microrganismos introduzidos no solo séo capazes de sobreviver ou

mesmo de aumentar a degradacao de 6leo (McGILL et al., 1981).

A bioestimulacdo e o bioaumento podem ser potencializados com a adigéo de
surfactantes ou biossurfactantes, visto que estes podem aumentar a taxa de
mineralizacdo do 6leo no solo, aumentando sua biodisponibilidade aos microrganismos.
A biodisponibilidade de contaminantes aos microrganismos influenciada pela adicdo de

surfactante serd tratada nas Se¢des 2.4.7.8 € 2.5.1.4.
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2.4.2 FATORES QUE INFLUENCIAM A BIORREMEDIACAO

A biodegradacao de petrdleo esta relacionada ao movimento e distribuicdo do
6leo no solo e a capacidade de microrganismos de degrada-lo. No entanto, outros
fatores podem influenciar a taxa de biodegradacdo de hidrocarbonetos no solo. A
manipulacdo e a otimizacdo destes fatores é fundamental para a obtencdo de bons

resultados na biorremediacao.

2.4.2.1 Propriedades Fisico-quimicas do Oleo

O acimulo de um dado composto no meio ambiente podera ser influenciado
pela sua estrutura, concentracdo e toxicidade. Os compostos que ndo podem ser
transformados, tenderdo a persistir até que haja migracdo para outro compartimento do
ambiente onde aceptores de elétrons e microrganismos possam estar disponiveis
(STREVETT et al., 2002). Alguns compostos sdo dificeis de serem biodegradados em
funcdo do numero, do tamanho ou da localiza¢do dos grupos funcionais que impedem o
ataque enzimatico (GODSY, 1994).

Os produtos da biodegradacdo geralmente sdo transientes, mas alguns deles
podem se acumular no ambiente. Estes produtos gerados podem ser mais toxicos que 0
produto de origem (STREVETT et al., 2002). Os alcanos C2 a C6 podem ter efeito
inibitério para alguns microrganismos, pois os hidrocarbonetos de baixo peso molecular
solvatam e destroem as estruturas da membrana intracelular e pericelular lipidica dos
microrganismos. De acordo com SIKKEMA et al. (1995), o acumulo de compostos
lipofilicos na membrana de microrganismos apresenta efeitos nas propriedades
estruturais e funcionais, ocorrendo a perda de sua integridade e um aumento na
permeabilidade de protons e ions. ObservacBes quanto ao efeito toxico de aromaticos,
cicloalcanos, alcanos, alcoois e fenois podem ser explicadas pela interacdo desses

compostos com os constituintes da membrana.
Segundo SIKKEMA et al. (1995), o 6leo refinado pode ser mais tdxico aos

microrganismos do que o Oleo cru, visto que os hidrocarbonetos volateis sdo mais

toxicos do que alcanos de elevado peso molecular. Além disso, o efeito toxico de
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hidrocarbonetos (por exemplo, BTEX) aos microrganismos aumenta com a diminui¢do

de sua viscosidade.

2.4.2.2 Teor de Umidade do Solo

A umidade do solo € essencial para a biodegradacdo uma vez que a maioria dos
microrganismos vive no filme d’agua em torno da particula do solo. A degradacéo do
0leo pelos microrganismos do solo ocorre na interface 6leo-agua (McGILL et al.,
1981). O tamanho da interface 6leo-a4gua limita o espaco de adesdo das bactérias e,
conseqlientemente, um aumento desta area estimularia a degradagdo microbiana
(POREMBA et al., 1993). A baixa solubilidade de compostos organicos em agua limita
a acdo dos microrganismos. Segundo ORTEGA-CALVO et al. (1997), os
microrganismos do solo degradam os compostos dissolvidos em agua mais facilmente

que aqueles sorvidos na matriz do solo.

A agua é importante para 0 movimento dos microrganismos unicelulares, que
por isso, sdo restritos aos filmes de agua, enquanto fungos filamentosos e actinomicetos
podem atravessar 0s vazios insaturados, através do crescimento micelial (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002). Ademais, a agua serve como meio de transporte para alguns
nutrientes e compostos organicos que se difundem para a célula microbiana e através da

qual os produtos metabdlicos sdo removidos.

O teor de umidade tambeém influencia a aeracdo e o pH do solo. Quando a
matriz do solo estd completamente preenchida com agua, a difusdo dos gases através do
solo é severamente restringida, comprometendo assim a atividade metabolica dos

microrganismos aerobios, visto que condi¢des andxicas sdo criadas.

De acordo com dados da literatura, o teor de umidade deve estar na faixa de
25-85% da capacidade de campo do solo, sendo a faixa 6tima de 50-80% para a
biodegradacdo de contaminantes em solo (WDNRBRRM, 2004). No entanto, ndo ha
unanimidade gquanto ao teor 6timo de umidade, posto que alguns autores citam que este

se encontra na faixa de 35-65% da capacidade de campo do solo (HUPE et al., 2001).
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2.4.2.3 Aceptores de Elétrons

Um dos principais fatores que governam a biodegradacdo é a natureza e a
biodisponibilidade de aceptores de elétrons (STREVETT et al., 2002). Na Tabela 8 ¢
apresentada a relacdo entre a forma de respiracdo microbiana, os aceptores de elétrons,
as caracteristicas e o potencial de oxi-reducdo. O potencial de oxi-reducdo mede a
tendéncia de uma substancia doar ou receber elétrons (MADIGAN et al.,2000) e por
conseguinte, € uma medida quantitativa da energia livre envolvida na transferéncia de
elétrons. Doadores e aceptores de elétrons sdo denominados redutores e oxidantes,

respectivamente.

Tabela 8: Relacédo entre a Forma de Respiracdo Microbiana, Aceptores de Elétrons e

Potencial Redox.

Formade Aceptor de Produto Caracteristica Potencial
Respiracdo  Elétrons Redox (mV)
Aerdbia 0, H,0 Aerobios facultativos e +400
estritos
Redugdo de Fo3* Fo2* Aerdbios facultativos e 477
Ferro 111 anaerobios estritos
Reﬂﬁ%gfode NOs5" NOZI\'I N2O, Aerobios facultativos -100
2
Resdlzjlc]izsode SO HS Anaerobios estritos ~ -160 & -200
Metanogénica CO; CH, Archaea metanogénica -300

Fonte: DRAGUN (1998) e MADIGAN et al. (2000). *Esse potencial € muito dependente do
pH. O valor listado é para pH 2-3, sendo que em pH 7, este valor é de aproximadamente
+20mV.

O oxigénio molecular atua como aceptor de elétrons durante a degradacao
aerobia enquanto nitrato, sulfato ou dioxido de carbono sdo os aceptores de elétrons
para a degradacdo anaerdbia. Quando o oxigénio molecular esta disponivel como
aceptor de elétrons, tende a ser preferencialmente utilizado em relacdo aos outros
possiveis aceptores presentes (MADIGAN et al, 2000), pois € a opcdo
termodinamicamente mais favoravel (STREVETT et al., 2002). Na Tabela 8, verifica-se
gue o par O,/H,0 é o mais eletropositivo; mais energia é disponibilizada quando o O, é
usado do que quando outro aceptor de elétrons é empregado (MADIGAN et al., 2000).
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Em ambiente rico em matéria organica, 0s processos aerdbios consomem
rapidamente o oxigénio estabelecendo uma condicdo de anaerobiose (STREVETT et al.,
2002). Se mais do que um aceptor de elétrons esta presente, somente um
predominantemente suprird mais energia aos microrganismos nativos e estes tenderdo a
dominar o ambiente (STREVETT et al., 2002). Essa sucessao de espécies microbianas é
funcio do pH e do potencial redox. A medida que o potencial diminui ocorre transicio
da predominancia de aerobios para facultativos e em seguida anaerébios (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

Em relacdo a degradacdo de hidrocarbonetos no ambiente, sabe-se que
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAH) e benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno (BTEX)
ndo sdo facilmente degradados aerobicamente, mas possivelmente sob condicéo
anaerobia (YOUNG e PHELPS, 2005). SCOW e HICKS (2005) relataram que uma
larga faixa de n-alcanos de dleo cru foi degradada anaerobicamente, sob condicdes

metanogénicas e redutoras de sulfato, em sedimentos de um aquifero contaminado.

2.4.2.4 Teor de Nutrientes

As bactérias s@o compostas de combinacdo de elementos que sdo 0s
componentes de seu material genético, moléculas estruturais, enzimas e plasma
intracelular. O metabolismo microbiano e o0 crescimento sdo dependentes da

disponibilidade desses nutrientes essenciais.

Devido a grande diversidade das bactérias, a proporcdo de elementos
nutricionais requeridos para crescimento varia muito, sendo carbono, hidrogénio,
enxofre, nitrogénio e fésforo os principais elementos requeridos. Por isso, em solos e
sedimentos aqliiferos contaminados com compostos organicos, carbono e hidrogénio
ndo sdo limitantes pois eles sdo os principais componentes desses compostos. Os
compostos organicos biodegradaveis sdo fonte de carbono que 0Ss microrganismos
podem utilizar como fonte de energia e crescimento. O enxofre estd geralmente
disponivel em quantidade suficiente para o crescimento de microrganismos. Outros
nutrientes (potassio, calcio, magnésio, etc) sdo geralmente encontrados em
concentracdes adequadas para o0 metabolismo em muitos solos. Entretanto, alta

concentracdo de calcio pode precipitar fosfato e reduzir a quantidade de fosforo
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disponivel ao metabolismo microbiano, como visto na Secdo 2.2.4.2. Sendo assim, 0s
principais elementos limitantes para crescimento sdo nitrogénio e fosforo (GODSY,
1994).

De acordo com FERGUSON et al. (2003), solos contaminados que apresentam
baixo teor de nitrogénio e fosforo necessitam de correcdo destes nutrientes para permitir

um aumento na degradacao de hidrocarbonetos.

RIVERA-ESPINOZA e DENDOOVEN (2004) avaliaram o emprego de
biossélidos (ricos em nitrogénio, fésforo e matéria orgénica) na bioestimula¢do de um
solo contaminado com 6leo diesel. Os autores concluiram que a adi¢do de biossolidos
acelerou a mineralizacdo do 6leo diesel e diminuiu a concentracdo de hidrocarbonetos
totais de petroleo (TPH - total petroleum hydrocarbon) residual. No entanto, nem
sempre a correcdo de nutrientes pode favorecer o aumento da eficiéncia de
biodegradacdo de TPH, como observado por YERUSHALMI et al. (2003) em seus
experimentos. BENTO et al. (2005) observaram também que a bioestimulacdo de
microrganismos do solo resultou em menor degradacdo de O6leo diesel quando
comparado com atenuagdo natural. Entretanto, esses autores argumentam que a
eficiéncia da bioestimulacéo pode ter sido afetada pela limitacdo dos nutrientes, ou seja,

estes ndo estavam prontamente disponiveis para 0s microrganismos.

2.4.2.5 Temperatura

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importante que afeta o
crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos. A medida que a temperatura
aumenta, as reagdes enzimaticas e quimicas na celula ocorrem em maiores taxas e o
crescimento torna-se mais rapido. Entretanto, sob temperatura elevada, as proteinas
microbianas podem ser irreversivelmente danificadas e, por conseguinte, as funcdes da
célula caem rapidamente a zero e as reacdes enzimaticas ndo ocorrem, causando a
interrupcéo das fungdes da célula (MADIGAN et al., 2000).

De acordo com GODSY (1994), as taxas de degradacdo enzimatica e o
metabolismo microbiano dobram a cada aumento de 10°C até que seja atingida a

temperatura de inativacdo que geralmente encontra-se entre 40 e 50°C para a maioria
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das bactérias. De acordo com MOREIRA e SIQUEIRA (2002), as taxas de reacdo
microbiana sdo maiores a temperatura em torno de 28°C e sofrem decréscimos
acentuados em temperaturas menores que 25°C e maiores que 35°C. A faixa de 30 a
40°C é considerada ideal, por proporcionar maximos de biodegradacdo de
hidrocarbonetos. Acima desta faixa, a atividade enzimética e reduzida e a toxicidade dos
hidrocarbonetos aumenta (LEAHY e COLWELL, 1990).

2.4.2.6 pH

O pH otimo para mineralizacdo de hidrocarbonetos se encontra na faixa entre
6,5 e 8,0 (DRAGUN, 1998). De acordo com MADIGAN et al. (2000), essa faixa €
considerada 6tima para o crescimento da maioria dos microrganismos. Por isso, 0S
valores extremos de pH podem retardar a capacidade da populagdo microbiana em
degradar hidrocarbonetos (LEAHY e COLWELL, 1990).

Além de afetar o crescimento microbiano, o pH pode também influenciar a
solubilidade ou a disponibilidade de nutrientes (por exemplo, fosforo) e a toxidez de
nutrientes minerais, a mobilidade do material potencialmente tdxico e a reatividade dos

minerais.

O ferro, 0 manganés e o zinco sdo menos disponiveis em valores de pH acima
de 7,0. O ferro, o aluminio e 0 manganés atingem niveis toxicos em valores de pH
menores que 5,0 e o fosforo estda menos disponivel em valores extremos de pH
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
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2.4.2.7 Densidade de Microrganismos Degradadores de Oleo

O sucesso da biorremediacdo € dependente do tipo de microrganismos
presentes, mais especificamente da presenca ou auséncia de bactérias
hidrocarbonoclésticas. A taxa de biodegradacdo depende da presenga e do nimero de
microrganismos do solo capazes de degradar os compostos organicos. Existe uma
relacdo direta entre a taxa de degradacao e o tamanho da populacéo, ja que quanto maior
0 namero de microrganismos capazes de degradar 0 composto, mais rapida sera a sua
degradacdo (DRAGUN, 1998). O tamanho da populacdo microbiana é maior na
superficie do solo, visto que nesta regido a temperatura, a umidade, a aeragdo e a
energia sao relativamente mais favoraveis para o desenvolvimento dos microrganismos
(DRAGUN, 1998).

De acordo com ATLAS (1981), em ecossistemas ndo poluidos, o0s
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos geralmente constituem menos do
que 0,1% da populagdo microbiana. No entanto, em ambientes contaminados, eles
podem representar a totalidade da comunidade microbiana presente. O aumento dessa
comunidade pode estar relacionado a sua exposicdo aos hidrocarbonetos em um
ambiente ndo contaminado. Entretanto, quando a concentragdo de populacédo
microbiana degradadora de compostos organicos é baixa em determinados solos, uma
opcdo para 0 aumento desta é a adicdo de microrganismos enddgenos (nativos) ou

exogenos (externos) adaptados as condicdes do solo a ser tratado.

BENTO et al. (2005) avaliaram a adi¢cdo de microrganismos exdgenos em
solos franco-arenosos e verificaram que cada solo apresentou comportamentos
distintos. O solo bioaumentado proveniente de Hong Kong apresentou baixa
biodegradacdo de TPH em relacdo a atenuacdo natural. Segundo os autores, 0s
microrganismos exogenos ndo foram capazes de competir com 0S microrganismos
nativos que estavam mais adaptados ao ambiente. Em contrapartida, o bioaumento do
solo de Long Beach, foi positivo tanto para a remogéo da fracdo leve quanto da fragdo
pesada de hidrocarbonetos de petréleo quando comparados com 0s da atenuagédo

natural.
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As bactérias filamentosas (actinomicetos) também desempenham importante
papel na biodegradagdo de petréleo e derivados. Sob o ponto de vista nutricional, sdo
microrganismos pouco exigentes e capazes de utilizar uma grande variedade de
substancias como fonte de carbono, inclusive hidrocarbonetos aromaticos (MADIGAN
et al., 2000).

Os fungos promovem a biodegradacdo de hidrocarbonetos no solo, em
especial os fungos filamentosos, que sdo encontrados com mais fregiiéncia no solo.
Segundo DRAGUN (1998), foram identificados mais de 700 espécies e 170 géneros
diferentes no solo.

As bactérias associadas as cianobactérias parecem formar um consoércio
eficiente para a biodegradacdo de Oleo. As cianobactérias fornecem oxigénio e
nitrogénio, assim como matéria organica essencial para a atividade das bactérias
heterotroficas aerdbias. Por sua vez, essas bactérias degradam compostos de petréleo
reduzindo seu efeito toxico para as cianobactérias, potencializando a biodegradacao de
residuos oleosos (ABED e KOSTER, 2005). O emprego de consdrcios microbianos
possibilita a degradacdo de uma variedade de compostos complexos, posto que

diferentes microrganismos contribuirdo através de seu complexo sistema enzimatico.

2.4.2.8 Biodisponibilidade do Contaminante

A degradacdo de compostos organicos pode ser influenciada pela deficiéncia
de biodisponibilidade do contaminante a populacdo microbiana do solo. Essa
deficiéncia pode estar relacionada tanto as propriedades quimicas dos compostos
organicos quanto as caracteristicas do solo (MAHRO et al., 2001). Além disso, outro
fator que pode influenciar a biodisponibilidade € a transferéncia de massa do
contaminante, ou seja, a taxa com que o substrato pode alcancar a célula microbiana.
Como as moléculas apresentam tamanhos muito distintos podem se difundir pelos poros
do solo onde a bactéria ndo tem acesso devido ao seu tamanho (MAHRO et al., 2001).
Por conseguinte, a textura e a estrutura do solo influenciam na biodisponibilidade do
oleo, visto que os solos que apresentam particulas maiores como areia viabilizam o

acesso dos microrganismos no interior dos poros.
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Como visto na Secdo 2.2.3, os coldides do solo, a matéria organica e a argila
apresentam elevada capacidade de sor¢do de compostos organicos. Os acidos fulvicos,
os &cidos humicos e as argilas freqlentemente coexistem no solo, influenciando a
biodegradacdo dos poluentes organicos hidrofobicos (ORTEGA-CALVO et al., 1997).
Segundo HARMS e BOSMA (1997), os compostos quimicos podem estar disponiveis
aos microrganismos somente quando estdo dissolvidos em agua. Conseqlientemente, a
fase liquida ndo aquosa (NAPL) tem que se dissolver e os substratos sorvidos tém que

estar dessorvidos para que estejam disponiveis.

Dessa forma, as taxas de adsorcdo e dessorcdo podem ser influenciadas pelas
propriedades das particulas de argila e da matéria organica do solo, ao passo que a taxa
de difusdo do dleo pode ser afetada pelo tamanho do poro, da tortuosidade e da

extensdo da adsorcdo do contaminante na superficie da particula.

No entanto, a taxa de degradacdo de alguns compostos organicos adsorvidos
pode ser influenciada pela densidade da populacdo microbiana que se encontra na
superficie das particulas do solo e/ou na fase liquida (DRAGUN, 1998). Essa taxa
pode ser aumentada pela producdo de biossurfactantes, uma vez que estes favorecem a

biodisponibilidade do composto.

No entanto, STELMACK et al. (1999) verificaram em seus experimentos que
0 emprego de um surfactante aniénico e ndo idnico influenciou negativamente a
biodegradacao da fase liquida ndo aquosa (NAPL). Sabe-se que para a biodegradacgéo
ocorrer, 0s microrganismos devem ter acesso aos compostos seja pela dissolucéo
destes na fase aquosa ou pela adesdo daqueles diretamente na interface agua-NAPL,
como dito na Secdo 2.4.7.2. Esses autores verificaram que o emprego de surfactantes
em concentra¢fes abaixo da concentracdo micelar critica (CMC) inibiu a adesdo das
bactérias na interface NAPL-agua, influenciando no seu crescimento. Isso indicou que
a relacdo entre as caracteristicas da carga do surfactante e da superficie da célula é

mais importante para a adesdo das bactérias do que as propriedades da NAPL.

Na Secdo que se segue sera discutido mais detalhadamente as principais
caracteristicas dos surfactantes e biossurfactantes, assim como a sua importancia no

aumento da biodisponibilidade do 6leo na biorremediacéo de solos contaminados.
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2.5 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

2.5.1 SURFACTANTES

2.5.1.1 Definicdes e Conceitos Basicos

Os surfactantes sdo amplamente empregados, devido a sua notavel habilidade
em influenciar as propriedades superficiais e interfaciais de um sélido ou de um liquido.
Dentre alguns empregos de surfactantes pode-se destacar o seu uso na industria de
petréleo, por exemplo: na recuperacdo de petréleo, em pocos de perfuragdo, em pocos
de injecdo, em pocos de producdo etc (SHCRAMM, 2000). Além disso, podem ser
empregados na limpeza de tanques de estocagem, como dispersante de residuos de 6leo

e no transporte e combustdo de 6leo pesado em oleodutos (BOGNOLO, 1999).

Os surfactantes (contragéo da expressao em inglés SURFace-ACTive AgGENT)
sdo compostos anfifilicos (ROSEN, 1988) contém uma porcdo hidrofdbica (fracdo
apolar) e hidrofilica (fracdo polar), capazes de reduzir a energia livre do sistema
(MULLIGAN et al., 2001). Segundo ROSEN (1988), a energia livre interfacial é a
guantidade minima de trabalho requerida para se criar uma interface (refere-se ao limite
entre duas fases imisciveis). As propriedades das solu¢des de surfactantes podem ser
distintas em funcdo do grupo hidrofilico (cabeca da molécula) e hidrofobico (cauda da
molécula) na molécula. A Figura 5 apresenta esquematicamente uma molécula de

surfactante (mondmero) e o agregado destes monémeros (micela).

Os mondémeros de surfactantes formam estruturas esféricas, cilindricas,
lamelares e vesiculares (estruturas mais ou menos esféricas consistindo de micelas
lamelares arranjadas em uma ou mais esferas concéntricas) com uma pseudofase
organica, causando a reducdo das tensoes interfacial e superficial. A concentracdo
minima necessaria para atingir tal situacdo &€ denominada de concentracdo micelar
critica (CMC) (ROSEN, 1988).

32



Revisao Bibliografica

Mondmero de Sutfactante

Cahega Canda
J Hidrofilica ® Hidrofébic &E
_ +
(-, -N[:CI-%)3 : -NI—&, etc) (Hidrocathonetos)
Micela

Figura 5: Representacdo de uma Molécula de Surfactante e uma Micela.

O grupo polar (cabeca da molécula) ou i6nico interage fortemente com o0 meio
aquoso, que é solvatado via interacdo dipolo-dipolo ou ion-dipolo. Em funcéo da cabeca
polar, os surfactantes podem ser divididos em classes distintas: anionicos (apresentam
carga negativa), catidnicos (apresentam carga positiva), ndo-ionicos (ndo apresentam
carga ionica) e zwitteridnicos ou anfoteros (apresentam cargas positiva e negativa)
(SCHRAMM, 2000). A Tabela 9 apresenta alguns exemplos das quatro categorias de
surfactantes. A porcdo hidrofobica geralmente é um hidrocarboneto (linear ou
ramificado), apresentando ou ndo dupla ligacdo e/ou grupos aromaticos (GEORGIOU et
al., 1992).

No entanto, devido a formacdo do agregado, os grupos hidrofilicos (cabecas)
do surfactante se encontram muito proximos, ocasionando uma repulsdo eletrostatica
que se opde ao processo de micelizacdo. Entdo os contra-ions dos surfactantes (Tabela
9) desempenham um papel fundamental, pois quando em concentracdo adequada,
“blindam” a carga do agregado, diminuindo o potencial elétrico e a repulsdo entre as
cabecas dos mondmeros (SITE 2).
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Tabela 9: Exemplos de Quatro Categorias de Surfactantes.

Tipo Surfactante Estrutura*
Anidnico Estereato de sodio _ CH3(CH,)16CO0™ Na*
Dodecil sulfato de sédio CH3(CH»)1:S04 Na*
Cloreto de laurilamida CH3(CHy)11NH3" CI~
Catibnico Cldoorggéicli:nt]rérnr}ztll CioHasN*(CH,)s CI -
NAo-iBnico Alcool polioxietileno CnH2q+1(OCH, CH,),,OH
Aquilfenol etoxilato CgH19CeH4(OCH, CH,),0OH
Dodecilbetaina Cle25N+(CH3)2CH2COO_

Zwitteridnico

Lau ramidopropi | betaina C11H23CONH (CH2)3N+(C H3)2C H,COO™

Fonte: SCHRAMM, 2000. * Os contra-ions estdo representados em negrito.

A Figura 6 representa o inicio do processo de associacdo das moléculas de

surfactantes na formacdo de agregados, denominados micelas. As caudas hidrofébicas

dos mondmeros ficam na superficie da micela esférica, como visto na Figura 5.

Segundo SEABRA (1997), a concentracdo em que as micelas comegcam a se formar

varia em funcéo do tipo (ibnico ou ndo-ibnico) do surfactante e da concentracao de sais

na fase aquosa.

Propriedade Fisica

Monomeros (T ("

71

\\

Solubilidade

Tensdo Superficial

Tensao Interfacial

Concentracio do Surfactante

Figura 6: Representacdo Grafica da Variagcdo da Solubilidade, Tensdo Superficial e

Interfacial em Funcgédo da Concentracdo do Surfactante
Fonte: Mulligan et al. (2001).
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2.5.1.2 Principais Propriedades

Segundo SCHRAMM (2000), as propriedades fisico-quimicas de surfactantes
variam acima e abaixo da concentracdo especifica do surfactante (Concentracdo Micelar
Critica). De acordo com ROSEN (1988), essa é uma maneira de se medir a CMC de um
surfactante, visto que € possivel se verificar alteracfes pronunciadas nas vizinhancas da

concentracdo micelar critica.

Como principais propriedades que caracterizam os surfactantes pode-se citar
adsorcdo, formacao de micelas, formagdo de macroemulsdes (particulas com didmetro
acima de 0,4 um) e microemulsdes (particulas com didmetro entre 0,01 e 0,1um),
dipersdo ou agregacdo de sdélidos, acdo espumante ou anti-espumante, solubilidade,
solubilizacdo, molhabilidade ou detergéncia (PORTER, 1994 apud REIS, 1998;
ROSEN, 1988).

A adsorcdo dos surfactantes em superficies acarreta efeitos como
molhabilidade, emulsificacdo, formacdo de espumas, dispersdo de particulas e
detergéncia (PORTER, 1994 apud REIS, 1998). No entanto, a adsorcdo de surfactantes
na interface sélido-liquido é fortemente influenciada por alguns fatores, tais como:

a) A Natureza dos Grupos Estruturais na Superficie do Sdlido: quanto a presenca de

sitios altamente carregados ou grupos essencialmente ndo-polares e a natureza dos

atomos em que estes sitios ou grupos sao constituidos;

b) A Estrutura Molecular do Surfactante Adsorvido: se esta € idnica ou ndo-idnica e se

0 grupo hidrofdbico é longo ou curto, ramificado ou néo, alifatico ou aromatico;

c) O Ambiente da Fase Aquosa: pH, temperatura, conteudo eletrolitico e a presenca de

qualquer aditivo tais como solutos polares de cadeia curta (alcool, uréia, etc.) (ROSEN,
1988).
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As solugdes aquosas de surfactantes, cujas concentragdes se encontram acima
da CMC contém um volume grande de fase ndo-polar no interior das micelas. Esta fase
ndo-polar € capaz de dissolver solutos relativamente nao-polares, como solventes
organicos, pesticidas clorados, entre outros. Esse fendmeno é conhecido como
solubilizacdo micelar (SEABRA, 1997). Na Figura 7 é apresentada esquematicamente a
formacdo da micela acima da CMC em uma fase DNAPL. Acima desse valor, um
aumento significativo na solubilidade total dos constituintes da DNAPL é observado,
em funcdo de os surfactantes reduzirem a tensdo interfacial pelo acimulo na interface
entre a DNAPL e a fase aquosa (NFESC, 2002).

Conceniragio Abaixo da CMC

Cahet;af
Sohivel em Agua .
T T i
C\ DNAPL

Calda Moniimeros Monomeros de Surfactantes
Sﬂlﬁuﬂl BEMm n].f-'ﬂ ﬂgmgaﬂns Ha
Interface DNAPL/Agua
Concentracio Acima da CMC

uu_\ T L %%%;lmmm \; %u
d/ l \o qujI_ﬁgua DNAPL /’ o 0\

Microemulsio Microemulsio
Winsor Tipe I Winsor Tipe I

Micela

Figura 7: Formacdo de Micela em uma Fase DNAPL.
Fonte: NFESC (2002).
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Devido a presenga de grupos hidrofilicos e hidrofébicos na mesma molécula,
os surfactantes formam monocamadas orientadas na interface (SCHRAMM, 2000) entre
fases de diferentes polaridades tais como 6leo/agua, ar/agua ou agua/solido, atuando
como agente de molhabilidade na superficie do sélido (FIECHTER, 1992).

2.5.1.3 Concentracao Micelar Critica

Em termos de modelo micelar, o valor da concentracdo micelar critica (CMC)
é definida precisamente no modelo de separacdo de pseudofase, em que as micelas séo
tratadas como uma fase separada. A CMC é definida como o ponto a partir do qual
ocorre 0 aumento da solubilidade do monémero num solvente particular. Esse valor é de
grande importancia para industria do petréleo, pois possibilita melhorias ou aumento na
recuperacgdo de 6leo (SHCRAMM, 2000).

Entretanto, em fase aquosa, a CMC do surfactante pode ser afetada por alguns
fatores tais como: a) estrutura do surfactante; b) presenca de eletrélitos na solucdo;
c) presenca de aditivos organicos; d) presenca de uma segunda fase liquida;
e) temperatura da solucdo (ROSEN, 1988). A Tabela 10 apresenta resumidamente como

esses fatores podem influenciar na CMC.

Alguns valores tipicos de CMC para baixas concentracGes eletroliticas e a
temperatura ambiente: anidnicos (10 — 102 M), anfotéros (10 — 10" M), catidnicos
(10 - 10" M) e ndo idnicos (10° - 10 M) (SHCRAMM, 2000).
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Tabela 10: Fatores que Influenciam a Concentragdo Micelar Critica em Meio Aquoso

Fator Efeito

A CMC diminui com o aumento do nimero de atomos de
carbono no grupo hidrofobico do surfactante. Por exemplo,
em surfactantes ndo-iénicos e anfoteros o aumento de duas
unidades de metileno no grupo hidrofobico reduz a CMC a
1/10 do valor previsto e para surfactantes idnicos este valor
diminui de 1/4.

Estrutura do Surfactante

A presenca de eletrélitos causa 0 aumento ou a diminuicéo
da CMC principalmente devido a diminui¢do da espessura
da atmosfera idnica em torno dos grupos hidrofilicos e a
conseqiente diminuicdo da repulsdo entre eles na micela.
Esse efeito € mais pronunciado nesta ordem de surfactantes:
anidnico > cationico > zwitteridnicos > ndo-idnicos.

Eletrélito

Estes compostos sdo divididos em duas classes: classe | —
sdo geralmente compostos organicos polares (alcoois e
amidas) que afetam a CMC por serem incorporados na
micela, reduzindo a concentragdo critica; classe Il — sdo
compostos organicos formados pela uréia, alcool de cadeia
curta, formamida, etc que alteram a CMC por modificar a
interacdo da dgua com a molécula do surfactante ou com a
micela.

Compostos Organicos

A CMC é alterada muito pouco pela presenca de uma
Segunda Fase Liquida  segunda fase liquida em que o surfactante ndo dissolve
apreciavelmente.

Para surfactantes ndo-iénicos, a CMC diminui com o
aumento da temperatura devido ao aumento na
hidrofobicidade causado pela destruicdo das ligacOes de
hidrogénio entre as moléculas de &gua e 0S grupos
hidrofilicos. Em relacdo aos surfactantes iénicos, a CMC
inicialmente diminui com a temperatura até atingir um
minimo e entdo aumenta com 0 aumento da temperatura. No
entanto, 0 aumento da temperatura causa diminui¢do da
hidratacdo do grupo hidrofilico, que favorece a micelizagéo.
Por outro lado, esse aumento proporciona o rompimento da
agua estrutural em torno do grupo hidrofdbico,
desfavorecendo a micelizagéo.

Temperatura

Fonte: ROSEN (1988); KIM e LIM (2004)
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2.5.1.4 Aplicacéo de Surfactantes na Biorremediagdo

O uso dos surfactantes na remediacao de solos e aquiferos contaminados com
substancias organicas hidrofébicas talvez tenha se iniciado a partir do emprego de
agentes tensoativos na recuperacdo tercidria de petroleo. O seu emprego para a
remediacdo iniciou-se com o Texas Research Institute, que desenvolveu, com sucesso,
um estudo de recuperacdo de gasolina por inundacdo in situ, de uma mistura de
surfactantes anionicos e nao-iénicos (HILL et al., 1973; EPA, 1990 apud SEABRA,
1997).

De acordo com a Agéncia Norte Americana de Protecdo Ambiental (EPA,
1995b), a aplicacdo de surfactantes pode aumentar a remediacdo do solo sob trés
maneiras: a) aumento da mobilidade e solubilidade para melhorar o desempenho da
técnica pump-and-treat; b) diminuicdo da mobilidade do contaminante para prevenir

sua migracdo; ¢) aumento da taxa de biodegradacdo do contaminante no solo.

Os surfactantes podem tanto mobilizar ou solubilizar a DNAPL dependendo do
grau de reducdo da tenséo interfacial envolvida. O grau de reducdo da tenséo interfacial
estd relacionado com o comportamento da fase do surfactante ou da estabilidade e
qualidade da agua, microemulsao e fases DNAPL que formam quando uma solucdo de
surfactante e DNAPL esta misturada. Quando surfactantes aniénicos sdo empregados, 0
tipo preferido de solubilizacdo ou mobilizagdo pode ser conduzido pela mudanga da
salinidade da mistura de surfactante injetado. Como a salinidade da solu¢do aumenta, as
interacdes entre o grupo hidrofilico do surfactante e as moléculas de agua sdo reduzidas,
0 que resulta em grandes interacfes entre o grupo hidrofébico do surfactante e a
DNAPL. A salinidade pode ser ajustada continuamente no campo para otimizar o
desempenho do surfactante. A possibilidade de se poder ajustar facilmente as
propriedades do surfactante tal como a tensdo interfacial € uma vantagem significativa

do uso de surfactantes aniénicos sobre ndao-iénicos (NFESC, 2002).

Um sistema foi desenvolvido para descrever as complexas interacdes entre
DNAPL, agua e surfactantes. Trés tipos de comportamento de fase sdo esperados

quando a DNAPL e as solugcbes de surfactante sdo misturadas. A Tabela 11 apresenta
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esses trés tipos de comportamentos e a Figura 8 representa graficamente o

comportamento da fase em func¢do do aumento da salinidade.

Tabela 11: Trés Tipos de Comportamento de Fase quando DNAPL e a Solucéo de
Surfactantes Encontram-se Misturadas

Tipo Comportamento

Ha a solubilizacdo da DNAPL na solugéo
de surfactante na fase aquosa. Neste tipo,
Winsor Tipo | forma-se uma microemulséo 6leo-em-agua
e componentes da DNAPL encontram-se
solubilizados no centro da micela.

A solubilizacdo da DNAPL ndo ocorre.
Verifica-se a formagdo de microemulséo
agua-em-o6leo ou microemulsdo invertida e
no centro da micela se encontra agua.

Winsor Tipo Il

Observa-se a presenca de trés fases
(aguosa, microemulséo e DNAPL)
coexistindo na solucdo. A fase de
Winsor Tipo 111 separacdo mediana apresenta densidade
entre a da 4gua e da DNAPL. A formacao
dessa fase estd associada com baixissimas
tensdes interfaciais e alta solubilizag&o.

Fonte: NFESC, 2002.

No entanto, a transicdo de uma fase para outra pode ser influenciada também
pela adicdo de eletrolitos (para surfactantes anionicos), adi¢do de alcool pesado, pelo

aumento da cauda do surfactante ou pela reducdo de temperatura.

Muitos estudos tém mencionado o pré-tratamento do solo com surfactantes
para solubilizar compostos hidrofobicos (MULLIGAN et al., 2001), visto que estes
podem aumentar a taxa de biodegradacdo pois aumenta a sua biodisponibilidade
(GUHA e JAFFE, 1996 apud HUA et al., 2003). Como dito na Secdo 2.4.7.2, o
tamanho da interface Oleo-4gua limita a biodegradacdo de dleo e o emprego de
surfactantes pode aumentar a area desta interface estimulando os microrganismos. Além
disso, os surfactantes podem ser Uteis na biorremediacdo in situ ndo permitindo o
movimento do contaminante na agua subterranea (ALEXANDER, 1995). No entanto,
segundo ROSENBERG et al (1992), o uso desses agentes emulsificantes tanto pode

estimular quanto inibir a sua biodegradacao.
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Figura 8: Representacdo Grafica do Comportamento da Fase quando DNAPL e a
Solucéo de Surfactantes Encontram-se Misturadas.
Fonte: NFESC, 2002.
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COLORES et al. (2000) observaram que o uso de Witconol SN70 (surfactante
ndo-idnico, alcool etoxilato, CMC = 13 mg/g) em solo contaminado com hexadecano e
fenantreno ndo afetou a taxa de mineralizacdo destes hidrocarbonetos quando
empregado em concentracdes abaixo da CMC (2 mg/g). No entanto, quando empregada
uma concentracdo proxima da CMC (10 mg/g), verificou-se um retardo na
mineralizacdo de hexadecano e total inibicdo na mineralizacdo de fenantreno.
Entretanto, quando se adicionou o surfactante em concentracdo acima da CMC (40

mg/qg), verificou-se total inibigdo na mineralizagéo desses hidrocarbonetos.

Segundo os autores, a partir de analise molecular verificou-se que a adicdo de
surfactante de fato causou mudanca drastica nas popula¢6es microbianas presentes no
solo contaminado. Essa mudanca coincidiu com a inibicdo da mineralizacdo de
hidrocarbonetos, o aparente desaparecimento de um grupo de populagfes degradadoras
de hidrocarbonetos e o aparecimento de populacbes capazes de degradar tanto
surfactante quanto hexadecano. Isso demonstrou a dindmica da populacdo microbiana
no sistema contaminante-solo. A aplicacdo de surfactantes em concentracdo préxima ou
acima da CMC resultou em significante reducdo na taxa de degradacdo de compostos

organicos ndo-polares por microrganismos.

SEABRA (1997) buscou tratar areia contaminada com 6leo diesel GOR 86 em
colunas (100 cm de altura e 6 cm de didametro). Nesse meio poroso adicionou-se um
pool microbiano e uma solu¢cdo RESOL 30 (mistura de tensoativos aniénicos e néo-
ibnicos). Foram usadas duas solugdes com diferentes concentragdes em matéria ativa da

mistura 0,05 e 1% em peso seco.

O autor verificou que a eficiéncia de remocgédo de 6leo alcancada na etapa da
biodegradacdo foi maior nos ensaios em que se realizou a lavagem da areia com
surfactantes (RESOL 30 a 1%). A presenca de um menor teor de 6leo residual na areia
tratada, facilitou a sua biodegradacdo, em funcdo de uma melhor disponibilidade de
nutrientes e oxigénio, além de apresentar uma menor toxicidade. O uso de RESOL 30 a
0,05%, na etapa de estimulo a biodegradacdo, apresentou efeito positivo na
porcentagem de biodegradacdo dos hidrocarbonetos, no caso em que o teor de 6leo
residual na areia foi pequeno. Isso ocorreu nos testes em que houve a etapa preliminar
de lavagem com RESOL 30 a 1%. Nos testes sem a etapa de lavagem com RESOL 30 a
1%, a solugdo de tensoativo (RESOL 30 a 0,05%), utilizada na etapa de estimulo a
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biodegradacdo, foi provavelmente usada como substrato de mais facil metabolizacéo,

em detrimento dos hidrocarbonetos aromaticos, principalmente os poliaromaticos.

Segundo o mesmo autor, houve aparentemente uma degradacao bioldgica dos
tensoativos anidnicos ao se analisar seus teores nos efluentes das duas colunas
acompanhadas. Em resumo, o emprego da etapa preliminar de lavagem com RESOL 30
a 1% foi benéfico a etapa de estimulo a biodegradacdo. Além disso, o0 uso da solugédo
RESOL 30 a 0,05%, durante a etapa de estimulo a biodegradacéo, so apresentou efeitos
positivos quando os teores de dleo residual foram baixos. Enfim, a técnica de inundacéo
do solo com surfactantes deve ser empregada nos sitios em que a hidrogeologia possa
garantir que toda a zona contaminada seja atingida pela solugédo de surfactantes, e que

possa ser totalmente recuperada.

A seguir sdo apresentados alguns critérios de selecdo de surfactantes com o

propdsito de avaliar seu desempenho.

2.5.1.5 Critério de Selecédo de Surfactantes

E necessaria uma avaliagdo cuidadosa dos surfactantes empregados na
remediacdo de ambientes contaminados em funcdo das caracteristicas do solo, da agua
subterranea e do proprio contaminante, no sentido de se obter bons resultados. As

caracteristicas desejaveis de um surfactante sdo as seguintes:

a) Propensdo Minima de Formar Cristais, Géis e Macroemulsdes: surfactantes podem

precipitar na solugdo formando cristais, géis e macroemuls@es. Estas fases impedem o
transporte através de aquiferos, tampa os poros e reduzem a permeabilidade do aqifero.
A adicdo de co-solvente ou co-surfactante minimizara a formacdo dessas fases
indesejaveis. A formacgéo dessas podem ser limitadas pelo uso de surfactante com uma
cauda hidrofébica ramificada (NFESC, 2002);

b) Réapida Coalescéncia: quando uma solucdo de surfactante e DNAPL se misturam,

uma microemulsdo é formada com pequenas gotas de DNAPL suspensas em micelas de
surfactante, que esta dispersa na fase aquosa. Um importante parametro para selecéo de
surfactante é a rapida coalescéncia das misturas surfactante-DNAPL em microemulsdes
termodinamicamente estaveis. Surfactantes com tempo de coalescéncia de menos de 24
horas sdo desejaveis (NFESC, 2002);
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c) Elevada Solubilizagdo do Contaminante: o surfactante deve ser capaz de aumentar a

solubilidade efetiva do contaminante em muitas ordens de grandeza acima da
solubilidade normal do mesmo na agua, enquanto que minimiza a possibilidade deste se

mobilizar. I1sso reduzira o uso excessivo de surfactante (NFESC, 2002);

d) Ambientalmente Aceitavel: informagGes quanto a sua biodegradabilidade e
toxicidade seriam Uteis para avaliar a seguranga ambiental, em virtude de possiveis
efeitos deletérios de quantidades residuais de surfactante no subsolo (NFESC, 2002);

e) Baixa Adsorcdo em Sélidos no Solo: sor¢do de surfactante nas superficies dos

minerais, como por exemplo em fragOes de argila, pode causar sua substancial perda e
reducdo de sua disponibilidade e seu desempenho (MULLIGAN et al., 2001). Além
disso, pode reduzir a permeabilidade do contaminante no solo (NFESC, 2002).
Surfactantes aniobnicos séo preferidos desde que apresentem baixa Sor¢do nos
contaminantes (POPE e BAVIERE, 1991 apud NFESC, 2002). Isso porque a carga
negativa do surfactante é repelida pela carga liquida negativa dos aluminosilicatos e
outros minerais que se encontram em aquiferos aluvionais a valores tipicos de pH de
agua subterranea. Segundo WEST et al. (1992) apud MULLIGAN et al. (2001),
surfactantes aniénicos e ndo-ibnicos sao0 menos propensos a se adsorverem no solo;

f) Baixa CMC: é desejavel uma quantidade suficiente de surfactante para que a sua
concentracdo permaneca acima da CMC ap0s diluicao e dispersdo em aquifero. O uso
de surfactantes com baixa CMC permite reduzir a quantidade do mesmo empregado,
enquanto que aqueles com elevada CMC necessitard uma maior quantidade de massa
injetada para obter os mesmos niveis de remediacdo em aquiferos (NFESC, 2002);

g) Reciclavel: a possibilidade de reciclagem e reuso de surfactante pode potencialmente
reduzir os custos. A capacidade de recuperar surfactante a partir de um efluente depende
tanto do tamanho das moléculas do surfactante quanto do comportamento da formacao
de micelas. A molécula de surfactante teria que ser grande o suficiente e formar uma
grande micela para permitir eficiente filtracdo e reciclagem, isto é, elevada remocéo da

agua com minima perda de surfactante durante a filtragem (NFESC, 2002).

Em suma, as caracteristicas desejaveis de um surfactante podem ser:
biodegradabilidade, baixa toxicidade, solubilidade em temperaturas da &gua
subterranea, baixa adsor¢do no solo, eficiéncia em baixas concentracdes (<3%), baixa
dispersdo no solo, tensbes superficiais reduzidas e CMC reduzida (KIMBALL, 1992
apud MULLIGAN et al., 2001).
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2.5.2 BIOSSURFACTANTES

2.5.2.1 Definicdes e Conceitos Basicos

Os biossurfactantes sdo importantes produtos que apresentam uma ampla
aplicacdo em algumas industrias (KOSARIC, 1996). No entanto, segundo BANAT
(1995), os biossurfactantes ganharam notoriedade recentemente, em fungdo das suas
vantagens de biodegradabilidade, producdo a partir de recursos renovaveis e
funcionalidade sob condicGes extremas. No entanto, existem opinides contrarias quanto
a eficicia e a economia de sua aplicacdo e producdo. O seu emprego é principalmente
focado na industria de petréleo, onde sdo empregados em funcdo da sua capacidade de
emulsificagdo na recuperacdo terciaria e na remediacdo de sitios contaminados
(BANAT, 1995).

Os biossurfactantes sdo um grupo heterogéneo de tensoativos produzidos por
microrganismos. Essas moléculas reduzem a tensdo superficial, a concentracdo micelar
critica e a tensdo interfacial em misturas contendo hidrocarbonetos e solu¢Ges aquosas.
Essas propriedades criam microemulsdes, em que a formagéo de micelas ocorre onde
hidrocarbonetos podem se solubilizar em agua ou 4gua em hidrocarbonetos (BANAT,
1995).

Assim como os surfactantes quimicos, a estrutura de biossurfactantes possui
uma porcao hidrofilica e hidrofébica. A porcdo hidrofilica € composta de aminoacidos
ou peptideos, anions ou céations, ou mono-, di- ou polissacarideos. Entretanto,
BOGNOLO (1999) e MULLIGAN et al. (2001) relatam que os biossurfactantes sao
principalmente de dois tipos (anibnicos ou ndo-ibnico) e que casos de estruturas
catibnicas sdo encontradas naquelas contendo aminas. A porcdo hidrofobica da
molécula é composta por acidos graxos de longa cadeia (MULLIGAN et al., 2001), por

acidos graxos hidroxilados, saturados ou insaturados (GEORGIOU et al., 1992).
Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente pelo crescimento de

microrganismos em meio aquoso contendo fontes de carbono, como por exemplo

carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e graxas ou misturas destes. Os emulsificantes séo
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secretados no meio durante o crescimento dos microrganismos, facilitando o transporte

de substratos insolUveis através das membranas celulares (BOGNOLO, 1999).

2.5.2.2 Classes de Biossurfactantes

Os agentes tensoativos microbianos sdo agrupados principalmente por sua
natureza bioquimica e pela sua origem microbiana, ao contrario dos surfactantes
sintéticos, os quais sdo geralmente classificados de acordo com a natureza do seu grupo
polar (REIS, 1998). Sendo assim, os biossurfactantes podem ser classificados em 5
grupos distintos (ZAJIC e SEFFENS, 1984 apud BOGNOLO, 1999): glicolipideos,

lipopolisacarideos, lipopeptideos, fosforolipideos e acidos graxos.

Os glicolipideos podem conter vérias por¢des de agUcar tais como ramnose,
trealose, sacarose e glicose (KOSARIC, 1996). Dentre os mais conhecidos pode-se citar
ramnolipideos, trealolipideos (ou trealoselipideos), soforolipideos (ou soforoselipideos)
e lipideos manosileritritol (ZAJIC e SEFFENS, 1984 apud BOGNOLO, 1999).

Os ramnolipideos podem conter uma ou duas unidades de ramnose e estdo
ligados a uma ou duas moléculas de acido B-hidroxidecandico (DESAI e BANAT,
1997). Os trealolipideos estdo, em muitos casos, associados a célula (KOSARIC, 1996).
ZAJIC e SEFFENS (1984) relatam que estes sdo principalmente produzidos por
actinomicetos. Sdo compostos constituidos de duas moléculas de acido B-
hidroxicarboxilico de cadeia longa e ramificada, ligadas aos grupamentos hidroxila dos
atomos de carbono 6 e 6” do dissacarideo, por meio de ligacdo éster (DESAI e BANAT,
1997). Os soforolipideos sdo produzidos principalmente por leveduras e consistem de
um dimero do carboidrato soforose ligado a uma longa cadeia de &cido graxo
hidroxilado (DESAI e BANAT, 1997). A Figura 9 apresenta as estruturas de

ramnolipideo, trealolipideo e soforolipideo.
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Figura 9: Estrutura de Alguns Biossurfactantes Glicolipideos.
Fonte: DESAI e BANAT (1997)

Os lipopolissacarideos apresentam elevado peso molecular e sdo emulsificantes
extracelulares soltuveis em agua produzidos pela degradacdo de hidrocarbonetos por
bactérias como Acinetobacter calcoaceticus (ZAJIC e SEFFENS, 1984 apud
BOGNOLO, 1999). A principal caracteristica desse bioemulsificante parece ser sua alta
afinidade na interface Oleo-agua, sendo assim excelente estabilizador de emulséo
formando um filme estavel em torno da gota de 6leo e prevenindo a coalescéncia. Além
disso, acredita-se que esse biossurfactante apresente um importante papel na adaptacéo
de microrganismos em mudancas especificas tais como adesdo e adsor¢do da superficie
e na utilizagio de fontes carbono e energia (KOSARIC, 1996). Um dos
bioemulsificantes mais estudado ¢ o Emulsan (Figura 10), produzido a partir de
bactérias degradadoras de Oleo — Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 — e é um
heteropolissacarideo polianiénico (KAPLAN e ROSENBERG, 1982; ZUCKERBERG
etal., 1979 apud KOSARIC, 1996).
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A Tabela 12 apresenta algumas classes de biossurfactantes, assim como as

espécies produtoras.

Tabela 12: Classificacdo e Origem de Biossurfactantes

Classe

Microrganismos

Trealoselipideos

Arthrobacter paraffineus

Corynebacterium spp.

Mycobacterium spp.

Ramnolipideos

Pseudomonas aeruginosa

Soforoselipideos

Candida apicola

Candida bombicola

Glicose-, frutose-, sacarose lipideos

Arthrobacter spp.

Corynebacterium spp.

Rhodococcus erythropolis

Celobioselipideos

Ustilago maydis

Poliol lipideos

Rhodotorula glutinus

Rhodotorula graminus

Lipopolisacarideos

Acinetobacter calcoaceticus RAG 1

Pseudomonas spp.

Lipopeptideos

Arthrobacter sp.

Bacillus subtilis

Bacillus pumilis

Ornitina, lisina peptideos

Acidithiobacillus tiooxidans

Streptomyces sioyaensis

Fosfolipideos

A. thiooxidans

Corynebacterium alkanolyticum

Acidos Graxos

Penicillium spiculisporum

Corynebacterium lepus

Arthrobacter parafineus

Fonte: MULLIGAN et al. (2001)
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Figura 10: Estrutura do Emulsan Produzido por Acinetobacter calcoaceticus.
Fonte: DESAI e BANAT (1997)

Um grande ndmero de lipopeptideos ciclicos, dentre eles antibidticos
decapeptideo (gramicidina) e lipopeptideo (polimixina), apresentam notavel propriedade
tensoativa (DESAI e BANAT, 1997). Dentre os lipopeptideos, destacam-se lipideos
ornitina e subtilisina (conhecida como surfactina) produzido por Bacillus subtilis
(ZAJIC e SEFFENS, 1984 apud BOGNOLO, 1999). A Figura 11 apresenta um
lipopeptideo ciclico produzido por Bacillus subtilis ATCC 21332, sendo um dos
biossurfactantes mais eficientes (ARINA et al., 1968 apud DESAI e BANAT, 1997).

L-Asp — D-Leu — L-Lew— O ':I:Ha
HE(CH,),- CH

: | |
: Hial CH; CH,

N |
Dley — L-Law — L-Glu=C =0

Figura 11: Estrutura de Surfactina Lipopeptideo Ciclico Produzido por Bacillus
subtilis.
Fonte: DESAI e BANAT (1997)

Fosfolipideos sdo formados por uma molécula de glicerol unida a dois acidos
graxos, através de ligacOes éster, e a um grupamento fosfato que pode apresentar
diferentes substituintes. Apesar deles estarem presentes em muitos microrganismos, ha

alguns exemplos de producdo extracelular, sendo os de maior destaque os
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biossurfactantes produzidos pela Corynebacterium lepus (ZAJIC e SEFFENS, 1984
apud BOGNOLO, 1999).

2.5.2.3 Principais Propriedades

Os biossurfactantes podem ser divididos em moléculas de baixo peso
molecular que diminuem as tensdes interfaciais e superficiais eficientemente e
polimeros de alto peso molecular que unem as superficies. Esses biossurfactantes,
produzidos por uma larga variedade de microrganismos, tém estruturas quimicas e
propriedades superficiais muito distintas. Além disso, como apresentam diferentes
propriedades superficiais e estruturais, tais emulsificantes provavelmente possibilitam
vantagens em ambientes distintos (RON e ROSENBERG, 2001).

Muitos biossurfactantes apresentam propriedades antibacteriana ou antifingica,
por exemplo aqueles produzidos por Bacillus subtilis (lipopeptideos da familia iturina e
fengicina — acdo antifingica - e surfactina - antibacteriana) (LANG, 2002), produzidos
por Candida antartica e Bacillus licheniformis (atividade antimicrobiana) (KITAMOTO
et al, 1993 apud BANAT, 1994; FIECHTER, 1992). Por outro lado, o0s
bioesmulsificantes aumentam o crescimento bacteriano em substratos hidrofobicos pelo
aumento de sua biodisponibilidade, presumivelmente pelo aumento de sua area
superficial, os desorvendo das superficies e aumentando sua aparente solubilidade. Os
bioemulsificantes também apresentam um importante papel na regulacdo da aderéncia
ou ndo de microrganismos nas superficies (RON e ROSENBERG, 2001).

Suas propriedades de interesse sdao fendmenos de mudanca da atividade da
superficie tais como reducdo da tensdo interfacial e superficial, acbes de molhabilidade
e penetracdo, espalhamento, hidrofilicidade e hidrofobicidade, emulsificacdo e
desemulsificacdo, detergéncia, formacdo de espuma, acdo floculante, gelificante,
aumento do crescimento microbiano, sequestro de metais e acdo anti-microbiana
(KOSARIC, 1996).

De acordo com GEORGIOU et al. (1992), a maioria dos biossurfactantes
produzidos por via fermentativa possui a capacidade de reduzir a tensdo superficial a

valores inferiores a 30 mN/m e a tensdo interfacial em n-alcano a valores menores que
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1 mN/m. A Tabela 13 apresenta a influéncia de diferentes biossurfactantes na redugéo
da tensdo superficial da adgua e da tensdo interfacial do sistema agua/n-hexadecano,

assim como a respectiva concentracdo micelar critica.

Tabela 13: Influéncia de Glicolipideos na Reducdo da Tens&o Superficial da Agua e da
Tensao Interfacial do Sistema Agua/n-Hexadecano.

Tensao Tensao
Composto Superficial Interfacial® CMC (mg/L)
(mN/m) (mN/m)
Ramnolipideo RL-2(R,C10C10) 28,8 - 110
Mistura de ramnolipideo* 26,6 - 150
Soforolipideo SL-1 (Nativo) 35 - 40
2-Tetradecil soforosida 30 - 40
Glicosil-mannosil-
glicerolipideo GGL.2 e 2 AL
Surfactina 27 <1 -

Fonte: LANG (2002). ! Tensao superficial da agua (72 mN/m) influenciada por glicolipideos a
25°C; % Tens&o interfacial do sistema agua/n-hexadecano = 43 mN/m; ¥ _R,C1oC10 + RiC1oC1o +
R2C10C12 + R1C1oC1p + R1C12:1Chp + R1Cy2n + R1Cs; Ry oy 2 = representa o nimero de unidades
de ramnose e C1oCy, = representa o comprimento de dois acidos 3-hidroxi.

Pela Tabela 13 ¢ possivel verificar que surfactina diminuiu a tenséo superficial
da &gua de 72 mN/m para 27 mN/m e a tenséo interfacial do sistema agua/n-hexadecano
de 43 mN/m para valores abaixo de 1 mN/m. Quanto ao glicosil-manosil-glicerolipideo
(GGL.2) produzido pela espécie Microbacterium diminuiu a tensdo superficial da agua

a 33 mN/m e a tenséo interfacial do sistema adgua/n-hexadecano a 5 mN/m

Alguns biossurfactantes também podem apresentar boas caracteristicas
térmicas e de estabilidade quimica, como por exemplo os lipopeptideos de Bacillus
licheniformis JF-2 que sdo estaveis a temperatura acima de 75°C durante 140 horas.
Além disso, sdo estaveis em valores de pH na faixa de 5,5 a 12, mas sob condicGes

muito &cidas perdem sensivelmente sua atividade (LIN, 1996 apud REIS, 1998).
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2.5.2.4 Produgcéo de Biossurfactantes

Biossurfactantes podem ser produzidos a partir de substratos como
hidrocarbonetos e carboidratos. Os microrganismos sdo capazes de assimilar os
hidrocarbonetos excretando surfactantes idnicos que emulsificam o hidrocarboneto no
meio, facilitando sua quebra pela célula. Esse mecanismo é tipico de algumas espécies
de Pseudomonas e Torulopsis, que produzem ramnolipideos e soforolipideos. No
entanto, existem microrganismos que alteram a estrutura de sua parede celular pela
producdo de lipopolisacarideos ou surfactantes ndo-idbnicos. Desse grupo faz parte,
Candida lipolytica e Candida tropicalis que produzem lipopolissacarideos na parede

celular quando crescem em n-alcanos (KOSARIC, 1996).

Atualmente, a produgdo de biossurfactantes ndo tem interesse comercial devido
aos maiores custos do processo em relagdo aos surfactantes quimicos. Entretanto, esses
custos poderdo ser reduzidos, pela utilizacdo de fontes renovaveis e de baixo custo ou
pelo emprego de residuos industriais (KOSARIC, 1996).

Dentre os parametros do processo que influenciam o tipo e a quantidade de
biossurfactantes produzidos sdo: a) a natureza da fonte de carbono; b) possiveis
limitacBes nutricionais; c) parametros fisico-quimicos, tais como aeragédo, temperatura e
pH. Além disso, um outro fator importante é a selecdo de organismos ou cepas
potencialmente produtoras de biossurfactantes empregados no processo de produgéo
(FIECHTER, 1992). A seguir sdo discutidas as influéncias de alguns desses parametros

na producdo de biossurfactantes.

a) Fonte de Carbono: A fonte de carbono é um importante parametro do processo. O

tipo, a quantidade e a qualidade do biossurfactante produzido depende da natureza da
fonte de carbono (GEORGIOU et al., 1992). A mudanca do substrato altera a estrutura
do produto, entdo alterando as propriedades do surfactante. A escolha da fonte de
carbono é determinada de acordo com a finalidade do biossurfactante desejado, como
por exemplo em culturas de Arthrobacter, que produzem trealoselipideos, mas quando
crescem em sacarose produzem sacaroselipideos. Além disso, a fonte de carbono
também parece determinar se o biossurfactante € extracelular ou intracelular (SUZUKI
etal., 1974; ROSENBERG et al., 1979 apud FIECHTER, 1992).
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b) Limitagfes Nutricionais: um outro mecanismo regulador da producdo de

biossurfactante € nitrogénio e ions multivalentes (DESAI e BANAT, 1997). A limitacéo
de nitrogénio é um outro parametro importante, assim como a natureza da fonte deste
nutriente (KOSARIC, 1996) e a relagdo C:N que influencia a sintese de biossurfactantes
(FIECHTER, 1992). Em funcdo disso, a adicdo de nitrogénio tanto pode estimular

quanto pode inibir a producéo de surfactantes pelos microrganismos.

2.5.2.5 Parametros Fisico-Quimicos

Os fatores ambientais tais como pH, temperatura, agitacdo e disponibilidade de
oxigénio afetam a producdo de biossurfactantes através de seus efeitos na atividade e no
crescimento celular (DESAI e BANAT, 1997).

Segundo CLARK et al. (1981) apud BANAT (1995), os microrganismos
empregados para recuperacdo de Oleo em pocgos produtores resistiram a altas
temperaturas, pressoes e salinidade, ademais seriam capazes de crescer sob condicGes
microaerofilicas e anaerdbias. Estimou-se que 50-70% dos pocos de 6leo nos EUA
poderiam suportar crescimento microbiano com pH entre 4 a 8, temperaturas abaixo de
75°C e salinidade abaixo de 10%. Observacdo similar foi feita por ROCHA et al., 1992
apud BANAT, 1994, cujos autores relatam que os biossurfactantes (ramnolipideos) ndo
foram afetados por extremos valores de pH, temperatura, salinidade e de concentragdo

de calcio ou magnésio em alguns reservatorios de 6leo na Venezuela.

Quanto ao pH a producdo maxima de ramnolipideo por Pseudomonas spp.
ocorreu entre os valores de 6,0-6,5 e um decréscimo em pH 7. Por outro lado, a
producdo de penta e dissacarideolipideo por Nocardia corynbacteroides ndo foi afetada
entre os valores de pH 6,5 a 8 (GUERRA-SANTOS et al., 1984; .POWALLA et al.,
1989 apud DESAI e BANAT, 1997).

Em relacdo a temperatura, a producdo de surfactina por uma linhagem
recombinante de Bacillus subtilis MI113 atingiu um valor maximo a 37°C. OHONO et
al. (1995) apud REIS (1998) verificaram baixo rendimento para a producdo do

biossurfactante em temperaturas acima e abaixo desse valor.
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2.5.2.6 Aplicacéo de Biossurfactantes na Biorremediacao

Segundo BAI et al. (1997), os biossurfactantes tém despertado um grande
interesse na remediacéo de solos, posto que apresentam uma estrutura quimica que pode
ter propriedades benéficas para a remediacdo, sdo produtos biodegradaveis, o que 0s
tornam aceitaveis na aplicacdo em ambientes contaminados, a produgéo ex situ destes
pode conferir um baixo custo em comparacao aos surfactantes sintéticos e além disto,
pode-se possivelmente estimular a producdo in situ de biossurfactantes no ambiente

contaminado.

Segundo KIRSHNER et al. (1980), existem dois tipos de interagdes dos
hidrocarbonetos com os microrganismos durante a biodegradacdo: adesdo ao 6leo e uma
hipotética pseudosolubilizacdo em que bactérias hidrocarbonoclésticas assimilam
pequenas gotas de 6leo emulsificado.

Além disso, em funcdo da diversidade de ambientes, existem alguns fatores
que dificultam a remocdo de poluentes do solo, tais como: a) compostos altamente
hidrofébicos que sdo irreversivelmente adsorvidos no solo, diminuindo a
biodisponibilidade do contaminante; b) microrganismos introduzidos no local
contaminado, sdo freglientemente adsorvidos ao solo, dificultando o contato com o0s

contaminantes e limitando a mobilidade microbiana (KITAMOTO et al., 2002).

Os biossurfactantes com elevada atividade emulsificante, dispersante ou de
solubilizacdo, auxiliam a liberacdo de contaminantes que se encontram adsorvidos no
solo, aumentando assim a sua biodisponibilidade e biodegradacdo (KITAMOTO et al.,
2002).

ROSENBERG e ROSENBERG (1981) apud BARATHI e VASUDEVAN
(2001), relatam que o crescimento de bactérias em ambientes com hidrocarbonetos é
geralmente acompanhado pela producgéo de surfactantes que auxiliam na aderéncia das
células as gotas de oleo. Tal afirmativa foi observada por BARATHI e VASUDEVAN
(2001) que verificaram a producdo de biossurfactantes medindo a tensdo superficial
durante o periodo de crescimento dos microrganismos (Pseudomonas fluorescens)

isolados de um solo contaminado com hidrocarbonetos de petréleo. Segundo os autores,
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essa espécie poderia desempenhar uma importante funcdo na biorremediacéo de solos e
ecossistemas aquaticos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.

HUA et al. (2003) investigaram a influéncia do biossurfactante BS-UC nas
propriedades superficiais de células microbianas e na biodegradacéo de hidrocarbonetos
de petréleo. O biossurfactante BS-UC foi produzido por Candida antarctica utilizando
n-undecano como substrato. Os autores verificaram que a adi¢do de BS-UC influenciou
positivamente a emulsificacdo e a biodegradacdo de uma variedade de substratos de
n-alcanos. A eficiéncia de biodegradacdo de mistura de n-alcanos foi 82%, em
biorreatores de leito fixo com BS-UC, contra 68%, naqueles sem biossurfactante. Além
disso, BS-UC também alterou a hidrofobicidade e o potencial zeta da superficie celular
e proporcionou a adesdo da célula microbiana ao substrato hidrofobico. O teste em
coluna também indicou que a adigdo de BS-UC melhorou a retencéo da célula no meio.
Ademais, a biodegradacdo de hidrocarbonetos pela adicdo de biossurfactante seria
vantajosa caso 0s hidrocarbonetos apresentassem estruturas similares aquelas do
substrato que deu origem ao biossurfactante BS-UC. HUA et al. (2003) determinaram
também o efeito da adicdo de surfactantes quimicos (Span 80 e Tween 40), verificando
que ndo houve efeito positivo na adi¢do de surfactantes quimicos na biodegradacéo de

n-undecano.

SCHIPPERS et al. (2000) avaliaram a influéncia da mistura de soforolipideos
na biodegradacdo de fenantreno, por Sphingomonas yanoikuyae, em meio liquido
(frascos Erlenmeyer) e em suspensao contendo 10% de solo (biorreatores). A mistura de
soforolipideos foi produzida por Candida bombicola ATCC 22214. O solo empregado
nos ensaios em biorreatores apresentava a seguinte distribuicdo granulométrica: 31%
areia, 59% silte e 10% argila, sendo classificado como solo siltoso-arenoso. Para

controle abidtico o solo foi esterilizado com 1% NaNs.

Os autores verificaram nos ensaios em biorreatores que a taxa maxima de
biodegradacdo de fenantreno ap6s 24 horas, para diferentes concentragdes de
biossurfactante (0, 2, 25, 100, 500 mg/L), foi 16 mg/L.h contra 2 mg/L.h no biorreator
de controle, com 500 mg/L de soforolipideos produzidos. Quanto aos ensaios em
frascos, a eficiéncia maxima de degradacdo de fenantreno foi aproximadamente 90%,

com 55 mg/L de sorofolipideo produzidos em 24 horas, enquanto que nos frascos onde

55



Revisao Bibliografica

ndo houve adigdo deste biossurfactante esta eficiéncia foi 60%. Assim sendo, 0s
melhores resultados observados nos ensaios foram aqueles em que se empregou

soforolipideos.

Além disso, os autores observaram que a CMC do biossurfactante foi muito
maior no solo que no meio liquido, pois as moléculas deste foram adsorvidas nas
particulas do solo, e o efeito toxico do biossurfactante dependeu fortemente das

condicdes experimentais empregadas.

GOGOI et al. (2003) conduziram experimentos em laboratério dentre eles a
dessorcdo e biodegradacdo de dleo cru em solo (teor de areia 68-79% e argila-silte 25-
31%). Os autores avaliaram o efeito de biossurfactante (ramnolipideo isolado de
Pseudomonas sp.) e surfactante quimico (Tween 80, ndo-ibnico) na dessorcdo e
degradacdo em biorreatores de lama operados por 48 horas. Foram realizados dois
ensaios: a) dessorcdo - 5 g de solo contaminado foram introduzidos no frasco em 150
mL de meio aquoso e foram posteriormente agitados em um shaker; b) biodegradacéao —
foi estimada a partir do teor de 6leo no solo (em base seca), antes e apds o tratamento.
Nesse ensaio de biodegradacgéo, foi inoculado no solo um consércio microbiano. O teor
de 6leo no sobrenadante foi determinado por método gravimétrico (teor de dleos e

graxas).

Os autores verificaram que o efeito de ambos os surfactantes proporcionou
aumento na dessorcdo de hidrocarbonetos da matriz do solo, 13,27% em solo
esterilizado, 71,05% e 77,27% em solo tratado com biossurfactante e Tween 80,
respectivamente. Quanto ao percentual de biodegradacdo, em solos bioaumentados, 0s
resultados se mostraram semelhantes tanto para biossurfactantes quanto para Tween 80,
aproximadamente 29%, e para solos sem adicdo de surfactantes, este percentual foi
21%.
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2.6 VANTAGENS E DESVANTAGENS QUANTO AO EMPREGO DE

SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES NA BIORREMEDIACAO

Os surfactantes quimicos tém sido empregados na indastria de petroleo, por
exemplo para aumentar a recuperacdo de petroleo (BANAT, 1995). No entanto, nos
ultimos anos tem crescido o interesse quanto ao uso de biossurfactantes, visto que estes
apresentam vantagens tais como baixa toxicidade e alta biodegradabilidade tornando-os
compativeis ao meio ambiente (DESAI e BANAT, 1997).

Além disso, apresentam capacidade de atuacdo até mesmo em valores extremos
de temperatura, pH e salinidade (KOSARIC, 1996). Por exemplo, alguns
biossurfactantes ndo sdo afetados por temperatura elevada como 90°C. Os
biossurfactantes nao sdo precipitados acima de 10% de solucdo salina, enquanto que 2-
3% de sal € suficiente para desativar surfactantes quimicos (KRETSCHMER et al.,
1982; BOGNOLO, 1999).

Em funcéo disso, ha interesse no possivel uso de surfactantes bioldgicos na
mobilizacdo de 6leo cru pesado, transporte em oleodutos, gerenciamento em derrames,
controle de poluicdo, limpeza de borras oleosas em tanques de estocagem,
biorremediacdo de solos e aumento na recuperagdo de Oleo estimulada
microbiologicamente (MEOR — microbial enhanced oil recovery). A MEOR apresenta
vantagens quanto ao baixo custo, energia e quimica (SARKER et al., 1989 apud
BANAT, 1995).

Os efeitos positivos de surfactantes podem resultar na estimulacdo da taxa de
dissolucdo ou desorsdo, assim como na dispersdo, solubilizacdo ou emulsificacdo de
substratos pouco soltveis. No entanto, os efeitos negativos podem ser em funcédo de sua
toxicidade ou biodegradacdo preferencial. Além disso, podem reduzir o contato das
células aos substratos que estdo presentes como uma fase separada, que pode diminuir a
taxa de degradacdo caso O contato seja necessario para que ocorra a quebra
(VOLKERING et al., 1995; CHURCHILL e CHURCHILL, 1997 apud NOORDMAN
etal., 2002).
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O custo da producdo de biossurfactantes € cerca de 3 a 10 vezes maior que 0s
surfactantes quimicos com propriedades equivalentes (ROSENBERG, 1993 apud
DESAI e BANAT, 1997). Entretanto, dependendo da sua especificidade o uso de
biossurfactante pode ser vantajoso, pois sdo produtos ndo toxicos ao ambiente. Devido
ao alto custo de producdo uma estratégia para simplificar a atuacdo dos biossurfactantes
é 0 emprego de mosto fermentado com células inativadas, eliminando assim o0s custos
relativos a fase de extragcdo, concentracdo e purificacdo do biossurfactante (SANTA
ANNA, 2002). No entanto, a possibilidade do emprego de residuos industriais na
producdo de biossurfactantes viabilizaria ainda mais o processo pela redugéo de seu
custo (KOSARIC, 1996). A Tabela 14 apresenta uma comparacdo dos custos entre

surfactantes bioldgicos e quimicos.

Tabela 14: Comparacgdo dos Custos entre Surfactantes Bioldgicos e Quimicos.

Tipo Custo (US$/kQ)
Biossurfactantes
R. erythropolis 12.20
P. aeruginosa 5.90
T. bombicola 2.80
B. subtilis 20.30
Surfactantes (aniénico)
Dodecilbenzeno (detergente alquilado) 1.03
30% 0.95

Lauril sulfato de sodio
Fonte: SANTA ANNA (2002)

98% 26.00

Por conseguinte, o uso de surfactantes e de biossurfactantes dependera do

objetivo de destino e de seu custo, visto que apresentam propriedades similares.

2.7 TOXICIDADE DE SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

A toxicidade de surfactantes € um dos parametros importantes que determinam
sua adequabilidade para aumentar a biodegradacdo. De acordo com CSERHATI et al.
(1991) apud TIEHM e STIEBER (2001), a toxicidade dos surfactantes as bactérias do
solo esté relacionada ao balanco hidrofilico-lipofilico (HLB). O valor de HLB descreve

a lipofilicidade de um surfactante, ou seja, este valor indica se um surfactante formara
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emulsdes agua-em-6leo ou Oleo-em-agua (DESAI e BANAT, 1997), como visto na
Figura 7. A lipofilicidade diminui com o aumento do HLB (CSERHATI et al., 1991).
Sendo assim, emulsificantes com valores de HLB menores do que 6 favorecem a
estabilizacdo de emulsdo agua-em-0leo, ao passo que emulsificantes com valores entre
10 e 18 favorecem a emulsdo 6leo-em-agua (DESAI e BANAT, 1997). KANTIN
(1980) apud REIS (1998) relata que os compostos tensoativos agem sobre a membrana
citoplasmatica desnaturando as proteinas celulares e alterando o equilibrio osmotico. A
toxicidade estd provavelmente relacionada a estrutura molecular, pois moléculas
contendo cadeias ramificadas, com nimero de atomos de carbono maior que 16, ou

anéis aromaticos sao as mais toxicas.

Os surfactantes quimicos tendem ser tdxicos aos microrganismos, 0 que
acarreta diminuicdo das taxas de degradacdo dos contaminantes. Em contrapartida,
geralmente, os biossurfactantes sdo mais biodegradaveis e menos tdxicos que 0s
surfactantes quimicos (RISER-ROBERTS, 1998).

Os surfactantes apresentam diferentes graus de toxicidade, destacando-se 0s
compostos catidbnicos como 0s mais nocivos, normalmente também apresentam
acentuada atividade bactericida. Em menor grau, estdo os compostos aniénicos seguidos
dos ndo idnicos, 0s quais apresentam variacao de toxicidade em funcgéo de sua estrutura
quimica (KANTIN, 1980 apud REIS, 1998).

Em relacdo aos efeitos toxicos dos biossurfactantes na populacdo aquatica de
rios e mares, existem varios estudos comparando o comportamento dos biossurfactantes
com os surfactantes quimicos. LANG e WAGNER (1993) descreveram varias
metodologias para avaliar a toxicidade dos biossurfactantes em ambientes aquaticos,
tais como: peixes, daphnia e/ou algas; testes de germinagdo; testes enzimaéticos;
bioluminescéncia de bactéria. Esses autores mostraram o comportamento comparativo
de toxicidade dos biossurfactantes e dos surfactantes quimicos em quantidades
relacionadas as suas CMC com adicédo de 6leo cru, utilizando microrganismos marinhos
do tipo Corophium volutator e microcrustaceos como artemia. Os resultados mostraram
baixa toxicidade dos biossurfactantes tais como, os ramnolipideos (28% de mortalidade)
em relacdo ao surfactante quimico anidnico, Corexit (95% de mortalidade) para C.

volutator.
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CAPITULO 3: MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOLOGIAS

Inicialmente, foi levantada uma série de metodologias para a caracterizagdo
dos solos argiloso e arenoso. O mesmo foi feito para avaliar as propriedades do
biossurfactante empregado neste trabalho. Além disso, essas metodologias serviram
para monitorar a biodegradacéo do 6leo diesel e a populacdo microbiana nos solos em
estudo. E importante ressaltar que todos os ensaios foram realizados no minimo em

duplicata, a fim de garantir a confiabilidade dos dados levantados.

3.1.1 TEOR DE MATERIA ORGANICA

O teor de matéria organica presente nas amostras de solo foi determinado de
acordo com o método de WALKEY e BLACK (1934) apud JARAMILLO (1996), que
consiste num procedimento indireto por meio do qual se determina o teor de carbono da
matéria organica. Esta quantificacdo foi realizada por combustao Umida, empregando-se
0 &cido crémico como oxidante (resultante da reacdo do dicromato de potdssio com o
acido sulfdrico).

O dicromato de potassio residual, que permanece apds a reacao de oxidacdo, é
titulado com uma solugéo de sulfato ferroso 0,5 N. Segundo a metodologia, 77% do
carbono total da matéria organica é oxidado nas condi¢Ges do ensaio, obtendo-se uma
aproximacédo aceitavel do conteudo de carbono orgénico no solo. Para a converséo de
matéria organica a carbono, considera-se que 58% da matéria organica é formada por
carbono orgéanico (JARAMILLO, 1996). Um ensaio em branco foi feito sem a adicédo de

solo, para se descontar qualquer carbono organico presente nos reagentes.

O célculo do teor de matéria orgénica (% m/m) das amostras de solo foi

realizado segundo a Equacdo 3.1.
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Vamos ra
%MO :Vdicromato * {l - (V—tjj *K (Equa(}éo 31)
branco

Onde:

%MO = teor de matéria organica

Vicromato = VOlume de dicromato de potéssio utilizado [mL]

Vamostra = VOlume de sulfato ferroso 0,5 N utilizado na titulagéo da
amostra [mL]

Vbranco = VOlume de sulfato ferroso 0,5 N utilizado na titulacdo do
branco [mL]

K = N*(0,003/0,77)*(100/m)*1,72

1,72 = fator de conversdo do carbono na matéria organica

Sendo que: N =normalidade da solucdo de dicromato de potassio
0,003 = miliequivalente grama do carbono
m = massa da amostra de solo [g]
0,77 = fator de conversdo (77% do carbono total da matéria

organica é oxidado)

3.1.2 TEOR DE HIDROCARBONETOS TOTAIS DE PETROLEO (TPH)

A dosagem de TPH tem sido o método mais especifico para analise de solo
contaminado com 0leo. Esse método utiliza o solvente S-316 para extrair o 6leo do solo
e um espectrofotbmetro de infravermelho (equipamento OCMA-350), no qual é
realizada a leitura da amostra (HORIBA, 1995). O equipamento opera numa faixa de
comprimento de onda de 3,38 a 3,50 um, sendo capaz de medir as configuragdes CH

(3,38 um), CH (3,42 um) e CH; (3,50 um) (EPA, 2001).

Para extrair os hidrocarbonetos totais de petréleo, foi utilizado 0,2 grama de
solo seco em 20 mL de solvente S-316 em um recipiente de vidro devidamente limpo.
Essa extracdo foi feita a frio por banho de ultra-som durante 1 hora. Apos a extragéo, a
solucdo resultante foi filtrada em papel de filtro Whatman n® 40 com 2 gramas de silica
gel (60 a 200 mesh). A leitura é feita no equipamento OCMA-350, devidamente

calibrado.
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3.1.3 TEOR DE NITROGENIO TOTAL

A determinacdo de nitrogénio nas amostras de solo foi feita pelo método
descrito por JARAMILLO (1996). Esse metodo consiste em uma modificacdo do
método de Kjeldahl para que a anélise inclua os nitratos presentes na amostra. Através
deste ensaio, 0 nitrogénio organico e os nitratos sdo convertidos a sulfato de amonio,
destilados e coletados em acido bdrico. Em seguida, procedeu-se a titulagdo com
solucdo de HCI 0,1 N, utilizando-se vermelho de metila como indicador. Um ensaio em
branco, sem adi¢do de solo, foi feito para eliminar a possivel interferéncia causada pela
presenca de nitrogénio nos reagentes utilizados.

O teor de nitrogénio ¢ calculado de acordo com a Equacéo 3.2.

amostra branco
\ Vi

%N :( HCI

)*01*14 (Equacéo 3.2)

Onde:
%N = teor de nitrogénio na amostra [% m/m]

Ve = volume de HCI gasto para titular as amostras de solo [mL]

Vie”@" = volume de HCI gasto para titular o branco [mL]
m = massa de solo amostrada [g]
0,1 = normalidade de HCI

1,4 = fator de conversao

3.1.4 TEOR DE FOSFORO TOTAL

O teor de fosforo total foi medido segundo metodologia descrita por
JARAMILLO (1996), com algumas modificacGes, visando adequar o0 método ao tipo de
solo estudado. Com isso, pesou-se 13 gramas de solo e adicionou-se 91 mL de solugédo
extratora, contendo fluoreto de amoénio 1 N em solucdo acida diluida (HCI). Este
procedimento tem por finalidade extrair do solo as formas de fdsforo facilmente
solliveis em meio acido, assim como grande parte dos fosfatos de célcio e uma fracéo

dos fosfatos de aluminio e ferro devido a formacéo de complexos com os ions metalicos
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quando se encontram em solugdo acida. Em geral, esse método permite a obtencao de
bons resultados em solos &cidos, neutros e ligeiramente alcalinos (JARAMILLO, 1996).

ApoOs um periodo de 24 horas de contato entre o solo estudado e a solucdo
extratora, o extrato obtido foi centrifugado e posteriormente filtrado em membrana
Millipore (0,45 um de poro). Em seguida, adicionou-se a 35 mL do extrato, 10 mL de
uma solucdo de molibdato vanadato (1 N) e o volume completado para 50 mL. Apds 10
minutos, foi feita a leitura da absorbancia no espectrofotdémetro marca HACH modelo
DR/2000 no comprimento de onda de 450 nm. A concentracdo de fosforo total foi
obtida de acordo com curva-padrdo previamente preparada, empregando-se KH,PO,

como padréo. O teor de fosforo foi calculado de acordo com a Equacéo 3.3.

m_. *1.000 (Equacdo 3.3)

solo

*
P — (Cextrato Vextratora ]

Onde:

P = teor de fosforo no solo [g/kg]

Cextrato = concentracdo de fosforo total [mg/L]
Vextratora = VOlume utilizado da solucéo extratora [mL]
Mgolo = Massa de solo [g]

1000 = fator de conversao

3.1.5pPH

O pH do solo foi medido através do método potenciométrico descrito por
JARAMILLO (1996), utilizou-se um medidor de pH (QUIMIS), previamente calibrado
com solucdo tampdo (pH 7,0 e 4,0). Essa técnica permitiu a dosagem do pH real do
solo, utilizando-se agua destilada.
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3.1.6 TEOR DE UMIDADE TOTAL

A determinacdo do teor de umidade total foi realizada através de método
gravimétrico, empregou-se a balanca 1V2000 Gehaka, que utiliza um sistema de
secagem por infravermelho e fornece automaticamente o teor de &gua presente na

amostra.

3.1.7 CAPACIDADE DE RETENCAO DE AGUA

O ensaio foi realizado segundo metodologia adaptada de WATWOOD et al.
(1991). Para se medir a capacidade de retencdo de agua, 20g de solo foi transferido para
um funil com papel de filtro e o conjunto foi suportado em uma proveta de 1 L de
capacidade. A essa proveta foi adicionada agua até que se atingisse o nivel do solo no
funil. Depois de observada a condicao de saturacao do solo por capilaridade, retirou-se a
agua da proveta e deixou-se escoar toda agua presente no solo por aproximadamente 15
minutos. Ndo sendo mais observado o gotejamento de agua do solo, foi retirada uma
amostra e feita a medida do teor de umidade do solo (Usina) conforme apresentado na
Secdo 3.1.6. O calculo para determinacgéo da capacidade de retencdo de agua € obtido a

partir da equacdo 3.4 que depende também da determinacdo da umidade natural do solo
(Unatural)-

CRA = U final — U natural *100
- (Equacéo 3.4)

natural

Onde:
CRA = capacidade de retencao de agua [%]
Unatural = teor de umidade natural do solo [%]

Usinal = teor de umidade do solo final [%]
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3.1.8 DENSIDADE CELULAR

3.1.8.1 Bactérias Heterotroficas Totais Aerobias

A avaliacdo da densidade de bactérias heterotréficas totais foi feita pelo
método do espalhamento em superficie (spread plate method). Uma amostra inicial de
solo (20 g) foi adicionada a uma solucéo salina (0,85% NaCl) e colocada sob agitagédo
por 30 minutos para a extracao das bactérias presentes. Em seguida, com o sobrenadante
foram preparadas diluicBes em solucéo salina (0,85% NaCl) variando de 10" a 107 e, a
partir de cada dilui¢do, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para placa de Petri
contendo meio de cultura TSA (Tryptic Soy Agar). A aliquota foi espalhada na
superficie do meio de cultura com auxilio de uma al¢a de Drigalsky, método Spread-
Plate. Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C durante 48 horas e apds este
periodo, as colbnias foram contadas e os resultados expressos em UFC (unidade
formadora de colbnia) por grama de solo seco. Na Tabela 15 é apresentada a

composicado do meio TSA utilizado.

Tabela 15: Composicdo do Meio TSA (DIFCO™)

Componentes Quantidade (g/L)
Hidrolisado Enzimatico de Caseina 50
Extrato de Lévedo 2,5
Dextrose 1,0
Agar 9,0
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3.1.8.2 Bactérias Hidrocarbonoclasticas

A contagem de bactérias hidrocarbonocléasticas foi realizada através da técnica
do Numero Mais Provavel (NMP) (VOLPON et al.,1997). Para esse procedimento
também foram preparadas dilui¢des de até 107 em solucéo salina (NaCl 0,85%) e, de
cada uma delas, foi transferida uma aliquota de 0,1 mL para 5 pocos de uma placa com
24 pocos, contendo 1,7 mL de meio mineral Bushnell Haas, cuja composicdo se
encontra na Tabela 16, e 5 uL de 6leo. As placas foram incubadas a 30°C durante 7 dias
e o crescimento foi avaliado visualmente. Ao se observar alguma modificacdo em
relacdo ao teste em branco, considerou-se o teste como positivo. Os resultados foram
expressos em NMP/g de solo seco. O teste em branco consiste da adi¢do de meio estéril
a 4 pogos da placa, seguido da adigdo do Oleo também estéril. Dessa forma, pode-se
descontar qualquer efeito que ndo seja causado pela presenca dos microrganismos a

serem quantificados.

Tabela 16: Composi¢do do Meio Mineral Bushnell Haas

Componentes Quantidade (g/L)
Sulfato de magnésio 0,20
Cloreto de célcio 0,02
Fosfato de potassio monobasico 1,00
Fosfato de potassio dibasico 1,00
Nitrato de amoénio 1,00
Cloreto férrico 0,05

Fonte: SIGMA (1997)

3.1.8.3 Bactérias Heterotroficas Totais Anaerébias

A contagem de bactérias anaerdbias foi realizada atraves da técnica do Nimero
Mais Provavel (NMP) (HARRISON JR., 1982) e os resultados foram expressos em
NMP/g de solo seco. Para tanto, 10 g de solo foram distribuidos em frasco do tipo
penicilina de 50 mL de capacidade contendo 40 mL de solucdo redutora (Tabela 17). A
seguir, uma aliquota de 1 mL de suspensdo celular obtida foi diluida de 10" até 10™*°
também em solucdo redutora contida em frascos de penicilina com 10 mL de

capacidade. Logo apés, uma aliquota de 1 mL de cada diluicdo foi transferida para
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frascos do tipo penicilina contendo 9 mL de Meio Fluido ao Tioglicolato (Merck). Os
frascos foram incubados por 4 dias a 30+1°C e o crescimento foi avaliado visualmente
pelo turvamento do meio. O tempo de incubagdo empregado nesse ensaio foi suficiente
para verificar a densidade de populacdo microbiana anaerdbia, visto que foram feitos
ensaios em duplicata para avaliar o tempo de crescimento desta populagéo e verificou-se

que apo6s o 4° dia ndo foi observada variacdo quanto ao crescimento de bactérias

anaerdbias.
Tabela 17: Composicéo da Solucdo Redutora
Componentes Quantidade
Acido ascorbio 0,1g/L
Resarsurina 4,0 mL/L
Tioglicolato de sodio (VETEC) 0,124 g/L

3.1.9 TESTE DE BIODEGRADABILIDADE E DE ECOTOXICIDADE DO BIOSSURFACTANTE

De acordo com a literatura, os biossurfactantes apresentam toxicidade inferior
ao ambiente comparavel aos surfactantes sintéticos. Com o objetivo de avaliar a
biodegradabilidade e a toxicidade do biossurfactante empregado nos experimentos,
foram realizados trés ensaios: teste de biodegradabilidade imediata, teste de mortalidade

de minhoca e teste de atividade desidrogenasica para avaliacdo da atividade microbiana.

3.1.9.1 Teste de Biodegradabilidade Imediata

Esse teste avalia a biodegradabilidade imediata de uma substancia organica
hidrossoluvel e ndo-volatil, permitindo a determinacdo da biodegradacéo total (IBAMA,
1988).

O biossurfactante, empregado nos experimentos como unica fonte de carbono e
de energia, foi submetido a metabolizacdo por uma cultura mista de microrganismos
oriundos de esgoto sanitario, numa solucdo nutriente mineral definida. Posteriormente,
0 biossurfactante foi diluido em solucdo-nutriente a 100-200 mg DQO/L. O pH da

solucdo foi ajustado para 7. Em uma proveta de 1 L de capacidade foi transferido 450
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mL da solucdo e 50 mL de esgoto sanitario. O sistema foi aerado e um volume de 10
mL de amostra foi coletado, diariamente, de cada proveta para determinagdo da DQO-
solavel num intervalo de 7 dias. O grau de decaimento da concentracdo de matéria
organica soltvel, medida como Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), informou se a
substancia é biodegradavel ou biorresistente, num intervalo de tempo de 7 dias. A
determinacdo do decaimento da DQO-sollvel, neste tipo de teste, permite a avaliagdo da

biodegradacdo do biossurfactante.

3.1.9.2 Teste de Mortalidade de Minhocas

Este teste empregou um anelideo da espécie Eisenia foetida, uma minhoca
vermelha que tem sido amplamente empregada para avaliar a toxicidade de varios
compostos (YERUSHALMI et al., 2003). O método empregado foi uma adaptacdo da
metodologia descrita no Guia para Testes Quimicos n°207 (OECD, 1984). Os ensaios de
toxicidade do biossurfactante foram realizados diretamente nos diferentes tipos de solo
virgem (argiloso e arenoso) e, apds 7 dias, a porcentagem de organismos sobreviventes
foi quantificada. Foram pesados e misturados 200 g de solo e 20 g de esterco. Os teores
de biossurfactantes avaliados foram 15 e 30 mg/L para o solo arenoso e 30 e 60 mg/L
para o solo argiloso, sendo o volume empregado equivalente a 50% da capacidade de
retencdo de agua do solo. Além disso, foi feito também um ensaio sem a adigdo
biossurfactante visando avaliar a influéncia do biossurfactante na mortalidade de

minhocas nos diferentes experimentos realizados.

Para esse ensaio foram empregadas 10 minhocas para cada amostra de solo. Os
solos foram acondicionados em recipientes de vidro envoltos com papel (Figura 12) a
fim de reproduzir o ambiente natural das minhocas, visto que estas sdo sensiveis a
luminosidade direta. Visando evitar a fuga das minhocas, os recipientes foram tampados
com um tecido (Perfex), fixados com um elastico e acondicionados em local seco, a

temperatura ambiente.

68



Materiais & Métodos

Figura 12: Recipientes de Vidro Empregados no Teste de Mortalidade de Minhocas.

3.1.9.3 Determinagéo da Atividade Desidrogenésica

A atividade desidrogenasica tem sido a melhor correlacdo entre a remogéo de
hidrocarbonetos e a producdo de CO, em muitos solos (RISER-ROBERTS, 1998).

O método empregado é uma adaptacdo da metodologia descrita por ALEF e
NANNIPIERE (1995). Nesse ensaio, os efeitos toxicos sdo determinados pelo
decréscimo da atividade da enzima desidrogenase. As desidrogenases sdo enzimas da
membrana envolvidas no processo de transporte de elétrons que é acoplado a sintese de
ATP que por isto podem ser empregadas como medida da atividade bioldgica
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). O meétodo € baseado na estimativa da taxa de reducéo
de trifeniltetrazolium cloridrico (TTC) a trifenil formazan (TPF) apds incubacdo dos
solos a 30°C por 24 horas. O TTC funciona como um aceptor artificial de elétrons,
sendo portanto um dos métodos mais freqlientemente usado para se estimar a atividade
desidrogenasica do solo (ALEF e NANNIPIERE, 1995).

Neste teste, para se avaliar a influéncia do biossurfactante na atividade
microbiana, empregou-se 0 solo proveniente do inoculo aerdébio cuja populacdo de
bactérias heterotroficas totais era 7,7x10° UFC/g solo e a atividade desidrogenasica era
235,7+14,8 ug TPF/g.
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Em um frasco &mbar foram adicionados 5 g de solo, 1 mL de biossurfactante e
5 mL de solugdo de TTC. As concentragdes de biossurfactante avaliadas foram 15, 30 e
60 mg/L, correspondendo aquelas empregadas nos experimentos de biorremediacao.
Posteriormente, os frascos foram fechados e mantidos em uma estufa a 30°C por 24
horas. Apos a incubacéo, foram adicionados 40 mL de metanol em cada frasco para
extracdo do TPF. Posteriormente, agitou-se o frasco por mais alguns minutos e
transferiu-se o contetdo do mesmo para tubos de centrifugas. Para melhorar a extracao
do TPF, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos. As amostras foram filtradas
com algoddo e em seguida foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 485 nm. Além
disso, foi feito também um ensaio sem a adigdo biossurfactante visando avaliar a
influéncia do biossurfactante no desenvolvimento de cor nos diferentes experimentos. A
Figura 13 apresenta a coloracdo da amostra apo6s a filtracdo e quanto mais intensa a cor,

maior é a atividade microbiana.

Figura 13: Teste de Atividade Desidrogenasica — Coloracdo da Amostra apos a
Filtracdo
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3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 CARACTERIZACAO DO SOLO VIRGEM

Os solos de caracteristica argilosa e arenosa foram coletados, respectivamente,
nas cidades de Duque de Caxias e Seropédica, no estado do Rio de Janeiro. Esses solos
foram devidamente peneirados para retirada de residuos indesejaveis, tais como capim e
raizes de plantas. Posteriormente, os solos foram quarteados com o propoésito de se obter
uma composi¢do mais homogénea dos mesmos. Apos o quarteamento, foram feitas as
caracterizacdes dos solos argiloso (54% argila, 8% silte e 38% areia) e arenoso (4%

argila, 8% silte e 88% areia) de acordo com as metodologias apresentadas na Tabela 18.

Tabela 18: Metodologias Empregadas na Caracterizagdo dos Solos

Metodologia Secdo
Teor de Matéria Organica (MO) 3.1.1
Teor de Hidrocarbonetos Totais de Petroleo (TPH) 3.1.2
Teor de Nitrogénio 3.1.3
Teor de Fosforo 3.14
pH 3.1.5
Teor de Umidade 3.1.6
Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) 3.1.7
Bactérias Heterotroficas Totais Aerobias (BHT) 3.18.1
Bactérias Hidrocarbonoclasticas Aerobias (BHc) 3.1.8.2
Bactérias Heterotroficas Totais Anaerobias (BAN) 3.1.8.3
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3.2.2 CARACTERIZACAO DO BIOSSURFACTANTE

O biossurfactante empregado nos experimentos € uma solugdo aquosa de
ramnolipideos cuja concentracdo € 10%. De acordo com o fabricante, o biossurfactante
foi produzido a partir de um caldo de fermentagéo sendo esterilizado e centrifugado. Os
principais ramnolipideos presentes na solucdo, RRL (R1) e RRLL (R2), séo

apresentados respectivamente na Figura 14.
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Figura 14: Estrutura Molecular dos Principais Ramnolipideos Presentes na Solucao do

Biossurfactante

A concentragdo micelar critica (CMC) do biossurfactante foi obtida a partir da
medida da sua tensdo  superficial em diferentes  concentracdes
(0-70 mg ramnolipideo/L). A medida da tensdo superficial foi feita no equipamento
Dynometer cujo método empregado foi o do anel Du Nolly (ASTM D 1331 - 56). Esse
método permite medir a forca necessaria para se desprender o anel da superficie do
liquido (Figura 15), sendo expressa em mN/m. De acordo com a literatura, a CMC do
biossurfactante pode ser influenciada em fungcdo do meio ao qual esta sendo empregado
(SCHIPPERS et al., 2000) e em funcéo disto, foi feita a medida da tenséo superficial do

biossurfactante em diferentes condigdes:

% Biossurfactante em diferentes concentragdes;
% Biossurfactante em diferentes concentragdes + solo argiloso;
% Biossurfactante em diferentes concentragdes + solo arenoso.
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Figura 15: Representacdo Esquemaética da Medicdo da Tenséo Superficial de um
Liquido pelo Método do Anel Du Nouy

Fonte: www.ksvltd.com.

Nos experimentos onde se avaliou a influéncia das particulas dos solos na
medida da tensdo superficial, empregou-se 10 g de solo para cada 25 mL de solucéo de
biossurfactante. A mistura foi agitada por 15 minutos e, posteriormente, deixou-se

decantar as particulas do solo para ser feita a medida da tensao superficial.
Uma vez medida a CMC do biossurfactante, avaliou-se a sua
biodegradabilidade e toxicidade, de acordo com as metodologias apresentadas na Tabela

19.

Tabela 19: Metodologias Empregadas na Caracterizagdo do Biossurfactante

Metodologia Secéo
Teste de Biodegradabilidade Imediata 3.1.10.1
Teste de Mortalidade de Minhoca 3.1.10.2
Determinacédo da Atividade Desidrogenésica 3.1.10.3

3.2.3 DESENVOLVIMENTO DE INOCULOS EM FASE SOLIDA

O desenvolvimento do in6culo em meio sélido apresentou bom resultado para
a adaptagdo da microbiota em solo contaminado, a qual foi empregada em ensaios de
biodegradacao de oleo diesel em solo. Alguns experimentos anteriormente realizados no
Laboratorio de Tecnologia Ambiental obtiveram uma boa adaptacdo da microbiota
através do seu desenvolvimento em meio solido (PALA, 2003; PALA et al., 2004). O
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uso dessa microbiota como inéculo em biorreatores aerobios contendo solo
reconstituido indicaram a efetiva possibilidade do uso da técnica de bioaumento em

processos de biorremediacéo de solos contaminados.

3.2.3.1 Desenvolvimento de In6culo sob Condicao Aerdbia

No desenvolvimento do inoculo foi utilizado um solo contaminado
acidentalmente por o6leo cru proveniente de uma regido do estado de S&o Paulo, cujos
microrganismos nativos foram bioestimulados por meio da adigédo de 30 mL de meio
mineral Bushnell Haas (Tabela 16) e de dleo diesel comercial como fonte de carbono. O
indculo foi desenvolvido a partir de 3 kg de solo, em leito com aproximadamente 5 cm
de altura (30 cm de comprimento e 20 cm de largura) coberto com um tecido arejado
para evitar perda excessiva de umidade (Figura 16). A umidade foi monitorada e
mantida em torno de 20% (m/m), a temperatura ambiente. O pH foi corrigido com

carbonato de calcio e mantido dentro da neutralidade.

Figura 16: Inéculo Aerdbio em Leito (20x30x5 cm).

O solo foi revolvido a cada dois dias para auxiliar na sua aeragédo e,
posteriormente, a sua umidade foi corrigida. O crescimento da populacdo de bactérias
no inoculo foi determinado a partir da contagem de bactérias heterotroficas totais e

hidrocarbonoclasticas aerdbias, respectivamente, a cada 15 e 30 dias.
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3.2.3.2 Desenvolvimento de In6culo sob Condi¢do Anaerobia

No desenvolvimento desse inoculo foi utilizado um solo contaminado
acidentalmente por oleo cru proveniente de uma regido do estado de Sergipe. Essa area
possui uma extensa cobertura vegetal (principalmente da espécie taboa) e se encontra
alagada a maior parte do ano. Os microrganismos nativos foram bioestimulados por
meio da adicdo de uma solugcdo contendo somente fonte de fdsforo (KH,PO4 e
K,HPOA4), visto que o solo apresentava teor de nitrogénio elevado segundo metodologia
de JARAMILLO (1996), e de 6leo diesel comercial como fonte de carbono. O indculo
foi desenvolvido a partir de 3 kg de solo, em leito com aproximadamente 5 cm de altura
(30 cm de comprimento e 20 cm de largura) hermeticamente fechado (Figura 17). O pH
foi corrigido com carbonato de célcio e mantido dentro da neutralidade (7,2+0,2). O teor

de umidade foi mantido em torno de 37+2% (m/m), a 30+1°C.

O crescimento da populacdo de bactérias do inoculo foi determinado a partir da
contagem de bactérias anaerdbias cujo monitoramento foi realizado a cada 20 dias. A
cada retirada de amostra, purgava-se nitrogénio no recipiente para se manter uma

atmosfera isenta de oxigénio em seu interior.

Figura 17: Inéculo Anaerdbio em Leito (20x30x5 cm).
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3.2.4 BIORREMEDIACAO AEROBIA DOS SOLOS ARGILOSO E ARENOSO
3.2.4.1 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Argiloso

O planejamento empregado foi o fatorial 2, cujo k corresponde ao niimero de
variaveis independentes e 2 o nimero de niveis (-1,+1), resultando uma condicéo de 2°
(8 experimentos). Além disso, foi avaliado o nivel intermediario (0) que representa
exatamente a média dos valores superior (+1) e inferior (-1), também denominado de
ponto central. Os ensaios no ponto central podem fornecer informag6es Uteis sobre o
comportamento das respostas entre os niveis avaliados, além de evidenciar a qualidade
da repetibilidade do processo (RODRIGUES e IEMMA, 2005). Os dados obtidos nesses
ensaios foram avaliados no software STATISTICA™™® for Windows versio 5.5,

produzido pela StatSoft.

Esses experimentos foram realizados em biorreatores constituidos de coluna de
20 cm de altura, sendo 15 cm de leito, e 5¢cm de diametro, mantidos a temperatura
ambiente e foi empregada uma vazdo de ar 3 L/h. As Figuras 18 e 19 apresentam o
esquema de um biorreator utilizado, indicando alguns detalhes da montagem do

experimento.

Os experimentos foram realizados com 400 g de solo argiloso contaminado em
5% de Oleo diesel comercial (S500). Em cada experimento, foram adicionados 10%
(m/m) do inoculo aerdbio para aumentar a populacdo microbiana no solo e corrigiu-se 0
seu pH para valores em torno de 7. Nos reatores a umidade do solo manteve-se em torno
de 70% da sua capacidade de retencdo de &gua, ndo sendo necessaria a sua corre¢do ao

longo dos experimentos.
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Saida de Gases

Leito de Solo

Entrada de Ar

Camada de Brita

Figura 18: Representacdo Esquematica do Biorreator Aerdbio de Leito Fixo
Empregado no Planejamento Experimental.

Figura 19: Biorreatores Aerdbios de Leito Fixo Empregados no Planejamento

Experimental.
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As Tabelas 20 e 21, respectivamente, apresentam 0s niveis estudados no
planejamento experimental e a matriz do planejamento experimental fatorial 2°. A
variavel de resposta empregada no planejamento fatorial foi o percentual de remocéo de

TPH.

Tabela 20: Variveis Independentes e seus Respectivos Niveis Empregados no

Planejamento Experimental 2° sob Condicéo Aerébia

Variaveis Independentes X) N'\(;els 1
Teor de Fertilizante (mg/kg fosforo) 0 25 50
Teor de Biossurfactante (mg/L) 0 30 60"
Tempo (dias) 30 40 50

(*concentracdo equivalente a 6,79 mg ramnolipideo/kg solo argiloso; **concentracdo
equivalente a 13,58 mg ramnolipideo/kg solo argiloso)

Tabela 21: Matriz do Planejamento Experimental 2° para o Solo Argiloso sob Condigéo

Aerobia

Variaveis do Planejamento — Niveis
Condicao Teor de Teor de Temoo
Fertilizante Biossurfactante b
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 (Ponto Central) 0 0 0

Os teores de fertilizante avaliados no planejamento se basearam na
concentracdo de fosforo que deveria conter no solo. Utilizou-se o teor de fosforo como
parametro, pois parte dele pode ser adsorvida pela matriz do solo ou ainda pode ser
precipitada reduzindo assim a sua concentracdo na solugéo do solo (FURTINI NETO et
al., 2001). Segundo a metodologia descrita por JARAMILLO (1996), o solo é
considerado rico em fésforo quando o seu teor encontra-se acima de 30 mg P/kg solo,

em funcéo disto, o maior nivel estudado no planejamento experimental foi 50 mg P/kg
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solo. A relacdo de Nitrogénio:Fosforo:Potassio no fertilizante comercial era 4:14:8. A
Tabela 22 apresenta a composicdo do fertilizante empregado nos experimentos.

Tabela 22: Composicéao do Fertilizante Comercial Empregado nos Experimentos

Composicao Concentracao (% m/m)
Nitrogénio Total (N) 4
Fasforo Soluvel (P,0s) 14
Potassio Soluvel (K;0) 8
Magnésio (Mg), Enxofre (S), Boro (B),
Cobre (Cu), Manganés (Mn), Molibdénio 74*

(Mo), Zinco (Zn)
(* O fabricante ndo cita na embalagem do produto o percentual de cada componente na
composicao do fertilizante.)

Em relacdo aos teores de biossurfactante empregados para o tratamento do
solo, o maior nivel avaliado se baseou na medida da concentragdo micelar critica
(CMC) do mesmo em presenca de particulas do solo argiloso que serd apresentada na
Secdo 4.2.1. Os teores de biossurfactante de 30 e 60 mg ramnolipideo/L correspondem,
respectivamente, a uma concentracdo de 6,79 e 13,58 mg ramnolipideo/kg solo,
baseando-se no volume de solugdo empregado no solo argiloso.

3.2.4.2 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Arenoso

Assim como nos experimentos realizados em solo argiloso, 0os experimentos
foram realizados também em biorreatores constituidos de coluna de 20 cm de altura,
sendo 15 cm de leito, e 5 cm de didmetro (Figuras 18 e 19), mantidos a temperatura
ambiente e foi empregada uma vazéo de ar 3 L/h. Os experimentos foram realizados
com 400 g de solo arenoso contaminado em 5% de Oleo diesel comercial (S500). Em
cada experimento, foram adicionados 10% (m/m) do inoculo aerdbio para aumentar a
populagdo microbiana no solo e corrigiu-se o seu pH para valores em torno de 7. A
umidade do solo manteve-se em torno de 70% da sua capacidade de retencéo de agua.

As Tabelas 23 e 24 apresentam, respectivamente, 0s niveis estudados no

planejamento experimental e a matriz do planejamento experimental fatorial 2°.
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Tabela 23: Varidveis Independentes e seus Respectivos Niveis Empregados no

Planejamento Experimental 2° sob Condicéo Aerébia

L Niveis
Variéveis Independentes X] 0 )
Teor de Fertilizante (mg/kg fosforo) 0 25 50
Teor de Biossurfactante (mg/L) 0 15* 30**
Tempo (dias) 30 40 50

(*concentracdo equivalente a 1,34 mg ramnolipideo/kg solo arenoso; **concentracao
equivalente a 2,68 mg ramnolipideo/kg solo arenoso)

Tabela 24: Matriz do Planejamento Experimental 2° para o Solo Arenoso sob Condico

Aerdbia
Variaveis do Planejamento — Niveis
Condicao Teor de Teor de Tempo
Fertilizante Biossurfactante
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 (Ponto Central) 0 0 0

Assim como nos experimentos realizados com solo argiloso, os teores de
fertilizante avaliados no planejamento se basearam na concentracdo de fosforo que
deveria conter no solo. Quanto aos teores de biossurfactante empregados nos
experimentos, o maior nivel avaliado também se baseou na medida da concentracéo
micelar critica (CMC) do mesmo em presenca de particulas do solo arenoso que sera
apresentada na Secédo 4.2.1. Os teores de biossurfactante de 15 e 30 mg ramnolipideo/L
correspondem, respectivamente, a uma concentracdo de 1,34 e 2,68 mg ramnolipideo/kg

solo, baseando-se no volume de solu¢do empregado no solo arenoso.
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3.2.4.3 Planejamento Fatorial 22 dos Experimentos Realizados com Solo Arenoso

Um novo planejamento experimental foi necessario ser realizado, visto que
com os resultados obtidos anteriormente ndo foi possivel estimar as variaveis

significativas para o processo de biodegradagéo.

Os experimentos foram realizados também em biorreatores constituidos de
coluna de 20 cm de altura, sendo 15 cm de leito, e 5¢cm de diametro (Figuras 18 e 19),
mantidos a temperatura ambiente e foi empregada uma vazdo de ar 3 L/h. Os
experimentos foram realizados com 400 g de solo arenoso contaminado em 5% de 6leo
diesel comercial (S500). Em cada experimento, foram adicionados 10% (m/m) do
indculo aerdbio para aumentar a populacdo microbiana no solo e corrigiu-se o seu pH
para valores em torno de 7. A umidade do solo manteve-se em torno de 70% da sua
capacidade de retencdo de agua. No entanto, diferentemente do planejamento
apresentado na Secdo 3.2.4.2, neste o tempo ndo foi considerado como uma variavel

relevante a ser avaliada, fixando-o em 40 dias.

A Tabela 25 apresenta a matriz do planejamento experimental fatorial 2
realizados com solo arenoso sob condicdo aerdbia. A varidvel de resposta empregada no

planejamento fatorial foi o percentual de remocao de TPH.

Tabela 25: Matriz do Planejamento Experimental 22 para o Solo Arenoso sob Condig&o

Aerobia

Variaveis do Planejamento
Condicao Teor de Fertilizante | Teor de Biossurfactante
(mg/kg) (mg/L)

1 0 0

2 50 0

3 0 30

4 50 30

5 (Ponto Central) 25 15
6 (Ponto Central) 25 15
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3.2.5 BIORREMEDIACAO ANAEROBIA DOS SOLOS ARGILOSO E ARENOSO
3.2.5.1 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Argiloso

Esses experimentos foram realizados em biorreatores constituidos de coluna de
20 cm de altura, sendo 15 cm de leito, e 5¢cm de didametro, mantidos a temperatura de
30°C. A Figura 20 mostra o esquema de um biorreator utilizado, indicando alguns
detalhes da montagem do experimento. Os experimentos foram realizados com 400 g de
solo argiloso contaminado em 5% de O6leo diesel comercial (S500). Em cada
experimento, foram adicionados 10% (m/m) do in6culo anaer6bio para aumentar a
populacdo microbiana no solo e corrigiu-se o seu pH para valores em torno de 7.
Posterior a montagem dos reatores, purgou-se nitrogénio nos mesmos para se manter
uma atmosfera isenta de oxigénio. Nos reatores a umidade do solo manteve-se em torno
de 70% da sua capacidade de retencdo de &gua, ndo sendo necessaria a sua corre¢do ao

longo dos experimentos.

Leito de Solo

1E
Camada de Brita

Figura 20: Representacdo Esquematica do Biorreator Anaerdbio de Leito Fixo

Empregado no Planejamento Experimental.

Os diferentes niveis avaliados nesse planejamento experimental sao
apresentados na Tabela 26. Assim como nos ensaios aerébios a variavel de resposta foi
0 percentual de remocdo de TPH no solo. A matriz do planejamento experimental para
0s experimentos sob condicdo anaerdbia é apresentada na Tabela 27.
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Tabela 26: Varidveis Independentes e seus Respectivos Niveis Empregados no

Planejamento Experimental sob Condicdo Anaerobia

Variaveis do Planejamento
oo Teor de Teor de
Niveis Estudados . . Tempo
Fertilizante Biossurfactante (dias)
(mg/kg fésforo)
(mg/L)
-1 0 0 30
0 25 30* 45
1 50 60** 60

(*concentracdo equivalente a 6,79 mg ramnolipideo/kg solo argiloso; **concentracdo
equivalente a 13,58 mg ramnolipideo/kg solo argiloso)

Tabela 27: Matriz do Planejamento Experimental para o Solo Argiloso sob Condigéo

Anaerobia

Variaveis do Planejamento — Niveis
Condicéo Teor de Teor de Tempo
Fertilizante Biossurfactante b
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 (Ponto Central) 0 0 0
10 (Ponto Central) 0 0 0

Assim como nos experimentos realizados em condicdo aerdbia, os teores de
fertilizante avaliados neste planejamento se basearam na concentracdo de fosforo que
deveria conter no solo. Em relacdo aos teores de biossurfactante empregados nos
experimentos, o maior nivel avaliado também se baseou na medida da concentracéo
micelar critica (CMC) do mesmo em presenca de particulas do solo argiloso que sera
apresentada na Secdo 4.2.1. Os teores de biossurfactante de 30 e 60 mg ramnolipideo/L
correspondem,  respectivamente, a uma  concentragdo de 6,79 e
13,58 mg ramnolipideo/kg solo, baseando-se no volume de solu¢do empregado no solo

arenoso.
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3.2.5.2 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Arenoso

Os diferentes niveis avaliados nesse planejamento experimental sao
apresentados na Tabela 28 e a matriz do planejamento experimental é apresentada na

Tabela 29.

Tabela 28: Variaveis Independentes e seus Respectivos Niveis Empregados no

Planejamento Experimental sob Condicdo Anaerobia

Variaveis do Planejamento
o Teor de Teor de
Niveis Estudados . i Tempo
Fertlllz,ante Biossurfactante (dias)
(mg/kg fésforo) (mg/L)
-1 0 0 30
0 25 15 45
1 50 30 60

(*concentracdo equivalente a 1,34 mg ramnolipideo/kg solo arenoso; **concentracao
equivalente a 2,68 mg ramnolipideo/kg solo arenoso)

Tabela 29: Matriz do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso sob Condicao

Anaerobia

Variaveis do Planejamento
Condigao Te'o'r de Teor de Biossurfactante Tempo
Fertilizante
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 (Ponto Central) 0 0 0
10 (Ponto Central) 0 0 0
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3.2.6 EXPERIMENTOS DE CONTROLE BIOTICO

Nos experimentos de controle bidtico nao foi feita a correcdo de nutrientes, a
adicdo de inoculo e nem a adi¢é@o de biossurfactante. A umidade do solo foi mantida em
torno de 70% da sua capacidade de retencdo de agua. Os solos foram contaminados com
5% (m/m) de Oleo diesel e as temperaturas empregadas nesse experimento foram as
mesmas sob a condicdo aerdbia (temperatura ambiente) e anaerobia (30°C). Os
biorreatores utilizados para este ensaio foram 0s mesmos apresentados nas Figuras 18 e
20.

No planejamento experimental para o solo argiloso e arenoso em condicdo
aerobia, os controles bioticos foram representados por:
& BIO30: controle bidtico realizado em 30 dias de experimentos;
& BIO40: controle bidtico realizado em 40 dias de experimentos;

% BIOS50: controle bidtico realizado em 50 dias de experimentos.

No planejamento experimental para o solo argiloso e arenoso em condi¢do
anaerobia, os controles bidticos foram representados por:
% BIO30: controle bidtico realizado em 30 dias de experimentos;
% BIO45: controle bidtico realizado em 45 dias de experimentos;

& BIO60: controle bidtico realizado em 60 dias de experimentos.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DOS SOLOS
Na caracterizacdo dos solos foram determinados alguns dos pardmetros mais
relevantes para a biodegradacdo do Oleo. A Tabela 30 apresenta os principais

parametros fisico-quimicos e microbioldgicos de cada solo virgem.

Tabela 30: Caracterizacao dos Solos Arenoso e Argiloso

Parametros Solo

Arenoso Argiloso
Teor de Carbono (g/kg) 9,9+0,3 17,7+1,4
Teor de Nitrogénio (g/kg) 0,20+0,02 0,28+0,02
Teor de Fosforo (mg/kg) 13,7+£0,5 2+1
Teor de Matéria Organica (g/kg) 17,0£2,0 30,5+2,5
Teor de Hidrocarbonetos Totais
de Petrdleo (g/kg) — TPH LAl aL0r2 Lo s Lol
pH 5,640,1 4,5+0,1
Umidade (%) 3,60,2 13,9+0,3
Capacidade de Retengcdo de
Agua (%) - CRA 17,9+0,4 52,2+0,3
Bactérias Heterotroficas Totais 4 2
Aerdbbias (UFC/g) - BHT S mibey
Bactérias Hidrocarbonoclasticas nd nd
Aerbbias (NMP/g) - BHc
Bactérias Heterotroficas Totais 3 2
Anaer6bias (NMP/g) - BAN i) SN
Relacdo Areia:Silte:Argila (%) 88:8:4 38:8:54

(nd: ndo detectado)

Os dois tipos de solo apresentaram baixos teores de matéria organica (MO) e

TPH, confirmando que 0s mesmos ndo se apresentavam contaminados. De acordo com
a antiga Legislacdo Holandesa/1994, um solo merece intervencdo quando o teor de TPH
exceder a 5g/kg (CETESB, 1999). Entretanto, € importante ressaltar que houve uma
atualizacao dessa legislacdo cujo teor de TPH ndo é mais contemplado. De acordo com
WEISMAN (1998), o teor de TPH € um dos parametros que ndo pode ser empregado
como resposta para quantificar o risco a saide humana e a0 meio ambiente, visto que

engloba diferentes tipos de hidrocarbonetos em distintas propor¢des dependendo da
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amostra. No entanto, pode ser empregado como uma ferramenta util cujas finalidades
podem ser: identificacdo de uma contaminacdo, avaliagdo do grau de contaminagéo e

avaliacdo do progresso de uma contaminagéo.

Considerando-se as condigfes mais adequadas para 0 processo de
biorremediacdo, o pH dos solos se encontrava abaixo do ideal (pH 6,5 a 8,0) para a
atividade microbiana conforme mencionado na literatura (RISER-ROBERTS, 1998).
Por isso, foi necessario adicionar carbonato de céalcio aos solos nos ensaios de

biodegradabilidade de modo a elevar o pH para valores em torno de 7.

Quanto ao teor de umidade, verificou-se que também estava abaixo da
condicdo necessaria para a atividade microbiana, em especial de bactérias, o que
certamente seria um impeditivo para a biorremediacdo. Segundo DAVIS e MADSEN
(1996), quando o teor de umidade do solo atinge a valores proximos de 2%, mesmo que
seja feita a adicdo de agua, a atividade microbiana ndo € restabelecida e por
conseguinte, a taxa de biodegradacdo pode ser quatro vezes inferior a da sua condicéo
original. De acordo com RISER-ROBERT (1998), o teor de umidade do solo deve
apresentar de 30 a 90% do valor de sua capacidade de retencdo de dgua (CRA) para

garantir altas taxas de biodegradacao.

Segundo metodologia de JARAMILLO (1996), os solos também apresentavam
baixo teor de nitrogénio e fosforo, visto que estes teores encontravam-se abaixo de
2,22 g N/kg solo e 30 mg P/kg solo, respectivamente. De acordo com FERGUSON et
al. (2003), solos contaminados que apresentam baixo teor de nitrogénio e fdsforo
necessitam ser corrigidos para permitir um aumento na degradacdo microbiana de
hidrocarbonetos. Por isso, a adicdo de fertilizante comercial foi uma das variaveis

consideradas para avaliagéo no planejamento experimental.

No que concerne as populagdes microbianas dos solos em estudo, observou-se
que o0 nimero de bactérias heterotroficas totais (BHT e BAN) encontrava-se baixo para
0 processo de biorremediacdo. Além disso, ndo foi detectada a presenca de bactérias
hidrocarbonoclasticas (BHc). Um numero reduzido de bactérias era previsto em
decorréncia do baixo conteido de matéria organica e inorganica presente nos solos.

Ademais, em ecossistemas ndo poluidos, os microrganismos degradadores de
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hidrocarbonetos geralmente constituem menos do que 0,1% da populagdo microbiana
(ATLAS, 1981). Em funcdo disso, foi elaborado um procedimento para aumentar a
populacdo microbiana capaz de degradar o 6leo no solo, com a adi¢do de um inoculo

aerobio e anaerobio preparado previamente.

4.2 CARACTERIZAGCAO DO BIOSSURFACTANTE EMPREGADO

4.2.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA DO BIOSSURFACTANTE

Na Figura 21 sdo apresentados os resultados provenientes da medicdo da
tensdo superficial da agua em presenca do biossurfactante em diferentes condi¢des de
ensaios, como citado na Segéo 3.2.2.
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Figura 21: Medicdo da Tens&o Superficial da Agua em Presenca do Biossurfactante em
Diferentes Condic¢des de Ensaios (Biossurfactante (#), Biossurfactante/Solo Argiloso

(m) e Biossurfactante/Solo Arenoso ( ®)).
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Da Figura 21, observa-se que a tensdo superficial da agua diminuiu de
72 mN/m para aproximadamente 38 mN/m quando se empregou uma concentragéo de
biossurfactante de 30 mg/L. Maiores concentracdes do biossurfactante ndo tiveram
influéncia expressiva na variacdo da tensédo superficial, indicando ser a concentracdo de
30 mg/L o valor correspondente a CMC do biossurfactante em meio aquoso. No
entanto, quando se mediu a tensdo superficial da &gua com biossurfactante em presenca
do solo arenoso, observou-se que a tensdo superficial da agua atingiu o valor minimo de
aproximadamente 32 mN/m em uma concentracdo de 30 mg/L. Tal efeito pode ter sido
devido a formacdo de uma espécie de emulsdo no sistema que foi observada durante a
medicdo. Quanto a medida da tensdo superficial da agua com biossurfactante em
presenca de solo argiloso, a mesma atingiu o valor minimo de 38 mN/m em uma
concentracdo de 60 mg/L. N&o sendo mais observada a variacdo quanto a tensédo
superficial da agua, sendo essa concentracdo considerada como sendo a CMC do
biossurfactante em presenca de particulas argilosas. Por conseguinte, a CMC do
biossurfactante em presenca de particulas arenosas e argilosas foi de 30 e 60 mg/L,

respectivamente.

A Tabela 31 apresenta a relagdo da tenséo superficial da 4gua e a concentracao

micelar critica do biossurfactante nas diferentes condi¢des de ensaios.

Tabela 31: Relacio da Tensdo Superficial da Agua e a Concentracio Micelar Critica do
Biossurfactante em Diferentes Condi¢Oes de Ensaios

Concentracgao de

Tenséo Superficial Biossurfactante —

Condicao de Ensaio

(mN/m) CMC (mg/L)
Agua 72 -
Agua/Biossurfactante 38 30
Agua/Biossurfactante/Solo 30 30
arenoso
Agga/ Biossurfactante/Solo 38 60
argiloso

Comparando-se os resultados obtidos, pode-se observar que a CMC do
biossurfactante ndo foi alterada em presenca do solo arenoso, em contrapartida, o

mesmo ndo foi verificado em solo de caracteristica argilosa. Verificou-se que a CMC
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foi maior em solo argiloso, possivelmente devido a caracteristica de adsorcdo e
absorcdo inerente a particula argilosa, diminuindo assim a concentracdo do
biossurfactante no meio. De acordo com SCHIPPERS et al. (2000), a CMC do
biossurfactante pode ser muito maior no solo que no meio liquido, pois as suas

moléculas sdo adsorvidas nas particulas do solo.

422 AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE E DA ECOTOXICIDADE DO

BIOSSURFACTANTE

O resultado do teste de biodegradabilidade é apresentado na Figuras 22 que

relaciona o percentual de biodegradacéo do biossurfactante versus tempo.

100

Biodegradabilidade (%6)

Tempo (dias)

Figura 22: Variacdo do Percentual de Biossurfactante Degradado em Funcéo do
Tempo.

Da Figura 22, observa-se que o biossurfactante empregado apresentou uma alta
biodegradabilidade, cerca de 95% da substancia em solucédo foi biodegradada em 7 dias
de experimento. Tal resultado vai ao encontro das observagdes feitas por alguns autores

que relatam a importancia do emprego de biossurfactante na remediacéo de solos, visto
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gue sdo produtos mais biodegradaveis que os surfactantes quimicos (RISER-
ROBERTS, 1998; BAl et al. 1997).

Uma vez observado que o biossurfactante era biodegradavel, buscou-se avaliar
a toxicidade do mesmo nas concentragdes determinadas pela CMC: 15 mg/L, 30 mg/L e
60 mg/L. Foram realizados ensaios cujo objetivo foi observar os possiveis efeitos da
influéncia do biossurfactante na mortalidade de minhocas e na atividade microbiana do

indculo aerodbio.

A Tabela 32 apresenta os resultados do teste de mortalidade de minhocas
(Eisenia foetida) avaliando-se as diferentes concentragdes de biossurfactante

empregadas nos solos argiloso e arenoso em 7 dias de experimentos.

Tabela 32: Percentual de Minhocas Sobreviventes nos Solos Argiloso e Arenoso em

Diferentes Concentragdes de Biossurfactantes Empregados nos Experimentos

~ Percentual de Individuos Sobreviventes
Concentracédo de

. (%)
Biossurfactante (mg/L) Solo Arenoso Solo Argiloso
15 100 -
30 100 100
60 - 100

No teste de mortalidade de minhocas, foi possivel observar que o
biossurfactante ndo foi toxico a esta populacdo, visto que ndo houve qualquer alteracéo

do nimero de individuos presente nos solos de caracteristica argilosa e arenosa.
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A Figura 23 apresenta uma comparacao da atividade desidrogenasica do solo

com diferentes concentragdes empregadas de biossurfactante.

350
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Atividade Desidrogenasica (1g/g)

O e A N

In6culo 15 30 60
Concentracao de Biossurfactante (mg/L)

Figura 23: Teste da Atividade Desidrogenasica em Diferentes Concentracoes de

Biossurfactante.

Comparando-se a atividade microbiana inicial do in6culo, observou-se que as
concentragdes empregadas nos experimentos, a medida que se aumentou a concentragao
de biossurfactante de 15 mg/L para 30 e 60 mg/L, houve um aumento na atividade
microbiana indicando que nestas concentragdes o produto nao teve influéncia negativa,

portanto ndo sendo toxico aos microrganismos.

Por conseguinte, nos niveis de concentracdo em que o0 biossurfactante foi
empregado para o tratamento do solo, observou-se que o mesmo apresentou alta
biodegradabilidade e baixa toxicidade tanto aos microrganismos quanto as minhocas da
espécie Eisenia foetida, assim como citado na literatura (RISER-ROBERTS, 1998).
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4.3 CARACTERIZACAO DO INOCULO EM FASE SOLIDA soB CONDICAO

AEROBIA E ANAEROBIA

Nesta Secdo, visou-se apresentar a caracterizacao dos indculos empregados nos

ensaios tanto sob condicdo aerdbia quanto anaerdbia.

Na Tabela 33 ¢é apresentada a caracteriza¢do do inoculo aerdbio e anaerdbio

dos parametros considerados relevantes para o processo de biorremediagéo.

Tabela 33: Caracterizacdo do Indculo Aerdbio e Anaerobio

Parametros Inégul_o Inécu,IO'
Aerdbio Anaerobio
Teor de Nitrogénio (g/kg) 1,7£0,3 5,2%0,7
Teor de Fosforo (mg/kg) 112,8+9,1 28,5%1,5
Teor de Matéria Organica (g/kg) 67,6+3,4 102,4+4,7
pH 7,4+0,1 7,1+0,1
Umidade (%) 20,2+0,3 38,4+0,1
Atividade Desidrogenésica (ugTPF/g) 235,7+14,8 280,6+16,8
Bactérias Heterotrdficas Totais (UFC/g) 7,7x10° 5,4x10°
Bactérias Hidrocarbonoclasticas (NMP/q) 2,0x10" -

Em termos nutricionais, o indculo aer6bio apresentava um valor mediano
quanto ao teor de nitrogénio e sendo considerado um solo rico em relacdo ao teor de
fosforo e matéria orgénica, segundo a metodologia descrita por JARAMILLO (1996).
Em relacdo a fertilidade do inéculo anaerdbio, verificou-se que o solo era rico em
nitrogénio, sendo considerado um solo medianamente rico em relagéo ao teor de fosforo
e rico em matéria organica (MO). Segundo a metodologia descrita por JARAMILLO
(1996), o solo é considerado rico em nitrogénio, fosforo e matéria organica quando os
teores encontram-se acima de 2,22 g N/kg solo, 30 mg P/kg solo e 42 g MO/kg solo,

respectivamente.
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A Tabela 34 apresenta a populacdo de bactérias heterotréficas totais aerdbias
(BAN) durante 155 dias de monitoramento. No indculo aerdbio, a populagdo de
bactérias heterotroficas totais e de bactérias hidrocarbonoclasticas se manteve,
respectivamente, dentro da ordem de 10°-10" UFC/g solo e 10°-10* NMP células/g solo

durante os ensaios realizados.

Tabela 34: Monitoramento da Populacdo de Bactérias Heterotroficas Totais Aerobias e

Hidrocarbonoclasticas do Indculo Aerdbio em 155 Dias

Temnoo Bactérias Heterotroficas Bactérias
( diag) Totais Aerdbias Hidrocarbonoclasticas
(UFC/g de solo seco) (NMP/g de solo seco)

0 1,97x10° 1,4x10°

14 3,63x10° -

30 5,69x10° 1,7x10°

45 2,39x10° -

60 1,50x10" 1,2x10%

75 4,51x10’ -

90 9,76x10° 1,7x10°

105 8,11x10° -

120 2.07x10’ 5,4x10*

140 2,77x10’ -

155 1,06x10’ 6,2x10*

A Tabela 35 apresenta a populacdo de bactérias heterotroficas totais anaerobias
(BAN) durante 220 dias de monitoramento. Do monitoramento, observou-se que a
populacdo microbiana cresceu trés ordens de grandeza em 60 dias. No entanto, a partir
de 160 dias a populacdo manteve-se dentro da ordem de 10° NMP células/g solo seco.
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Tabela 35: Monitoramento da Populacao de Bactérias Heterotroficas Totais Anaerdbias
do In6culo Anaerdébio em 220 Dias

Bactérias Heterotroficas Totais

-Egrizg)o Anaerobias
(NMP/g de solo seco)
0 6,8x10°
40 8,1x10’
60 3,1x10°
80 1,7x10’
100 3,2x10°
120 3,5x10°
140 9,6x10°
160 7,2x10°
180 5,7x10°
200 3,7x10°
220 7,7x10°

Em ambos os in6culos, o pH foi mantido dentro da neutralidade e o teor de
umidade do solo permaneceu em torno de 20% no inoculo aerébio e 38% no indculo

anaeraébio.
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4.4 BIORREMEDIACAO AEROBIA

4.4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM SOLO

ARGILOSO soB CONDICAO AEROBIA

A Tabela 36 apresenta os resultados do planejamento experimental fatorial para

0 solo argiloso sob condicao aerobia nas diferentes condi¢fes experimentais avaliadas.

Tabela 36: Resultados do Planejamento Experimental para o Solo Argiloso sob

Condicéo Aerdbia

Variaveis Independentes x
. Teor de Teor de Remogdo
Condicao . . Tempo de TPH
Fertilizante | Biossurfactante (dias) (%)
(mg P/kg) (mg/L)
1 0 0 30 11,4+0,2
2 0 0 50 21,4+0,1
3 0 60 30 66,6+0,1
4 0 60 50 64,3+0,2
5 50 0 30 76,4+0,4
6 50 0 50 67,5+0,1
7 50 60 30 79,6+0,3
8 50 60 50 71,9+0,2
9 (Ponto Central) 25 30 40 55,3+0,1

Da Tabela 36, observa-se que o emprego de fertilizante e/ou biossurfactante
promoveu um aumento na eficiéncia de remocao de TPH, acima de 50%, enquanto nos
reatores onde ndo se fez adigdo de nenhum deles a eficiéncia foi aproximadamente de
21%, em 50 dias. Além disso, a maior eficiéncia de remocao de TPH (79,6+0,3%) foi
alcancada em 30 dias quando se empregou uma maior concentragdo de fertilizante e
biossurfactante (condicdo 7). Nos solos onde nédo foi feita qualquer correcdo (controle
bidtico) ndo foi detectada a remocdo de TPH em 30 dias. No entanto, foram atingidos

valores de 3,5 e 4,0 % em 40 e 50 dias, respectivamente.
Esses resultados indicam que estimulando a populagdo microbiana presente no

solo argiloso pode-se potencializar a remocao do 6leo. Entretanto, em funcdo da relacéo

custo/beneficio, possivelmente seria economicamente mais vidvel empregar maior
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concentragéo de fertilizante e menor concentragdo de biossurfactante (condicéo 5), para
se ter uma eficiéncia de remogao proxima de 76,4%.

No planejamento experimental realizado com o solo argiloso os valores obtidos
de remocdo de TPH foram significativos considerando-se um intervalo de confianga de
95% (R%=0,99, P<0,05), ou seja, correspondente ao menor nivel em que os dados sdo

significativos estatisticamente.

A Figura 24 apresenta o diagrama de Pareto cujas varidveis independentes
avaliadas sdo apresentadas, tendo como variavel de resposta a eficiéncia de remocdo de
TPH. Nesse grafico, as variaveis relevantes para o processo sao aquelas cujos valores a
partir do qual seus efeitos s@o significativos estatisticamente.
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Figura 24: Diagrama de Pareto do Planejamento Experimental para o Solo Argiloso

cuja Variavel de Resposta foi a Remocéo de TPH.

Da Figura 24, observa-se que para 0s niveis estudados de fertilizante e
biossurfactante, ambas as variaveis avaliadas foram significativas, apresentando um
efeito positivo na remocdo de TPH. Isso indica que se empregando concentragdes
maiores de fertilizante ou biossurfactante pode-se obter um aumento na eficiéncia de

remocdo de TPH. Entretanto, quando se combinaram os efeitos de fertilizante e
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biossurfactante, observou-se que a interagdo de ambos contribuiu negativamente para a

eficiéncia de remogéo de TPH.

Em relacdo a variavel tempo, observa-se que para os niveis estudados (30, 40 e
50 dias) ndo foi significativo o seu efeito, ou seja, aumentando-se 0 tempo dos
experimentos ndo foi observada uma grande diferenca na eficiéncia de remocdo de
TPH. Essa afirmativa pode ser observada também a partir do grafico das médias
marginais (Figura 25) que representa a relacdo entre as trés variaveis avaliadas,
considerando-se um limite de confianga de 95%. Além disso, essa Figura 25 possibilita
verificar a existéncia de uma interacdo entre as varidveis teor de fertilizante e teor de
biossurfactante, posto que no planejamento experimental fatorial quando ha uma
interacdo significativa as linhas representando o teor de fertilizante dos niveis -1 e +1

tendem a se cruzar, indicando a existéncia de interagéo entre elas.
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Figura 25: Gréafico das Médias Marginais do Planejamento Experimental para o Solo

Argiloso cuja Variavel de Resposta foi a Remocéo de TPH.

Da Figura 25, pode-se ainda observar que quando se emprega uma menor
concentragéo de fertilizante no solo, a remogéo de TPH tende aumentar com 0 aumento
da concentracdo do biossurfactante, independente dos niveis avaliados para o tempo.
Entretanto, quando se emprega o maior nivel de fertilizante, a remo¢do de TPH

independe tanto da concentracdo do biossurfactante quanto do tempo avaliado.
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A Figura 26 é um gréafico de superficie de resposta que é util para se determinar
as condicOes operacionais do processo, relacionando as variaveis de interesse: teor de

biossurfactante, teor de fertilizante e eficiéncia de remoc¢édo de TPH.

Loyl 20 GrhORER

Figura 26: Gréafico de Superficie de Resposta do Planejamento Experimental para o

Solo Argiloso cuja Variavel de Resposta foi a Remocao de TPH.

Da Figura 26, nota-se que de acordo com o modelo obtido pelo planejamento,
verifica-se uma tendéncia no aumento de remoc¢do de TPH quando hd um aumento na
concentragéo de fertilizante e biossurfactante, observacéo feita anteriormente da Figura
25. Possivelmente, aumentando-se a concentracdo de fertilizante pode-se convergir a
uma condicao 6tima de remocao do 6leo. No entanto, é importante ressaltar que para se
alcancar a melhor condicdo de remocdo de TPH, a concentracdo de fertilizante e de

biossurfactante a ser empregada pode onerar o tratamento do solo, tornando-o inviavel
economicamente.

A Figura 27 apresenta a quantificacdo da populacéo de bactérias heterotroficas
totais aerdébias (BHT) no inicio e no final dos ensaios, nas diferentes condi¢Bes
experimentais avaliadas no solo argiloso. Observa-se a importancia da adicdo do
indculo visto que no solo a populagdo de bactérias aerdbias inicialmente presente era de
apenas 10° UFC/g solo (BIO30, BIO40 e BIO50). Pela adicdo de indculo, conseguiu-se
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alcancar valores de 10° UFC/g solo (condicdo 1 a 9), em média, correspondendo a um
aumento de quatro ordens de grandeza. Ressalta-se que essa populacdo manteve-se
elevada ao final dos experimentos, mostrando que as condi¢bes empregadas foram
efetivas para garantir a atividade metabolica desses microrganismos em especial na
condicdo 8, onde foi detectado o maior nimero de BHT. Nos biorreatores de controle
biético a populacéo de bactérias também se manteve na ordem de 10° UFC/g solo em
30, 40 e 50 dias de experimentos (BIO30, BIO40 e BIO50).

1,0E+08

1,0E+07 + B BHT Inicial
i OBHT Final

1,0E+06 - - - - - : : .,
1,0E+05 - - - - - : : B
1,0E+04 - - - - : - : B I
1,0E+03 - - - - : : ; B

1,0E+02 ES

Populacédo de Bactérias Heterotréficas Totais
(UFC/qg solo)

1,0E+01 *

1,0E+00 " —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 BIO30 BIO40 BIO50
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(BI10O30: controle bidtico realizado em 30 dias; BIO40: controle biotico realizado em 40 dias;
B1050: controle biotico realizado em 50 dias)

Figura 27: Populacdo de Bactérias Heterotroficas Totais Aerobias (BHT) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢des Avaliadas no Solo

Argiloso.

A Figura 28 apresenta a quantificacio da populacdo de bactérias
hidrocarbonoclasticas aerébias (BHc) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes
condicdes experimentais avaliadas no solo argiloso. Observa-se que a adi¢cdo de um
indculo contendo uma populagéo de bactérias degradadoras de 6leo da ordem de 10*
NMP/g solo, possibilitou um aumento de duas ordens de grandeza desta populagao.

Sendo importante ressaltar que durante a caracterizacdo do solo ndo foi detectada a
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presenca de bactérias hidrocarbonoclasticas (BIO30, BI040 e BIO50). No final dos
ensaios, essa populacdo estava presente em menos de uma ordem de grandeza nos
biorreatores de controle, enquanto foram registrados valores de 10%-10* NMP/g solo nas
demais condicGes avaliadas (condicdo 1 a 9). Em geral, foi observado um aumento do
nimero de BHc ligeiramente superior da populagdo de BHT, principalmente nas
condigdes 3, 4, 5, 6 e 8 cujas remocdes de TPH foram as maiores. Na condicdo 7, a
populacéo de BHc foi de 10° NMP/g solo em 50 dias, apesar da remoc&o ter sido maior
(79,6%) comparativamente aos demais experimentos. Contudo, como nao foi feito o
monitoramento diario da populagdo de BHc nos biorreatores, possivelmente este valor
registrado da condicdo 7, em 50 dias, represente a queda desta apds a atingir um

méaximo de crescimento.
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(BI10O30: controle bidtico realizado em 30 dias; BIO40: controle biotico realizado em 40 dias;
B1050: controle biotico realizado em 50 dias)

Figura 28: Populacdo de Bactérias Hidrocarbonoclésticas Aerobias (BHc) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢oes Avaliadas no Solo

Argiloso.
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Na Figura 29 é apresentado o monitoramento do pH inicial e pH final nas
diferentes condigdes experimentais avaliadas no solo argiloso. Nota-se que o pH se
manteve dentro da faixa recomendada para a biorremediacdo, citada na Secdo 2.4.7.6
(DRAGUN, 1998; MADIGAN et al., 2000).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 BIO30 BIO40 BIO50

Condicao Experimental

(B1030: controle bidtico realizado em 30 dias; BIO40: controle biotico realizado em 40 dias;
B1050: controle biotico realizado em 50 dias)

Figura 29: Monitoramento do pH Inicial e pH Final nas Diferentes Condigdes

Experimentais Avaliadas no Solo Argiloso sob Condigdo Aerdbia.

102



Resultados & Discussao

4.4.2 PLANEJAMENTO FATORIAL DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM SOLO

ARENOSO sOB CONDICAO AEROBIA

4.4.2.1 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Arenoso

sob Condicdo Aerdbia

A Tabela 37 apresenta os resultados do planejamento experimental para o solo

arenoso sob condicédo aerdbia nas diferentes condi¢des experimentais avaliadas.

Tabela 37: Resultados do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso sob

Condicéo Aerdbia

Variaveis Independentes x
. Teor de Teor de Remogdo
Condicao . . Tempo de TPH
Fertilizante | Biossurfactante (dias) (%)
(mg P/kg) (mg/L)
1 0 0 30 19,5+0,2
2 0 0 50 36,7+0,3
3 0 30 30 27,9+0,3
4 0 30 50 34,7+0,1
5 50 0 30 28,0+0,1
6 50 0 50 14,7+0,4
7 50 30 30 35,7+0,4
8 50 30 50 44,4+0,4
9 (Ponto Central) 25 15 40 55,8+0,4

Da Tabela 37, pode-se observar que o efeito promovido pelo emprego de
fertilizante e biossurfactante somente foi relevante na condigdo 9, isto €, quando se
combinaram as suas intera¢fes, em seus valores médios. Dos experimentos, verificou-se
ainda que a simples adi¢do de um in6culo no solo (condi¢édo 1 e 2) favoreceu 0 aumento
do percentual de remocao de TPH alcancando um valor de 36,7% em 50 dias. Mesmo
assim, esses valores foram maiores que aqueles obtidos no controle bidtico (BIO30,
BI040 e BIO50) cujo percentual variou de 5,2 a 6,8% nos mesmos periodos avaliados.
Os resultados desse planejamento foram bem distintos dos obtidos para o solo argiloso.
Isto denota a necessidade de uma analise criteriosa do local a ser tratado de modo a

definir as estratégias a serem adotadas caso a caso.
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No planejamento experimental realizado com o solo arenoso considerando-se
um intervalo de confianca de 95% (Analise ANOVA), os resultados obtidos ndo
permitiram a obtencdo de um modelo matematico que representasse 0s efeitos

promovidos pelas variaveis, nos niveis estudados.

Analisando as Tabelas 36 e 37, observa-se que as eficiéncias de remocao de
TPH foram maiores para o solo argiloso comparativamente ao arenoso, quando se
empregou o biossurfactante. Esse efeito, no solo arenoso, pode ser atribuido a reducéo
do contato das células microbianas ao 6leo, conseqlentemente, diminuindo a taxa de
degradacdo (NOORDMAN et al., 2002). Além dos solos arenosos apresentarem maior
permeabilidade que os argilosos, a adicdo de biossurfactante pode ter intensificado a
mobilidade do 6leo e, portanto, reduzido o contato celula-6leo. Somado a isso, o efeito
toxico dos hidrocarbonetos de petréleo aos microrganismos possivelmente foi maior em
solos arenosos, devido ao baixo teor de matéria organica e argila. A matéria organica e a
argila tendem a sorver o contaminante diminuindo o seu transporte e a sua
biodisponibilidade na fase aquosa e gasosa do solo. Em funcéo do baixo teor de matéria
orgénica no solo arenoso, o efeito inibitério foi maior para a populagdo microbiana
guando comparado com os resultados obtidos dos ensaios realizados com o solo
argiloso (LABUD et al., 2007). Por outro lado, o solo argiloso, devido a sua capacidade
de sorcdo (FINE et al., 1997), provavelmente possibilitou uma melhor interacéo célula-

6leo resultando em maiores remocg6es de TPH, em torno de 70%.

A Figura 30 apresenta a quantificacdo da populacdo de bactérias heterotroficas
totais aerdbias (BHT) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes condicGes
experimentais avaliadas no solo arenoso. Observa-se que a adi¢cdo do indculo no solo a
populacéo de bactérias heterotréficas aerébias aumentou de 10* UFC/g solo para 10°
UFC/g solo, em média, correspondendo a um aumento de duas ordens de grandeza.
Contudo, essa populacdo variou de 10° a 10’ UFC/g solo, ao final dos ensaios. Nos
biorreatores de controle bidtico nao foi observado aumento da populagdo de bactérias
heterotréficas totais, mantendo-se na ordem de 10* UFC/g solo em 30, 40 e 50 dias
(BIO30, BI040 e BIO50).
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Figura 30: Populacdo de Bactérias Heterotroficas Totais Aerobias (BHT) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢des Avaliadas no Solo

Arenoso.

A Figura 31 apresenta a quantificacio da populacdo de bactérias
hidrocarbonoclasticas aerébias (BHc) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes
condicdes experimentais avaliadas no solo arenoso. Observa-se que com a adi¢do do
indculo contendo uma populagéo de bactérias degradadoras de 6leo da ordem de 10*
NMP/g solo, possibilitou um aumento de duas ordens de grandeza desta populagéo. E
importante ressaltar que nos reatores de controle bidtico (BIO30, BIO40 e BIO50) nao

foi detectada a presenca de bactérias hidrocarbonoclasticas ao final dos experimentos.
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Figura 31: Populacdo de Bactérias Hidrocarbonoclésticas Aerdbias (BHc) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢des Avaliadas no Solo

Arenoso.

Da Figura 31, observa-se ainda que para algumas das condi¢0es experimentais
ocorreu uma queda da populagdo de BHc com o aumento do tempo de 30 para 50 dias.
Comportamento distinto foi observado quando o tratamento foi realizado com o solo

argiloso (Figura 28).

Na Figura 32 é apresentado o monitoramento do pH inicial e pH final nas
diferentes condigdes experimentais avaliadas no solo arenoso. Observa-se que houve
uma pequena variacdo do pH nos biorreatores. No entanto, esta se manteve dentro da
faixa considerada ideal (6,5-8,0) para a biodegradacdo do 6leo no solo (DRAGUN,
1998).
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Figura 32: Monitoramento do pH Inicial e pH Final nas Diferentes Condigdes

Experimentais Avaliadas no Solo Arenoso

4.4.2.2 Planejamento Fatorial 2° dos Experimentos Realizados com Solo Arenoso

sob Condicdo Aerobia

Um novo planejamento experimental foi necessario, visto que com o0s
resultados obtidos anteriormente ndo foi possivel estimar as variaveis significativas para
0 processo de biodegradacdo. Diferentemente do planejamento apresentado na Secéo

4.2.2.1, neste o tempo néo foi considerado como uma variavel relevante a ser avaliada.

A Tabela 38 apresenta os resultados obtidos do planejamento experimental 2
para 0 solo arenoso sob condicdo aerdbia. E possivel observar da Tabela 38 que tanto a
adicdo de biossurfactante quanto a correcdo de nutrientes no solo ndo foram relevantes
para 0 processo quando empregados isoladamente. Como dito anteriormente, o
biossurfactante apresenta elevada biodegradabilidade e isto pode ter influenciado na
baixa remocdo de TPH (12,97%) na condicdo 3. Existe a possibilidade que o

biossurfactante empregado para a biorremediacdo tenha sido utilizado pela populagéo

107



Resultados & Discussao

microbiana como substrato, resultando em baixa taxa de degradacdo do contaminante
(SINGH et al., 2007). No entanto, a combinacdo de ambas as varidveis (condi¢do 4, 5 e

6) potencializou a remocdo de TPH no solo.

Em relacdo a condicdo 1, pode-se destacar a importadncia da adicdo de
microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos de petréleo, uma vez que mesmo
na auséncia de fertilizante e biossurfactante foi possivel alcangar uma remocéo de
aproximadamente 33%. Segundo KOSARIC (1996), o emprego de uma populacdo
microbiana adaptada ao contaminante pode ser uma alternativa eficaz no tratamento de

solos contaminados.

Tabela 38: Resultados do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso

Variaveis Independentes
- X Teor de Teor de Remocéo de TPH
Condigdo Fertilizante Biossurfactante (%)

(mg P/kg) (mg/L)

1 0 0 33,27+0,5

2 50 0 29,11+0,8

3 0 30 12,97+1,0

4 50 30 61,17+1,0

5 (Ponto Central) 25 15 42,23+0,3

6 (Ponto Central) 25 15 43,41+0,3

A Figura 33 apresenta o digrama de Pareto do planejamento experimental para
0 solo arenoso cuja variavel de resposta foi a remocao de TPH. A partir dessa Figura,
observa-se que o emprego isolado do biossurfactante no solo nao foi significativo
estatisticamente tendo a remocdo de TPH como varidvel de resposta. No entanto,
quando 0 mesmo esta associado a corre¢do de nutrientes no solo esta remocao tende a
aumentar, potencializando a biodegradacéo do 6leo. Além disso, pode-se observar que o
efeito da interacdo positiva fertilizante-biossurfactante foi maior comparativamente ao
emprego somente do fertilizante. Talvez isso tenha ocorrido, posto que o biossurfactante
ndo somente é capaz de aumentar a biodegradacdo do 6leo no solo, como também pode
aumentar a disponibilidade dos nutrientes (BREDHOLT et al., 1998 apud CHRISTOFI
e IVSHINA 2002) e isto pode ter contribuido para uma maior remocdo de TPH.

108




Resultados & Discussao

p=0,05

— ///// »

Biossurfactante (2) / 7.05

] 5 10 15 20 25 30 35
Efeito Estimado (Valor Ahsoluto)

Figura 33: Diagrama de Pareto do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso

cuja Variavel de Resposta foi a Remocéo de TPH.

A Figura 34 apresenta o grafico das médias marginais que relaciona as duas

variaveis avaliadas, considerando-se um limite de confianca de 95%.
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Figura 34: Gréafico das Médias Marginais do Planejamento Experimental para o Solo

Arenoso cuja Variavel de Resposta foi a Remocéo de TPH.
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Da Figura 34, verifica-se a existéncia de uma interacdo significativa no
planejamento experimental fatorial entre as variaveis, teor de fertilizante e teor de
biossurfactante, cujas linhas do teor de fertilizante dos niveis -1 e +1 se cruzam,
indicando a existéncia de uma interacao entre elas, no menor nivel avaliado do teor do
biossurfactante (0 mg/L). Ademais, nota-se que ao se empregar a maior concentracao de
fertilizante, pode-se obter um aumento na remocao de TPH & medida que se aumenta a
concentracdo do biossurfactante no solo. Contudo, quando nédo ¢ feita a correcdo de

nutrientes, ndo é recomendada a adi¢do do biossurfactante, posto que a remocéo de TPH
é menor.

Na Figura 35 é apresentado o grafico de superficie de resposta do planejamento

experimental para o solo arenoso cuja variavel de resposta foi a remoc¢édo de TPH.
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Figura 35: Gréafico de Superficie de Resposta do Planejamento Experimental para o

Solo Arenoso cuja Variavel de Resposta foi a Remoc¢éo de TPH.

Da Figura 35, pode-se observar que o aumento da concentracdo do
biossurfactante e fertilizante no solo, a remocdo de TPH tende a aumentar, de acordo

com o modelo obtido a partir do planejamento experimental fatorial 2°, observacio
similar aquela feita a partir da Figura 34.
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A Figura 36 apresenta a quantificagdo da populacéo de bactérias heterotroficas
totais aerdbias (BHT) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes condicBes
experimentais avaliadas no solo arenoso. Observou-se que a adi¢éo do indculo no solo a
populacéo de bactérias aerébias aumentou de 10* UFC/g solo para 10° UFC/g solo. Essa
populacéo variou de 10° a 10° UFC/g solo no final dos experimentos. Na auséncia de
fertilizante e biossurfactante (condi¢cdo 0/0), observou-se uma queda na populagéo de

BHT, assim como no biorreator de controle biotico (condic¢do BIO).
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Figura 36: Populacdo de Bactérias Heterotrdficas Totais Aerobias (BHT) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢des Avaliadas no Solo

Arenoso.

A Figura 37 apresenta a quantificacdo da populacdo de bactérias
hidrocarbonoclasticas aerébias (BHc) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes
condigdes experimentais avaliadas no solo arenoso. Observou-se que a adicdo do
indculo possibilitou um aumento de duas ordens de grandeza desta populagdo. E
importante ressaltar que durante a caracterizagcdo do solo ndo foi detectada a presenca de

bactérias hidrocarbonocléasticas (Tabela 31).
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Da Figura 37, observou-se ainda que a populagdo de BHc aumentou ao final
dos experimentos. Em geral, as condi¢cbes experimentais foram mais favoraveis a
populacdo de BHc em comparacdo a de BHT. A adicdo de fertilizante foi mais
favoravel e, para uma mesma concentracdo de fertilizante, 0 aumento da populacao foi
diretamente proporcional ao aumento da quantidade de biossurfactante adicionado.
Esses resultados estdao em consonancia com a remogéo de TPH.
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Figura 37: Populacdo de Bactérias Hidrocarbonoclésticas Aerobias (BHc) Quantificada
Durante o Planejamento Experimental nas Diferentes Condic¢des Avaliadas no Solo

Arenoso.

Na Figura 38 é apresentado o monitoramento do pH inicial e pH final nas
diferentes condicdes experimentais avaliadas no solo arenoso. Assim como observado
nos experimentos anteriores (Secdo 4.4.2.1), houve uma pequena variacdo do pH nos
biorreatores, nada comprometendo a atividade bacteriana, e conseqilientemente, o

processo de biorremediagao.
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Figura 38: Monitoramento do pH Inicial e pH Final nas Diferentes Condigdes

Experimentais Avaliadas no Solo Arenoso.
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4.5 BIORREMEDIACAO ANAEROBIA

4.5.1 PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM SOLO

ARGILOSO SOB CONDICAO ANAEROBIA

A Tabela 39 apresenta os resultados do planejamento experimental para o solo
argiloso sob condicéo anaerdbia nas diferentes condigdes avaliadas.

Tabela 39: Resultados do Planejamento Experimental para o Solo Argiloso sob

Condicdo Anaerdbia

Variaveis Independentes ~
-~ Teor de Teor de Remogao
Condicao . . Tempo de TPH
Fertilizante | Biossurfactante (dias) (%)
(mg P/kg) (mg/L)
1 0 0 30 29,8+0,1
2 50 0 30 63,2+1,1
3 0 60 30 52,6+0,7
4 50 60 30 65,8+0,8
5 0 0 60 33,4+0,7
6 50 0 60 68,3+0,7
7 0 60 60 67,4+0,2
8 50 60 60 72,7+0,8
9 (ponto Central) 25 30 45 49,3+0,4
10 (Ponto Central) 25 30 45 50,7+0,4

Da Tabela 39, observa-se que quando somente se empregou o biossurfactante
para o tratamento do solo argiloso (condicdes 3 e 7), as eficiéncias de remocdo de TPH
em 30 e 60 dias foram, respectivamente, 52,6% e 67,4%. Além disso, a combinagéo do
emprego de fertilizante e de biossurfactante (condicdes 4 e 8), os percentuais de
remoc¢do de TPH aumentaram para 65,8% e 72,7%, nesse mesmo periodo estudado. No
entanto, quando se fez apenas a correcdo de nutrientes no solo (condicdes 2 e 6), 0
percentual de remocdo de TPH foi 63,2%, em 30 dias, e em 60 dias este valor foi
68,3%, valores proximos daqueles obtidos quando se empregou o biossurfactante.
Alguns autores citam que a correcdo dos teores de nitrogénio e fosforo no solo
contaminado pode acelerar a biodegradacdo (LEAHY e COLWELL, 1990) e estimular
0 crescimento da populacdo microbiana (KOSARIC, 1996).
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Comparando-se 0s resultados, pode-se observar que quando se empregou
apenas o biossurfactante foram necessarios 60 dias para que a remog¢do de TPH ficasse
acima de 60%. Entretanto, em relacdo a correcdo de nutrientes, percentual semelhante
foi obtido em apenas 30 dias, e alcangando 70%, em 60 dias. Mediante isso, a
combinacdo dos efeitos das duas variaveis estudadas ndo resultou em um aumento

significativo que justificasse o emprego futuro de ambas no tratamento.

A partir dos experimentos, observou-se ainda que o emprego do indculo
anaerobio no solo auxiliou na remogdo de TPH quando comparado com 0S ensaios
biodticos. Nos solos onde néo foi feita qualquer correcdo, controle bidtico, a remogéo de
TPH variou entre 5,3% a 6,2%, nos diferentes tempos avaliados (30, 45 e 60 dias). Em
contrapartida, com a adicéo do indculo esta foi 29,8% (condicdo 1), em 30 dias, e 33,4%
(condigéo 5), em 60 dias. Nota-se que a adi¢do de uma populagdo microbiana adaptada
a um ambiente contaminado com oOleo diesel potencializou a biodegradagdo do
contaminante presente no solo. Esses resultados corroboram as observacgdes feitas por
LI et al. (2000), cuja adicdo de microrganismos degradadores de 6leo foi mais eficiente
na remocdo de hidrocarbonetos de petroleo do que a biodegradacdo intrinseca. Os
autores observaram eficiéncia de remocéo de apenas 1,7% da massa de hidrocarbonetos
de petréleo em 32 dias, na biodegradacéo intrinseca, enquanto que utilizando o indculo

a eficiéncia de remocao foi de 42%, neste mesmo periodo.

A Figura 39 apresenta o diagrama de Pareto do planejamento experimental
para o solo argiloso cuja variavel de resposta foi a remocdo de TPH. No planejamento
experimental realizado com o solo argiloso sob condi¢do anaerobia, os valores obtidos
de remocdo de TPH foram significativos considerando-se um intervalo de confianga de
95% (P<0,05), ou seja, os dados sdo significativos estatisticamente. A partir do
diagrama, observa-se que dentre as variaveis avaliadas, somente o emprego do
biossurfactante e do fertilizante foi significativo nos niveis estudados. A variavel tempo,
que também foi avaliada, ndo foi significativa a partir dos resultados obtidos dos

experimentos nos niveis estudados.

Na Figura 40 é apresentado o grafico das médias marginais que relaciona as
varidveis avaliadas, considerando-se um limite de confianca de 95%. A partir dessa

Figura, verifica-se a existéncia de interacdo significativa no planejamento experimental
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fatorial entre as variaveis teor de fertilizante e teor de biossurfactante, ja que as linhas
teor de fertilizante dos niveis —1 e +1 tendem a se cruzar, indicando a existéncia de uma

interacdo entre elas, no maior nivel avaliado de biossurfactante (60 mg/L).
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Figura 39: Diagrama de Pareto do Planejamento Experimental para o Solo Argiloso sob

Condicdo Anaerdbia cuja Variavel de Resposta foi a Remocao de TPH.
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Figura 40: Gréafico das Médias Marginais do Planejamento Experimental para o Solo
Argiloso cuja Variavel de Resposta foi a Remocao de TPH.
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Da Figura 40, observa-se ainda que na auséncia de fertilizante (nivel -1), a
remocdo de TPH tende aumentar com o aumento da concentracdo do biossurfactante,
independente dos niveis avaliados para o tempo. No entanto, quando se emprega 0
maior nivel de fertilizante, a eficiéncia de remocao de TPH praticamente é independe
tanto da concentracdo empregada do biossurfactante quanto do tempo avaliado. Tais
efeitos também foram observados no planejamento fatorial 2° nos experimentos
realizados com solo argiloso sob condicdo aerdbia (Secao 4.4.1).

A Figura 41 é um grafico de superficie de resposta do planejamento
experimental para o tratamento anaerobio do solo argiloso que é til para se determinar

as condicdes operacionais do processo, relacionando as principais variaveis de interesse:
biossurfactante, fertilizante e eficiéncia de remocao de TPH.
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Figura 41: Gréafico de Superficie de Resposta do Planejamento Experimental para o
Solo Argiloso sob Condicdo Anaerdbia cuja Varidvel de Resposta foi a Remogéo de
TPH.
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Da Figura 41 é possivel observar que o aumento da concentracdo do
biossurfactante e do fertilizante no solo, a eficiéncia de remogdo de TPH tende a
aumentar. De acordo com alguns autores, solos contaminados que apresentam baixo
teor de nutrientes necessitam de correcdo para permitir um aumento na degradacdo de
hidrocarbonetos (LEAHY e COLWELL, 1990; FERGUSON et al., 2003). Além disso,
0 emprego de biossurfactante pode favorecer a biodegradagéo em funcdo do aumento de
sua disponibilidade aos microrganismos (KIRSHNER et al., 1980; RON e
ROSENBERG, 2001). No entanto, de acordo com a literatura, 0 emprego excessivo de
nutrientes no solo pode ter um efeito inibitdrio na atividade da populagdo microbiana
nele presente (ZHOU e CRAWFORD, 1995; LIEBEG e CUTRIGHT, 1999). O mesmo
pode ser observado quando se empregam elevadas concentracdes de surfactante, visto
que o aumento da biodisponibilidade de um contaminante pode aumentar o seu efeito
toxico aos microrganismos degradadores (WELP e BRUMMER, 1998 apud
CHRISTOFI e IVSHINA, 2002), apesar de néo ter sido avaliada a toxicidade nos solos

ao final dos experimentos.

A Figura 42 apresenta a quantificagdo da populacéo de bactérias heterotroficas
totais anaerdbias (BAN) no inicio e no final dos ensaios, nas diferentes condi¢des
experimentais avaliadas no solo argiloso. Observa-se que no inicio dos experimentos,
nos biorreatores biaumentados a populacdo de bactérias anaerdbias aumentou de uma
ordem de grandeza, atingindo o valor 10° NMP células/g solo, em média. Nos
biorreatores de controle bidtico a populagdo de bactérias manteve-se na ordem de
10* NMP/g solo em 30, 45 e 60 dias de experimentos (BIO30, BIO45 e BIOG0).

No entanto, em algumas das condicbes experimentais, houve aumentos
maximos de uma ordem de grandeza. Estes casos foram observados para 0 maior tempo
de processo. A velocidade especifica de crescimento dos microrganismos anaerdbios é
menor do que 0s aerébios uma vez que a quantidade de energia gerada em condicéo de

anaerobiose & bem menor.
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(B1030: controle bidtico em 30 dias; BIO45: controle bidtico em 45 dias; BIO60: controle
bidtico em 60 dias)

Figura 42: Populacdo de Bactérias Heterotréficas Totais Anaerdbias (BAN)
Quantificada no Inicio e no Final nas Diferentes Condi¢6es Experimentais Avaliadas no

Solo Argiloso.

Na Figura 43 é apresentado o monitoramento dos valores iniciais e finais de pH
nas diferentes condicGes experimentais em anaerobiose avaliadas no solo argiloso.
Similarmente a degradacdo aerdbia, observou-se queda dos valores de pH nos
biorreatores, embora mais expressivas. Exceto nas condigdes 1 e 5 e para os controles
biéticos (BIO30, BIO45 e BIO60), os valores de pH se mantiveram dentro da faixa
considerada ideal (6,5-8,0) para a biodegradacdo do 6leo no solo (DRAGUN, 1998).
Note-se que as condicdes 1 e 5 sdo semelhantes as dos controles bidticos quanto a
auséncia de fertilizante e biossurfactante. A distin¢do entre esses ensaios e o0s controles
bioticos esta na adicdo ou ndo de indculo. Apesar dos mais baixos valores de pH, em
torno de 5,5, as remogdes de TPH obtidas nas condi¢des 1 e 5 foram de 30%, em media,

um valor superior aqueles obtidos no controle biético.
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(B1030: controle bidtico em 30 dias; BIO45: controle bidtico em 45 dias; BIO60: controle
bidtico em 60 dias)

Figura 43: Monitoramento do pH Inicial e pH Final nas Diferentes Condigdes

Experimentais Avaliadas no Solo Argiloso.
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4.5.2 PLANEJAMENTO FATORIAL 2° DOS EXPERIMENTOS REALIZADOS COM SOLO

ARENOSO sOB CONDICAO ANAEROBIA

A Tabela 40 apresenta os resultados do planejamento experimental para o solo

arenoso sob condicdo anaerdbia nas diferentes condigdes avaliadas.

Tabela 40: Resultados do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso sob

Condicdo Anaerdbia

Variaveis Independentes Remocao
Condicgao Te_o_r de . Teor de Tempo de TPH
Fertilizante | Biossurfactante (dias) (%)
(mg P/kg) (mg/L)
1 0 0 30 12,2+0,5
2 50 0 30 24,2+0,2
3 0 30 30 14,6+0,3
4 50 30 30 33,3+0,1
5 0 0 60 13,9+0,5
6 50 0 60 30,1+0,3
7 0 30 60 19,5+0,1
8 50 30 60 53,4+0,5
9 (ponto Central) 25 15 45 38,2+0,3
10 (Ponto Central) 25 15 45 34,240,7

Nos experimentos realizados com o solo arenoso, observam-se as remogoes de
TPH inferiores as obtidas no solo argiloso (Se¢do 4.5.1) em condigdo de anaerobiose.
Da Tabela 40, observa-se que nas condic¢des 1 e 5, onde néo se adicionou fertilizante e
biossurfactante, as remoc6es foram de apenas 12,2% e 13,9%, respectivamente, em 30 e
60 dias. Mesmo assim, esses valores foram duas vezes maiores que aqueles obtidos no

controle bidtico cujo percentual variou de 6,6 a 7,8% no mesmo periodo avaliado.

Em relacdo ao emprego do fertilizante no solo (condicGes 2 e 6), observa-se
que a remocéo de TPH atingiu um percentual de 30% em 60 dias, diferentemente do que
foi obtido quando somente se empregou o0 biossurfactante (condic¢des 3 e 7) cujo valor
foi 19,7%. A adicdo simultanea de fertilizante e biossurfactante (condicGes 4 e 8), a

remocao somente atingiu um valor acima de 50% em 60 dias de experimentos.
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A partir dos resultados, foi possivel avaliar que o emprego de biossurfactante
no tratamento do solo arenoso ndo foi significativo para remocgédo de TPH em condicgéo
de anaerobiose da mesma forma que em aerobiose. No entanto, tal afirmativa somente
foi possivel ser validada a partir da Figura 44 que apresenta o diagrama de Pareto do
planejamento experimental para o solo arenoso cuja variavel de resposta foi a remocéo
de TPH.

No planejamento experimental realizado com o solo arenoso sob condicéo de
anaerobiose, os valores obtidos de remoc¢éo de TPH foram significativos considerando-
se um intervalo de confianca de 95% (P<0,05), ou seja, os dados sdo significativos

estatisticamente.

p=0,05
Fertilizante (1) [/ //% 3,35
Biossurfactante (2) |/ 1,68
Tempo ) 1/ 1,35
1x2 / 1,02
1x3 / 0,51
2x3 / 0,72
00 05 10 15 20 25 30 | 35 4

Efeito Estimade (Valor Absoluto)

Figura 44: Diagrama de Pareto do Planejamento Experimental para o Solo Arenoso sob
Condicdo Anaerdbia cuja Varidvel de Resposta foi a Remogdo de TPH.

Do diagrama de Pareto, observa-se que dentre as varidveis avaliadas, o
emprego do fertilizante foi significativo nos niveis estudados, tendo um efeito positivo,
ou seja, 0 aumento da concentracdo tendera a um aumento da remogdo de TPH. Em
relacdo as varidveis concentracdo de biossurfactante e tempo, as mesmas ndo foram

significativas a partir dos resultados obtidos dos experimentos nos niveis estudados.
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Na Figura 45 é apresentado o grafico das médias marginais que relaciona as

variaveis avaliadas, considerando-se um limite de confianca de 95%.

100
20
CH T
=t
= 40
=
% 20
é o | = Fertilizante
-1
_m = Fertilizante
1
4 . . | | . .
Biossurfactante 1 Biossurfactante 1
-1 -1
Tempo -1 Tempo 1

Figura 45: Gréafico das Médias Marginais do Planejamento Experimental para o Solo

Arenoso cuja Variavel de Resposta foi a Remogéo de TPH.

Da Figura 45, nota-se que ao se empregar a maior concentracao de fertilizante
no solo, pode-se obter um aumento na remocdo de TPH a medida que se aumenta a
concentracdo do biossurfactante no solo. Contudo, quando néo ¢ feita a correcdo de
nutrientes no solo, ndo é recomendada a adi¢do do biossurfactante, posto que se pode
obter uma menor remog¢édo de TPH. Possivelmente isso ocorreu, pois 0S microrganismos
degradaram mais facilmente o biossurfactante (TIEHM, 1994 apud CHRISTOFI e
IVSHINA, 2002), em funcdo da sua elevada biodegradabilidade e baixa toxicidade
(KOSARIC, 1996), em detrimento do 0Oleo diesel presente no solo, reduzindo assim os

percentuais de remocao.

Na Figura 46 € apresentado um grafico de superficie de resposta do
planejamento experimental para o solo arenoso, sob condi¢do anaerobia, que relaciona
as principais variaveis de interesse: biossurfactante, fertilizante e eficiéncia de remocéo
de TPH. A partir da Figura 46 é possivel observar a tendéncia no aumento da eficiéncia
de remocdo de TPH quando as concentragcdes do biossurfactante e do fertilizante

empregadas no solo forem maiores que aquelas avaliadas nos experimentos.
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Figura 46: Gréafico de Superficie de Resposta do Planejamento Experimental para o
Solo Arenoso sob Condicdo Anaerdbia cuja Varidvel de Resposta foi a Remocao de
TPH.

A Figura 47 apresenta a quantificacdo da populacéo de bactérias heterotroficas
totais anaerdbias (BAN) no inicio e no final dos ensaios nas diferentes condicdes
experimentais avaliadas no solo arenoso. Observa-se que pela adicdo de indculo, a
populacdo de bactérias anaerdbias nos biorreatores, onde foi realizado o bioaumento
(condicdes 1 a 10), aumentou de trés ordens de grandeza, atingindo o valor 10° NMP/g
solo, em média. Durante 0s experimentos, nos biorreatores de controle biético (BIO30,
B1045 e BIO60), a populacdo de BAN teve um aumento de quase duas ordens de
grandeza. Talvez, tais resultados tenham sido favorecidos em funcdo da facilidade da
extracdo de microrganismos do solo, visto que nos solos arenosos ndo ha formacéao de

grumos durante a extragdo como ocorre nos solos argilosos.
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Figura 47: Populacdo de Bactérias Heterotroficas Totais Anaerdbias (BAN)
Quantificada no Inicio e no Final nas Diferentes Condi¢Ges Experimentais Avaliadas no
Solo Arenoso.

Na Figura 48 é apresentado o monitoramento do pH inicial e pH final nas
diferentes condicOes experimentais avaliadas no solo argiloso. Observa-se que néo
houve uma queda do pH nesses biorreatores tdo destacada como nos experimentos em
solo argiloso. E importante ressaltar que nesses experimentos, diferentemente do que
ocorreu com os demais sob condicdo aerdbia, o pH inicial estava um pouco acima da
faixa considerada ideal para os microrganismos. Possivelmente, esses valores de pH
tenham influenciado na eficiéncia de remocédo de TPH sob condicdo anaerdbia. Segundo
LEAHY e COLWELL (1990), as taxas de biodegradacdo podem reduzir
significativamente quando o valor de pH se encontra acima de 8,5. Contudo,
comparando-se esses resultados com aqueles obtidos nos planejamentos experimentais
aerobios apresentados nas SecOes 4.4.2.1 e 4.4.2.2, ndo foram percebidas diferencas nos

percentuais de remocédo de TPH.
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Figura 48: Monitoramento do pH Inicial e pH Final nas Diferentes Condigdes

Experimentais Avaliadas no Solo Arenoso.
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4.6 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO PROCESsO EM CONDICAO

AEROBIA E ANAEROBIA

Nesta Secdo, buscou-se avaliar o desempenho do biossurfactante ndo se
considerando a variavel tempo, posto que a partir dos planejamentos experimentais
realizados, tanto em condicdo aer6bia quanto anaerdbia, esta ndo foi significativa
estatisticamente a um nivel de confianca de 95%. As comparacBes foram realizadas
entre as diferentes condi¢des experimentais e entre os solos empregados para se avaliar
a influéncia de cada variavel (teor de fertilizante e teor de biossurfactante) no percentual
de remocédo de TPH. As Figuras que serdo apresentadas foram construidas a partir das
médias das eficiéncias de remocao de TPH entre 30 e 50 dias, em condicdo aerobia, e 30

e 60 dias, em condicédo anaerdbia.

4.6.1 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO BIOSSURFACTANTE EM SOLO ARGILOSO

Nesta Secdo, avaliou-se 0 emprego do biossurfactante no tratamento do solo
argiloso em condicéo aerdbia e anaerdbia, a partir dos resultados obtidos. Na Figura 43
é apresentada uma comparacdo entre os empregos do fertilizante (condicdo F), do
biossurfactante (condicdo B) e da combinacéo entre estes (condi¢do F/B), em condicdo
aerobia e anaerobia. Além disso, na Figura sdo apresentados os resultados obtidos nos

biorreatores onde somente foi feita a adicdo de indculo nos solos (BIO).

Da Figura 49, pode-se observar que nos biorreatores onde somente foi feito o
bioaumento (BIO), os maiores percentuais de remoc¢do foram alcancados na condigédo
anaerdbia em torno de 32%, quase o dobro do que foi obtido sob condicao aerdébia. No
entanto, quando a comparagdo do desempenho do biossurfactante no tratamento do solo
argiloso (condicdo BIO/B) é feita, os valores obtidos oscilaram dentro de uma mesma
faixa de variacdo tanto em condicao aerobia quanto anaerobia. A principio, a presenca
ou a auséncia de oxigénio ndo influenciou significativamente na eficiéncia de remocéo
de TPH, mas quando sdo avaliadas as médias, 0 emprego de biossurfactante favoreceu

uma remocao um pouco maior sob condigdo aerobia.
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Figura 49: Comparacdo do Desempenho do Emprego do Fertilizante (BIO/F) e/ou
Biossurfactante (BIO/B) no Solo Argiloso sob Condicéo Aerdbia e Anaerdbia.

Quanto ao emprego do fertilizante no solo (condicdo BIO/F), observa-se que as
melhores eficiéncias alcancadas foram sob condicéo aerobia, em média, 72%. Quanto a
combinacdo dos efeitos promovidos pela adicdo de fertilizante e biossurfactante
(condicdo BIO/F/B), observa-se que os valores obtidos ndo foram expressivamente
maiores do que aqueles alcancados quando se empregou o fertilizante ou o
biossurfactante. Contudo, os melhores resultados foram obtidos sob condicdo aerdbia

nos biorreatores em que se fez a adigdo de ambos no solo argiloso.

A partir dos resultados, pode-se ainda considerar que em solos contaminados
cujo emprego de fertilizante ndo é necessario, 0s percentuais de remocao de TPH podem

ser aumentados com a adi¢do de biossurfactantes em ambas as condi¢Ges experimentais.
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4.6.2 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO BIOSSURFACTANTE EM SOLO ARENOSO

Nesta Secdo, avalia-se 0 emprego do biossurfactante no tratamento do solo
arenoso em condicdo aerGbia e anaerObia, a partir dos resultados obtidos nos
planejamentos experimentais. A Figura 50 apresenta uma comparacdo entre 0s
empregos do fertilizante (condi¢do F), do biossurfactante (condigéo B) e da combinacéo
entre estes (condicdo F/B), em condicdo aerdbia (1 e 2) e anaerobia. Os resultados da
condicdo aerébia 1 foram obtidos do planejamento experimental 23, apresentados na
Secdo 4.4.2.1, enquanto os da condicdo 2, foram provenientes do planejamento
experimental 2%, apresentados na Secdo 4.4.2.2. No gréfico de colunas também sdo
apresentados os resultados obtidos nos biorreatores onde somente foi feita a adi¢do de

indculo anaerdbio nos solos (BIO).
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Figura 50: Comparacdo do Desempenho do Emprego do Fertilizante (BIO/F) e/ou

Biossurfactante (BIO/B) no Solo Arenoso sob Condicdo Aerobia e Anaerdbia.
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Pode-se observar da Figura 50 que nos biorreatores onde somente foi feito o
aumento da populacdo microbiana, os melhores resultados foram alcangados sob
condicdo aerdbia, cujos percentuais atingiram um valor em torno de 30%; enquanto que

em condicdo anaerdbia esse percentual foi de 14%, em media.

Em relacdo a adigdo do biossurfactante no solo arenoso, pode-se observar que a
maior eficiéncia obtida foi sob condicdo aerdbia 1 cujo percentual foi 31%, enquanto
sob condicdo anaerdbia este foi 17%. Quanto ao emprego do fertilizante no solo
(condicdo BIO/F), os percentuais de remocdo de TPH oscilaram dentro de uma mesma
faixa de variagdo em ambas as condi¢es. Por conseguinte, o efeito da adicdo do
fertilizante no solo arenoso teve o mesmo comportamento nas condigdes aerobia e
anaerdbia. Ademais, observa-se que o emprego do fertilizante foi responsavel pelas
melhores remog¢fes quando comparado com 0s biorreatores onde se empregou o

biossurfactante (condicéo BIO/B).

Dentre todos os resultados, os melhores foram aqueles obtidos nos biorreatores
onde se adicionou o fertilizante e o biossurfactante no solo (condigdo BIO/F/B) cujos
percentuais foram 43% e 60%, respectivamente, sob condi¢do anaerobia e condicdo
aerobia 2. Segundo LEAHY e COLWELL (1990), essas taxas de degradacdo de
hidrocarbonetos sob condicdo anaerdbia tendem a ser menores que aquelas obtidas em
condicdo aerdbia. Apesar desse resultado observado em condicdo anaerdbia, a interacdo
entre as variaveis fertilizante e biossurfactante ndo foi considerada significativa
estatisticamente. Contudo, sob condicao aerdbia 2, essa interacdo entre as variaveis foi

significativa estatisticamente.
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4.6.3 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO BIOSSURFACTANTE EM SOLOS ARGILOSO E
ARENOSO EM CONDICAO AEROBIA

Nesta Secdo, avalia-se 0 emprego do biossurfactante no tratamento dos solos
argiloso e arenoso em condicdo aerdbia, a partir dos resultados obtidos nos
planejamentos experimentais. A Figura 51 apresenta uma comparagéo do desempenho
do emprego do fertilizante (condicdo BIO/F) e/ou do biossurfactante (condicdo BIO/B)
entre os solos argiloso e arenoso sob condicdo aerobia. Como dito na Sec¢édo 4.6.2, em
solo arenoso, os resultados da condicdo aerobia 1 foram obtidos do planejamento
experimental 2%, apresentados na Secdo 4.4.2.1, enquanto os da condicdo 2, foram
provenientes do planejamento experimental 22, apresentados na Secdo 4.4.2.2. Além
disso, na Figura 45 sdo apresentados também os resultados obtidos nos biorreatores

onde somente foi feita a adi¢do de in6culo anaerdbio nos solos (condicao BIO).
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Figura 51: Comparacdo do Desempenho do Emprego do Fertilizante (BIO/F) e/ou do
Biossurfactante (BIO/B) entre os Solos Argiloso e Arenoso sob Condigdo Aerdbia.
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Em condicdo aerdbia, observa-se que nos solos onde somente foi feito o
bioaumento, as melhores remocbes de TPH foram obtidas em solo arenoso, com
percentuais em torno de 30%. No entanto, quando foi feita a correcdo de nutrientes no
solo (condigdo BIO/F) e/ou adicdo de biossurfactante (condi¢cdo BIO/B), os melhores

resultados foram obtidos no solo argiloso.

Em relacdo ao emprego do biossurfactante, os percentuais de biodegradagéo do
6leo em solo arenoso podem ter sido influenciados pela necessidade do contato entre as
bactérias e a superficie hidrofébica (6leo) (ROSENBERG e ROSENBERG, 1981;
NOORDMAN et al., 2002). No solo arenoso, o biossurfactante pode ter reduzido esse
contato entre a célula microbiana e o 6leo (NEU, 1996), visto que este solo apresenta
uma maior permeabilidade em relacdo ao solo argiloso. Contudo, o solo argiloso,
devido a sua capacidade de sorcdo (FINE et al., 1997), provavelmente possibilitou uma

melhor interagdo microbiana com o 06leo resultando em maiores remogdes de TPH.

4.6.4 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO BIOSSURFACTANTE EM SOLOS ARGILOSO E

ARENOSO EM CONDICAO ANAEROBIA

Nesta Secgéo, avalia-se 0 emprego do biossurfactante no tratamento dos solos
argiloso e arenoso em condicdo anaerobia, a partir dos resultados obtidos nos
planejamentos experimentais. A Figura 52 apresenta uma comparagdo do desempenho
do emprego do fertilizante (condicdo BIO/F) e/ou do biossurfactante (condi¢do BIO/B)
entre os solos argiloso e arenoso sob condi¢do anaerdbia. No grafico de colunas também
séo apresentados os resultados obtidos nos biorreatores onde somente foi feita a adi¢do

de indculo anaerdbio nos solos (condicao BIO).
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Figura 52: Comparacdo do Desempenho do Emprego do Fertilizante (BIO/F) e/ou do

Biossurfactante (BIO/B) entre os Solos Argiloso e Arenoso sob Condi¢do Anaerobia.

Em condicdo anaerobia, observa-se que as melhores remogdes de TPH foram
alcancadas em solo argiloso cujo menor percentual obtido foi em torno de 32% na
condicdo BIO. Em relagdo ao solo argiloso, observa-se ainda que o uso de fertilizante

e/ou de biossurfactante, ndo promoveram variag0es significativas na remocéo de TPH.

Em relacdo ao solo arenoso, a melhor eficiéncia de remocdo de TPH em
condicdo anaerobia foi favorecida pela combinacdo da adicdo de fertilizante e
biossurfactante (condigdo BIO/F/B), sendo a Unica condigdo que justificaria 0 emprego
do biossurfactante combinado com a corre¢do de nutrientes no solo. Mesmo assim, a

remocao € bem inferior a determinada sob condicdo aerobia.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

e A adicdo de inoculo preparado em fase solida, previamente adaptado, favoreceu
a remocéo de TPH tanto em solo argiloso quanto arenoso, sob condicdo aerobia
e anaerobia, quando comparado com os controles bidticos que apresentaram
remocdes abaixo de 8%.

e As maiores eficiéncias de remogdo de TPH foram obtidas nos experimentos
realizados com solo argiloso tanto em condicao aerdbia quanto anaerdbia.

e A varidvel tempo na faixa avaliada ndo foi significativa estatisticamente em
todos os experimentos realizados em ambos 0s solos.

e Em condicdo aerdbia, o emprego de fertilizante e/ou biossurfactante em solo
argiloso promoveu um aumento na eficiéncia de remocdo de TPH, acima de
50%, enquanto nos reatores onde ndo se fez adicdo dos mesmos esta eficiéncia
foi aproximadamente de 21%, em 50 dias.

e Em condicdo aerdbia, a maior eficiéncia de remocdo de TPH obtida nos
experimentos realizados com solo argiloso foi 79,6%, em 30 dias, quando se
empregou uma maior concentracao de fertilizante e biossurfactante.

e Em condicéo aerobia, a adi¢do conjunta de biossurfactante e fertilizante no solo
arenoso resultou em uma eficiéncia de remocdo de TPH em torno de 30% e
60%, respectivamente, nos experimentos realizados com o0s planejamentos
fatorial 2° e 2%,

e Em condicéo anaerobia, as eficiéncias de remogédo de TPH variaram entre 52,6%
e 67,4% quando se empregou somente o biossurfactante em solo argiloso.

e Em condicdo anaerébia, o emprego de biossurfactante com a adicdo de
fertilizante no solo argiloso, os percentuais de remoc¢do de TPH foram 65,8% e
72,7%, respectivamente, 30 e 60 dias.

e Em condicdo anaerdbia, a correcdo de nutrientes no solo argiloso, o percentual
de remocgéo de TPH foi 63,2%, em 30 dias, e em 60 dias este valor foi 68,3%,
valores proximos daqueles obtidos quando se empregou o biossurfactante.

e Em condicdo anaerobia, em relagdo ao emprego do fertilizante no solo arenoso,
a remocéo de TPH atingiu um percentual de 30% em 60 dias, diferentemente do
que foi obtido quando somente se empregou o biossurfactante cujo valor foi
19,7%.
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e Em condicdo anaerdbia, a combinacdo do emprego de fertilizante e
biossurfactante no solo arenoso, a remog¢do somente atingiu um valor acima de
50% em 60 dias de experimentos.

e Diante dos resultados, a biorremediacdo de solos argilosos contaminados com
6leo diesel mostrou-se promissor, uma vez que as melhores remocgdes de TPH
foram alcancadas quando feita a correcao dos principais fatores que influenciam

a biodegradacao do contaminante.
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SugestBes

CAPITULO 6: SUGESTOES

e Empregar a cromatografia gasosa para melhor monitorar a biodegradacdo do
Oleo diesel ao longo do tempo, seja por meio da medicdo do CO, e CHy
produzido, seja pela quantificacdo residual dos compostos presentes no
contaminante no solo.

e Realizar ensaios de ecotoxicidade dos solos no inicio e apds o tratamento,
empregando o teste de atividade desidrogenasica, teste de mortalidade de
minhocas e teste de germinacao de sementes.

e Avaliar a interacdo do biossurfactante com as particulas do solo nas eficiéncias
de biodegradacéo do contaminante.

e Avaliar o efeito do biossurfactante quanto ao aumento da biodisponibilidade do
oOleo diesel no solo e as suas possiveis conseqliéncias.

e Auvaliar o efeito do biossurfactante quanto ao aumento da biodisponibilidade dos
nutrientes no solo e as suas possiveis consequéncias.

e Avaliar o emprego de surfactantes sintéticos na biorremediacdo do solo
contaminado por 06leo diesel.

e Monitorar e identificar as espécies microbianas presentes no solo durante os
experimentos.

e Quantificar a populagdo de bactérias hidrocarbonoclasticas em condi¢do de
anaerobiose.

e Avaliar e estabelecer uma condi¢do abidtica que permita monitorar a perda de

hidrocarbonetos de petrdleo por volatilizacéo.
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