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RESUMO

RIZZO, Andrea Camardella de Lima. Desenvolvimento de Biorreator Nao
Convencional para o Tratamento de Solos Contaminados por Petréleo..
Orientadores: Selma Gomes Ferreira Leite e Luis Gonzaga Santos Sobral . Rio de
Janeiro: UFRJ/EQ, 2008. Dissertacédo (Doutorado em Ciéncias).

Este trabalho objetivou selecionar, em escala laboratorial, uma configuragao
apropriada de biorreator a ser empregado no tratamento de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo, bem como definir as condigcbes de processo para operagao
do mesmo. Adicionalmente buscou-se adequar e otimizar, em microcosmos, as
necessidades nutricionais do consoércio microbiano envolvido no processo de
biorremediagdo de dois solos brasileiros contaminados com petréleo, avaliar o efeito da
incorporagado de material estruturante de origem organica e, complementarmente, avaliar
a eficiéncia do sistema de tratamento desenvolvido (biorreatores de bancada e biorreator
piloto) na redugao do teor de contaminante nos solos. Assim, foi concebido um biorreator
do tipo tambor fixo com agitador interno contendo pas (quatro diferentes configuragbes
foram testadas) que comprovou, através de testes mecanicos, ser eficiente na

homogeneizacgéo do conteudo do mesmo

Os resultados dos ensaios de biodegradabilidade em microcosmos e dos testes
em biorreator de bancada indicaram que tanto a aplicagédo da técnica de bioestimulo
quanto a incorporagao do material estruturante (serragem) refletiram positivamente na
atividade microbiana, podendo ser adotadas como técnicas auxiliares ao processo de
biorremediacdo dos dois solos estudados. No caso do bioestimulo, com corregao do teor
de nitrogénio do solo, a adigao de uréia se mostrou mais adequada do que a de nitrato de
soédio. Ja a incorporagao da serragem foi responsavel por um aumento significativo da

remocao do contaminante.

Nos ensaios realizados no biorreator piloto, a remoc¢cédo de HTP no solo 2 foi de
15% apds o bioestimulo, enquanto que no teste associando o bioestimulo a incorporacao
da serragem essa remocgao foi elevada para 35%, representando um aumento de cerca
de 2 vezes na eficiéncia do processo. A adicdo da serragem praticamente dobrou a taxa
diaria de remocao de HTP obtida apenas com a adi¢cao da uréia (de 0,14 para 0,26 mg
HTP/g solo.dia).

O biorreator apresentou desempenho satisfatério na conducdo do processo de
biorremediagéo, ficando comprovado que o sistema de homogeneizagdo, incluindo a

conformacgéo da pa instalada, interfere na eficiéncia de biodegradacao do 6leo cru. Além



disso, pode-se concluir que o aumento de escala refletiu diretamente no aumento na taxa
diaria de biodegradacao ja que na escala de bancada o valor maximo obtido foi de 0,18
mg HTP/g solo.dia enquanto que no biorreator piloto o valor chegou a 0,26 mg HTP/g
solo.dia (condigdes com bioestimulo e adicdo da serragem).
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ABSTRACT

RIZZO, Andrea Camardella de Lima. Development of an Unconventional Bioreactor
for Petroleum Contaminated Soils Treatment. Supervisors: Selma Gomes Ferreira
Leite and Luis Gonzaga Santos Sobral. Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 2008. Dissertation
(Doctorate on Science).

This work aimed at selecting, in laboratory scale, an appropriate bioreactor
configuration to be used in petroleum hydrocarbon contaminated soils, as well as defining
operational process conditions. Additionally, some experiments were conducted in
microcosms to adapt and optimize nutritional needs of the microbial consortium involved
in the bioremediation process of two Brazilian contaminated soils with crude oil as well as
to evaluate the effect of adding organic bulking agent. It was also evaluated the treatment
system (bench and pilot scale bioreactors) efficiency in reducing the soils contaminant
concentration. Thus, a fixed drum bioreactor containing an internal agitator equipped with
paddles (four different configurations were tested) was developed and proved, through

mechanical tests, to be efficient in homogenizing the bioreactor content.

The microcosms biodegradability tests results, as well as bench bioreactor’s,
indicated that biostimulation and bulking agent addition (sawdust) had positive effects in
microbial activity and could be adopted as auxiliaries bioremediation techniques to the two
studied soils. In biostimulating the soil with nitrogen content correction, urea addition was
more appropriate than the addition of sodium nitrate. Already, sawdust incorporation was

responsible for a significant increase of contaminant’s removal.

In pilot scale bioreactor experiments, soil 2 TPH removal, after biostimulation, was
15%, while contaminant removal after biostimulation associated to sawdust incorporation
was 35%, representing an increase as high as twice the previous efficiency. Sawdust
addition doubled, approximately, the TPH daily rate removal obtained with urea addition
only (from 0.14 to 0.26 mg TPH/g soil.day).

Bioreactor showed a satisfactory acting in conducting the bioremediation process,
proving that the homogenization system, including paddle’s design, interferes in crude oil
biodegradation efficiency. Besides, it can be concluded that the scale increase reflected
directly in TPH daily rate removal, since maximum obtained value in bench scale was,
after biostimulation and sawdust addition, 0.18 mg TPH/g soil.day, reaching 0.26 mg

TPH/g soil.day in pilot scale bioreactor.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Com o processo de industrializacdo e o desenvolvimento de tecnologias e produtos
cada vez mais avangados, nao s6 o progresso e o bem-estar foram gerados. Problemas
ligados a poluicdo ambiental se acentuaram e trouxeram como consequéncia a
necessidade da conscientizagdo quanto a importancia da restrigdo de langamentos
indiscriminados de poluentes nos solos, rios, lagos, oceanos e na atmosfera, bem como

de investimentos no desenvolvimento e implementac&o de tecnologias de remediacéo.

A industria petroleira brasileira, como exemplo, principalmente refinarias e areas de
producao de petréleo, eventualmente se depara com vazamentos de 6leo cru e/ou seus
derivados, que atingem tanto os recursos hidricos quanto os solos. As tecnologias para
tratamento de aguas contaminadas com hidrocarbonetos encontram-se em um estagio de
desenvolvimento bem mais avancado em comparagdo com as tecnologias para o
tratamento de solos impactados. Em decorréncia desta realidade torna-se cada vez mais
urgente a necessidade de se desenvolver e aplicar tecnologias eficientes de tratamento
dos solos contaminados por hidrocarbonetos de petrdleo, que apresentem grande

contaminagéo organica, mas tempo e custo de processo reduzidos.

O elevado potencial do uso de microrganismos, apontados na literatura como
agentes degradadores das mais diversas substancias, indica o tratamento biolégico como
um dos mais eficientes modos de reduzir os efeitos adversos dos hidrocarbonetos sobre
o meio ambiente (ALEXANDER, 1999). Desta forma, a aplicagcdo de técnicas de
biorremediacdo vem se destacando como uma das estratégias mais promissoras a serem
adotadas no tratamento de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo
(TRINDADE, 2002). Segundo Providenti et al. (1993), a biorremediacao, ao contrario dos
processos fisicos e quimicos, é considerada como um método seguro, eficiente e mais

barato para remocgao de poluentes perigosos.

O termo biorremediagdo engloba a familia de tecnologias que se baseiam na
atividade microbiana para degradar compostos organicos, resultando na sua
transformacdo em metabolitos ou na mineralizagdo dos contaminantes (MOLINA-
BARAHONA et al., 2004; NAKAGAWA e ANDREA, 2006).

Segundo Bernoth et al. (2000), tanto compostos organicos como inorganicos podem
ser biodegradados ou transformados através de processos microbianos. Nas aplicagbes

mais comuns da biorremediagado, os microrganismos naturalmente presentes nos solos



ou aguas contaminados s&o estimulados a degradar os contaminantes orgénicos, como
hidrocarbonetos de petréleo, através da manipulacdo de condigcbes ambientais tais como

suprimento de oxigénio, concentragado de nutrientes e teor de umidade.

A biorremediacdo engloba uma série de tecnologias e técnicas distintas para
tratamento ndo s6 de solos, como também de aguas contaminadas e outros residuos, e
que podem ser classificadas como processos de tratamento ex-situ ou in-situ (KHAN et
al.,, 2004). Os processos de tratamento ex-situ sao aqueles que envolvem a remocgao
fisica do material contaminado do local original e 0 encaminhamento do mesmo para o
processo de tratamento em si, que ocorre em outro local (BOOPATHY, 2000). Por outro
lado, os processos de tratamento in-situ sdo baseados no estimulo a biodegradagao de
contaminantes no solo e da agua, sem a escavacdo da camada contaminada do solo,
através da adicao de nutrientes (principalmente nitrogénio, fosforo e potassio), oxigénio e,
em alguns casos, microrganismos. Normalmente os processos de tratamento in-situ séo
associados a sistemas de bombeamento e recirculagdo de &agua, de forma a
transportar/suprir nutrientes e oxigénio aos aquiferos contaminados e solos associados
(ROSS, 1990/91).

Dentre as principais tecnologias empregadas na biorremediagdo podem ser citadas:
“Bioventing” (ou bioventilacado), “Air Sparging”, "Biosparging” “Bioslurping” (ou extracao
multifasica), “Pump-and-treat” (ou bombeamento e tratamento), Fitorremediagéao,
“Landfarming”, Biopilhas e os Biorreatores (ROSS, 1990/91; BARKER et al, 1995;
ALEXANDER, 1999; BERNOTH et al., 2000; BOOPATHY, 2000; JORGENSEN et al.,
2000; SEMPLE et al., 2001; TRINDADE, 2002; KHAN et al., 2004 SEABRA et al, 2006;
SANTOS, 2007). Estas podem estar associadas a técnicas especificas visando o
aumento da atividade microbiana como, por exemplo, o bioestimulo, o bioaumento, a

adicao de biossurfactantes e a incorporagao de materiais estruturantes.

Atualmente, cresce o numero de trabalhos envolvendo o uso de biorreatores para
tratamento de solos contaminados e de residuos sélidos (PROVIDENTI et al., 1993;
GRAY et al., 1994; PUSKAS et al., 1995; BANERJI et al., 1995; BANERJEE et al., 1995;
SANER et al., 1996a; SANER et al., 1996 b; URURAHY, 1998; BRINKMANN et al., 1998;
RICHNOW et al., 2000; NANO et al., 2003; TROQUET et al., 2003; WARD et al., 2003;
KHAN et al., 2004; PURWANINGSIHA et al., 2004; COLLINA et al., 2005; ARRAR et al.,
2007).



No caso especifico da biorremediacao de solos contaminados, tanto a aplicacao de
técnicas de tratamentos in-situ, quanto de tratamentos ex-situ em fase soélida, muitas
vezes tornam-se inviaveis sob o ponto de vista técnico (limitagbes geoldgicas da area
contaminada, dificuldades operacionais, fortes influéncias climaticas dentre outros) e/ou
econdbmico (custo elevado). Desta forma, a utilizagdo de biorreatores surge como uma
alternativa interessante, apresentando como principais vantagens a possibilidade de
monitoramento continuo do desempenho do sistema, o controle das condi¢des ideais de
processo, imprescindiveis a manutengio da atividade microbiana, e o reduzido tempo de
remediacdo (TRUAX et al., 1995; STROO et al., 1997; WOO E PARK, 1999; RICHNOW
et al., 2000; WARD et al., 2003; GOGOI et al., 2003; SANTOS, 2007). Dentre outros
fatores que fortalecem esta tendéncia, chama-se atengao para o fato de que o movimento
restrito dos microrganismos no solo, em muito afeta a biodegradagéao dos contaminantes,
dado seu reduzido acesso aos nutrientes e aos proprios contaminantes a serem
degradados (PROVIDENTI et al.,, 1993). Em um biorreator essa limitagdo pode ser
totalmente contornada através da instalagdo de um sistema de homogeneizagao/mistura

adequado.

O emprego de biorreatores torna-se uma alternativa ainda mais promissora nos
casos de contaminagado de solos tropicais (de natureza argilosa), em fungcdo da baixa
aplicabilidade das demais técnicas de biorremediacdo neste tipo de solo. Isto se deve,
em especial a formagdo de um sistema e mistura deficiente j4 que a baixa
permeabilidade apresentada por esse tipo de solo dificulta a incorporagao de oxigénio e
nutrientes fundamentais a biodegradagao. No tratamento em biorreatores esta dificuldade

€ contornada através de sistemas eficientes de homogeneizagao e aeragao.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho de tese de doutorado foi selecionar, em
escala laboratorial, a melhor configuragdo de um biorreator a ser empregado no
tratamento de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, bem como definir as

condic¢des ideais de operagdo do mesmo.

Os objetivos especificos foram:

= Adequar e otimizar as necessidades nutricionais do consércio microbiano
envolvido no processo de biorremediacdo de dois solos contaminados com

petroleo em microcosmos.

= Avaliar o efeito da incorporacdo de material estruturante de origem organica aos

solos estudados.

= Avaliar o desempenho de configura¢des de biorreatores que comportem maiores

teores de solidos.

= Avaliar a eficiéncia do sistema de tratamento desenvolvido (biorreator) na redugao

do teor de 6leo contaminante dos dois solos estudados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Petroleo: origem, composicao e atividades potencialmente poluidoras

Ao longo da historia da Terra, grande quantidade de organismos animais e vegetais
foi, lentamente, depositando-se no fundo dos lagos e mares. Pela agao do calor e da
pressao, provocada pelo seguido empilhamento das camadas geoldgicas, estes
depdsitos organicos foram transformados, face as reagdes termoquimicas, em petréleo
(6leo cru e gas). O petroleo bruto possui em sua composicdo moléculas de
hidrocarbonetos, cujas fracbes leves formam os gases e as fragdes pesadas o 6leo cru.
Por isto, o petréleo é definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sdlidos,
liquidos e gasosos (CORREA, 2003).

O petréleo foi um dos primeiros recursos naturais que nossos antepassados
aprenderam a usar. No entanto, sua utilizagcdo mais intensa s6é comegou por volta de
1847 quando um comerciante de Pittsbourg (Pensilvania, EUA) comegou a engarrafar e
vender petroleo proveniente de vazamentos naturais, para ser utilizado como lubrificante
(CORREA, 2003). Cinco anos mais tarde (1852), um quimico canadense descobriu que o
aquecimento e a destilagdo do petrdleo produzia um liquido que podia ser utilizado em
lampadas, o querosene. No entanto, somente em agosto de 1859 foi perfurado o primeiro
poco de petrdleo em Titusville, Pensilvania (EUA). A partir dai o petréleo passou a ser
utilizado em larga escala, substituindo os combustiveis disponiveis, principalmente o
carvao, na industria, e os 6leos de ricino e de baleia, na iluminagdo. Com a invencao dos
motores a explosdo, no final do século XIX, teve inicio o emprego de fragbes até entado
desprezadas do petréleo, e suas aplicagbes multiplicaram-se rapidamente. No final do

século XIX, dez paises ja extraiam petrdleo de seus subsolos (PETROBRAS, 2005).

No Brasil, apesar das primeiras concessodes terem sido outorgadas pelo Imperador
em 1858, na Bahia, e da primeira perfuracao ter sido realizada no final do século XIX em
Bofefes, Sdo Paulo, foi somente a partir de 1919 que as atividades de perfuracao se
tornaram mais frequentes. Em 1939, na localidade de Lobato, na Bahia, foi obtido
petréleo pela primeira vez no territorio brasileiro, surgindo assim a industria nacional do
petroleo (PETROBRAS, 2005).

O petréleo € uma matéria—prima essencial a vida moderna, sendo o componente
basico de mais de 6.000 produtos. Dele se produz gasolina, combustivel de aviagao, gas

de cozinha, lubrificantes, borrachas, plasticos, tecidos sintéticos, tintas e até mesmo



energia elétrica. O petréleo é responsavel ainda por cerca de 34% da energia utilizada no
Brasil (PETROBRAS, 2005).

Conforme citado anteriormente, o petrdleo € um produto da decomposicdo de
matéria organica armazenada em sedimentos, que migra através de aquiferos e fica
aprisionado em reservatorios. Aproximadamente 600 bilhdes de barris de petréleo ja
foram extraidos do subsolo, porém, muito 6leo adicional tem sido localizado por
perfuragcbes e ainda esta para ser extraido. No entanto, uma grande quantidade
permanece para ser encontrada. Estima-se que, considerando todas as bacias
sedimentares do mundo, algo em torno de 1,5 e 3,0 trilhbes de barris de petréleo poderao
ainda vir a serem descobertos (CORREA, 2003).

Da etapa de exploracdo até a comercializacdo de seus derivados (“do pocgo ao
posto”) alguns impactos ambientais podem ser identificados durante o processamento do
petréleo. Esses impactos vao desde as conseqiéncias dos estudos sismicos realizados
na etapa de exploragdo, passando pela geracdo de residuos (solidos e liquidos) e
emissdes atmosféricas durante o processo de refino, até as conseqiéncias de eventuais

vazamentos acidentais ocorridos em terra ou em mar (CORREA, 2003).

Nas fases de perfuracdo e produgao, os cuidados maiores sdao com o langamento
de residuos, entre eles a lama de perfuracédo, além da prevencédo e do controle de
acidentes nos pocos. No transporte de petrdleo e derivados a preocupacido é com a
adocdo de medidas preventivas e de controle, para evitar derrames de O6leo. Nas
refinarias, tém sido desenvolvidos e implantados sistemas de tratamento para todas as
emissdes atmosféricas potencialmente poluidoras (chaminés, filtros, etc.) e para os
despejos liquidos, que sao tratados por processos fisico-quimicos e/ou biolégicos. Ja os
residuos soélidos podem ser encaminhados para reciclagem (quando possivel) ou serem
tratados em unidades de recuperacdo de O6leo e/ou de tratamento bioldgico
(biorremediacao) (PETROBRAS, 2005). Pode-se afirmar que de todas as etapas que
compdem a cadeia produtiva do petréleo, o transporte, a exploragao e produgao em terra

€ a comercializagio sao as que potencialmente podem vir a poluir os solos.
3.2. Solo
3.2.1. Aspectos gerais

O planeta Terra é constituido de 3 partes, a atmosfera, a hidrosfera e a geosfera,

que interagem constantemente entre si através da acado de agentes fisicos, quimicos e
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biolégicos. Dessa interagdo permanente surgiu o solo, definido como uma mistura de
compostos minerais e organicos, que continua em constante transformacao, pois as
interagbes ndo param de acontecer. Além disso, a acdo antropogénica tem agilizado de

forma assustadora essas transformacdes (LUCHESE et al., 2001).

Sob a agao do conjunto de fenémenos bioldgicos, fisicos e quimicos, o solo comega
a se formar, organizando-se na forma de camadas sobrepostas de aspecto e constituicao
diferentes. Essas camadas s&o aproximadamente paralelas a superficie, e denominadas
horizontes. O conjunto de horizontes, num corte vertical que vai da superficie até o
material semelhante ao que deu origem ao solo é o perfil do solo. O perfil de um solo
completo e bem desenvolvido possui basicamente seis tipos de horizontes, que
costumavam ser chamados de “horizontes principais” (Figura 3.1) e séao
convencionalmente identificados pelas letras maiusculas O, A, E, B, C e R (NRCS Soils)
(LUCHESE et al., 2001).

10 - Horizante com predominincla de restos argdnicos.

A—Hmmrdmweﬂdnp&
scumulacio de malérsa orphnica

E- I-imlr_nmademrudam de onde ag anglles
& oulras particules finas foram keiviades pelas
Byuss perculantes

B- Hmdaﬁmuhﬂnda maberisis
pravenientes horzarntes superions,
nomeadaments arglas. .

Podaapremrmmn vermehadas, devide
& presanca de dxidos e hidrdxidos. de Tarma.

C-Harlzomte constituids par material rda
consolidade.

R- Rocha consolldada.

Figura 3.1. Esquema de um perfil de solo mostrando os principais horizontes
(Fonte: SANTOS, 2007)

O termo solo, muitas vezes, é designado somente para a camada mais superficial
de 20-30 cm de espessura, correspondendo a parte do horizonte A. Nesse caso mais

restrito, os horizontes B e C sdo conhecidos como subsolo.

Em um solo encontram-se trés fases fundamentais: a sélida, a liquida e a gasosa.
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A fase solida ocupa 50%, em média, do volume total de um solo, sendo constituida
por minerais provenientes da decomposicdo da rocha mae pela meteorizacido ou
intemperismo, e da matéria organica, em constante processo de mineralizagdo e
humidificacdo. A concentracdo de matéria organica presente em um solo pode variar de
0,5% em solos desérticos até 95% em solos turfosos, sendo que essa concentragao
normalmente decresce a medida que a profundidade do solo aumenta (LUCHESE et al.,
2001).

A fase liquida, ou solucado do solo, encontra-se nos espacgos vazios da fase sélida,
denominados de poros do solo, e pode ocupar entre 15 e 35% do volume total do solo.
Nessa solucdo encontram-se os nutrientes na forma ibnica ou complexados (LUCHESE
etal., 2001).

Da mesma forma, a fase gasosa, ou ar do solo, encontra-se nos poros da fase
solida e, por esse motivo, disputa o mesmo espago com a fase liquida. Seus volumes séo
inversamente proporcionais. Num momento de capacidade maxima de retencédo de agua
de um solo, o teor de ar deste solo tende a zero. O ar do solo assemelha-se ao ar
atmosférico, pois provém deste. No entanto, a atividade biolégica no solo, dentre outros
fatores, pode causar alteracbes na composi¢gdo do mesmo (LUCHESE et al., 2001). A
composi¢cdo dos solos pode ser variavel, sendo normalmente dependente das
caracteristicas da sua formagao. Porém, de modo geral, costuma-se dizer que um solo
constitui-se de: 20-30% de ar, 20-30% de agua, 45% de minerais e 5% de matéria

organica.

3.2.2. Contaminagao dos solos

O solo é reconhecido como um recurso natural basico, sendo um componente
fundamental dos ecossistemas e dos ciclos naturais, um reservatério de agua, um
suporte essencial da atividade agricola e um espacgo para as atividades humanas. No
entanto, a integridade desse recurso pode, algumas vezes, ser comprometida por
atividades antropogénicas inerentes ao desenvolvimento socio-econdmico da
humanidade, quando as mesmas sdo realizadas sem o comprometimento com a
preservacdo ambiental. A degradacdo do solo pode ocorrer por meio da desertificagéo,
pelo uso de tecnologias inadequadas, pela falta de conservagdo, pela destruicdo da
vegetacao (desmatamento ou queimadas), dentre outros

(http://www.ambientebrasil.com.br, 2005).
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A contaminacao do solo e do subsolo consiste na deposicao, disposi¢ao, descarga,
infiltracdo, acumulagao, injecdo ou aterramento de substancias ou produtos poluentes,
em estado sdlido, liquido ou gasoso. Assim, pode-se concluir que essa contaminagao
ocorrera sempre que houver adicdo de compostos que modifiguem as caracteristicas
naturais do solo e suas utilizagbes, produzindo efeitos negativos no mesmo (AMBIENTE
BRASIL, 2005).

A contaminacédo de solos pela introdugéo de éleo no meio ambiente ndo se constitui
em uma novidade; ao contrario, ha registros desse tipo de poluicdo desde 1754. No
entanto, conforme citado por Ururahy (1998), foi a partir da década de 60 que as
atengdes se voltaram para essa realidade e varias técnicas de tratamento passaram a ser
adotadas. Essas técnicas baseiam-se em processos fisicos (lavagem, extragdo a vapor),
quimicos (extracdo por solvente, processos oxidativos avangcados - POAs,
desalogenagdo quimica, corregbes superficiais), térmicos (dessor¢cao térmica,
incineracdo) e bioldgicos (‘landfarming”, biopilhas, biorreatores etc.). No entanto, o tipo
de tratamento a ser adotado deve ser analisado individualmente, avaliando-se as
peculiaridades de cada contaminante e os custos envolvidos. Na Tabela 3.1 encontram-
se os custos relativos a alguns dos diferentes tipos de tratamento empregados para solos

contaminados.

Tabela 3.1. Custo estimado de remediagao de solos para diferentes tipos de
tratamento. (Fontes: SANTOS, 2007; SEMPLE et al. apud TRINDADE, 2002.)

CUSTO ESTIMADO DE REMEDIACAO
LS (US/ TONELADA)
Remocéao para Aterros Acima de 100
Processos Fisicos:
Lavagem do solo 25-150
Lavagem fisico-quimica 50-175
Extracdo a vapor 75
Processos Quimicos:
Extracao por solvente 50-600
Desalogenacao quimica 175-450
Corregoes superficiais 10-25
Tratamentos Térmicos:
Dessorgao térmica 25-225
Incineragao 50-1200
Tratamentos Bioldgicos:
Air sparging e Biosparging 20-50
Bioslurping (custo de implantacao) 200.000
Landfarming 10-90
Bioventilagao 15-90
Biorreatores de lama 30-85
Biopilhas 15-35
Fitorremediacgao O custo da remediagdo de um acre
(40470 mz) de solo contaminado para
uma profundidade de 50 cm é estimado
ser de US$60 a US$100 mil.
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No que toca aos processos biolégicos de tratamento de solos, uma variedade de
tecnologias ja sao utilizadas freqientemente e novas e promissoras ferramentas tém sido
desenvolvidas a fim de alcangar estagios avangados de tratamento, conforme podera ser
verificado oportunamente ao longo desse trabalho. No entanto, a aceitagdo da
biorremediagdo como uma tecnologia viavel, ainda depende da relacéo custo/beneficio e
0s métodos empregados precisam ter no maximo os mesmos custos dos tratamentos
quimicos e fisicos existentes (TRINDADE, 2002).

3.3. Biorremediagao: Aspectos Gerais e Fatores que Afetam o Processo

Varias sdo as definicbes encontradas na literatura, porém destaca-se a adotada
pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA) de cunho genérico sobre a
pratica da biorremediacédo: Biorremediagdo é o processo de tratamento que Uutiliza a
ocorréncia natural de microrganismos para degradar substancias toxicamente perigosas
transformando-as em substancias menos ou né&o toxicas. Ja o Escritorio de Estudos
Geologicos do Departamento do Interior do Governo Americano (USGS), por sua vez,
adota a definicdo do American Heritage Dictionary of the American Language que define
biorremediacdo como: O uso de agentes biolégicos tais como bactérias e plantas, para
remover ou neutralizar contaminantes, como poluentes do solo e da agua (CHAPELLE
apud MARTINS et al., 2003).

Seja qual for a definicdo adotada, o fundamental para que o processo de
biorremediacdo ocorra de forma eficaz € o correto estabelecimento de condigbes
ambientais adequadas. Caso isto nao acontega, o crescimento e a sobrevivéncia dos
microrganismos envolvidos no processo de degradacido serdao severamente afetados e,

consequentemente, a biorremediacdo dos compostos poluentes ficara comprometida.

Do ponto de vista pratico, segundo Moreira e Siqueira (2002), a biorremediacao é
fundamentada em trés aspectos microbioldgicos principais, os quais serdo abordados ao
longo do presente trabalho:

a). A existéncia de microrganismos com capacidade catabodlica para degradar o
contaminante;

b). A disponibilidade ou a acessibilidade do contaminante ao ataque microbiano ou
enzimatico;

c). A existéncia de condigbes ambientais adequadas para o crescimento e atividade do

agente biorremediador.
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Providenti et al. (1993) afirmam que as condi¢des ambientais podem afetar o
processo de biodegradacdo em dois niveis: influenciando o crescimento e a atividade
microbiana e influenciando também as propriedades fisicas e quimicas dos poluentes. Os
efeitos das diferentes condicoes ambientais impostas ao sistema
solo/poluentes/microbiota podem ser interativos, o que torna dificil prever um modelo de
comportamento deste sistema. A otimizagdo das condigdes ambientais é, portanto, uma
etapa fundamental no desenvolvimento de qualquer tecnologia a ser adotada no

processo de biorremediagdo de solos contaminados.

A seguir sdo apresentados alguns dos principais fatores que afetam o processo de

biorremediacédo de solos contaminados por hidrocarbonetos de petroleo.

3.3.1. Aeragao

Condigbes aerdbias sao necessarias para que ocorra a biodegradagao
relativamente rapida de hidrocarbonetos de petrdleo, uma vez que a degradagao
anaerdbia destes compostos ja foi demonstrada como sendo extremamente lenta
(BANERJI et al., 1995).

O oxigénio é utilizado pelos microrganismos ndao s6 como aceptor final de elétrons
na respiracdo aerobia, mas também como substrato nas reagdes biodegradativas
catalisadas pela enzima oxigenase. Isto inclui o rompimento dos anéis, a hidroxilagdo dos
compostos aromaticos e a oxidagdo dos compostos alifaticos (PROVIDENTI et al., 1993).
A adequada aeragao do sistema solo/contaminante é, portanto, essencial ao processo de

biodegradacgao aerdbia.

3.3.2. Nutrientes

Em geral, para sobreviver, os microrganismos necessitam de fontes de nutrientes e
de um aceptor final de elétrons. Organismos aerébios envolvidos no processo de
biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo, como citado
anteriormente, utilizam o oxigénio como o aceptor final de elétrons e o carbono organico,
proveniente dos contaminantes, como fonte de carbono. Nitrogénio, fosforo e potassio
sdo, por sua vez, os principais nutrientes inorganicos adicionados, se necessario, durante
0s processos de biorremediagcdo. Com o objetivo de prevenir limitagdes nutricionais
durante o tratamento bioldgico utiliza-se, normalmente, a relagdo C:N:P:K de 100:10:1:1,
baseada no teor de carbono organico (LALLY e RUSSEL, 1996). No entanto, Deuel e
Holliday (1997) sugerem uma relagéo C:N:P:K de 150:1:0,25:0,25 como sendo suficiente
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para suportar o crescimento e a atividade microbiana durante o processo de degradacgao

de poluentes organicos em solos.

O nitrogénio pode ser adicionado na forma de uréia, cloreto de amdnio ou nitrato de
amoénia. Segundo Alexander (1999), essas fontes de nitrogénio sdo facilmente
assimiladas pelo metabolismo bacteriano. Ja o fésforo pode ser adicionado na forma de
fosfato de sddio, fosfato de potassio, sais orto-fosférico e polifosfato (DEUEL e
HOLLIDAY, 1997).

Muitos estudos relatam que a adicdo de nitrogénio e fésforo aumenta a
biodegradacao de dleo cru e seus derivados, sem que sejam observados danos ao meio
ambiente (LEAHY e COLWELL, 1990; MARGESIN e SCHINNER, 1997; LIN et al., 1999;
WALWORTH et al., 1997). No entanto, em estudo visando o estabelecimento das
relagbes nutricionais adequadas para a biorremediacdo de solo areno-argiloso
contaminado por O6leo cru, Soriano (2001) verificou que dosagens excessivas,
principalmente do nitrogénio, podem interferir negativamente no processo de
biodegradacdo. O mesmo efeito inibitorio foi comprovado por Trindade et al. (2005) tendo

como base estudos realizados por Walworth et al. (2001).

3.3.3. Umidade

Durante o processo de biorremediagao de solos contaminados o teor de umidade
deve ser mantido entre 50-80% da capacidade de campo do solo para que taxas 6timas
de degradacéao sejam obtidas (DEUEL e HOLLIDAY, 1997). Woo e Park (1999) citam que
para o caso especifico do tratamento em biorreatores, na pratica, o teor de umidade
necessario a operacgao otima do sistema vai variar de acordo com a textura do solo

contaminado.

Sabe-se que reduzidos teores de umidade afetam negativamente o metabolismo
microbiano, a movimentagdo dos microrganismos no solo, assim como o transporte dos
nutrientes através deste. Por outro lado, teores excessivos de umidade limitam o
transporte de oxigénio no solo (PROVIDENTI et al., 1993). A definigdo do teor de
umidade adequado a ser adotado no tratamento biolégico de solos contaminados, seja
em biorreatores, seja em biopilhas ou “landfarming”, constitui-se portanto, na etapa

fundamental da otimizag¢ao do processo de biorremediagao.
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3.3.4. pH

A atividade microbiana é fortemente dependente do pH do meio. Da mesma forma,
a solubilidade dos contaminantes e a sorcao destes ao solo podem variar em fungao do
pH (PROVIDENTI et al., 1993). Segundo Alexander (1999), a biodegradacao tende a ser

mais efetiva nas faixas de pH em torno da neutralidade.

3.3.5. Temperatura

A temperatura tem profundo efeito ndo sé nas caracteristicas fisicas (solubilidade,
sor¢ao, viscosidade, volatilizagdo) dos contaminantes presentes no solo, mas também no
metabolismo microbiano (PROVIDENTI et al., 1993; BANEJI et al, 1995). Em
temperaturas baixas, hidrocarbonetos liquidos se transformam em parafinas sodlidas,
hidrocarbonetos soluveis precipitam e ocorre uma queda consideravel na solubilidade
destes. Estas caracteristicas fisicas alteradas podem interferir significativamente na
disponibilizagdo destes contaminantes para os microrganismos responsaveis pela

biodegradacéo, afetando assim as taxas de degradagao dos mesmos.

3.3.6. Agitagcao

Os microrganismos, como se sabe, ndo se dispersam facilmente no solo e néo
possuem a habilidade de se movimentar de um ponto de contaminacéo para outro. Este
movimento restrito dos microrganismos no solo pode afetar severamente a
biodegradagido dos contaminantes, uma vez que o substrato precisa estar disponivel e
acessivel tanto para os microrganismos quanto para suas enzimas extracelulares, para
que a metabolizagcdo dos mesmos ocorra (PROVIDENTI et al., 1993). O movimento é
importante para que os microrganismos atinjam as interfaces onde nutrientes,
contaminantes e outros microrganismos estejam agregados. Para que a biodegradacéo
efetiva de compostos pouco sollveis ocorra € necessario um contato estreito entre as

células e os poluentes.

A adicdo de agua, citada por muitos autores como uma alternativa atrativa, pode
auxiliar no aumento do movimento microbiano, porém, esbarra na possibilidade de
lixiviagdo dos poluentes para o lencol freatico (no caso de tratamento in-situ) e na
limitagdo ao transporte de oxigénio no meio, quando teores excessivos de umidade sao
adicionados (PROVIDENTI et al., 1993).

Freqlentemente a agitacdo mecanica, utilizada em algumas técnicas de
biorremediacdo para aumentar a aeragao do solo, facilita também a dispersdo deste
microrganismos degradadores (PROVIDENTI et al., 1993). Diferentes sistemas de

agitacdo vém sendo estudados de forma a maximizar o contato entre microrganismos e
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contaminantes durante o processo de biorremediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo (ALEF e NANNIPIERI, 1995;

http://www.icp.ecp.com/home/oferta/icp/pos-semi-biodegradacion.htm, 2003).

3.3.7. Disponibilizagao dos contaminantes

A baixa disponibilizagdo, para os microrganismos, de muitos dos contaminantes
encontrados em solos € um dos principais fatores que interferem no processo de
biodegradagdo. Mesmo quando microrganismos capazes de degradar os poluentes estao
presentes no sistema e todas as condigdes ambientais estdo adequadas, a
impossibilidade destes microrganismos em entrar em contato com os compostos
poluentes pode vir a interferir negativamente nas taxas de degradagdo (PROVIDENTI et
al., 1993; SEMPLE et al., 2004; HAWS et al.,2006).

N&o séo so as limitagbes relacionadas ao movimento restrito dos microrganismos
no solo, citadas anteriormente, que podem afetar severamente a biodegradacao dos
contaminantes. Varios autores (PROVIDENTI et al., 1993; ALEF e NANNIPIERI, 199;5
BOOPATHY, 2000) indicam que a baixa solubilidade dos contaminantes & um dos fatores
que pode influenciar no crescimento microbiano e, conseqientemente, na biodegradacgao

dos hidrocarbonetos.

Adicionalmente, sdo sugeridos outros possiveis fatores limitantes a biodegradacgao
como, por exemplo, a ndao emulsificacdo adequada dos hidrocarbonetos, o que resulta
em pequenas areas superficiais para contato com as células microbianas. Sabe-se que,
microrganismos que apresentam a capacidade de adesdo a compostos hidrofébicos
podem solubiliza-los e, assim, promover a metabolizagdo e a degradacdo dos mesmos
(PROVIDENTI et al., 1993). Sendo assim, uma tentativa de incrementar a metabolizagéo
e conseqientemente a biodegradacao de hidrocarbonetos € aumentar a solubilizagao

destes compostos empregando, por exemplo, surfactantes (ALEXANDER, 1999).

3.3.8. Tipo de solo

No caso do tratamento bioldgico de solos contaminados, o tipo de solo a ser tratado
também exerce papel importante na determinacao da eficiéncia da biodegradacgéo (PALA
et al., 2006).

A metabolizagdo e a biodegradagdo de muitos poluentes podem ser limitadas pela
sor¢do (adsorgdo ou absor¢cdo) dos compostos aos componentes do solo. A sor¢do é
responsavel pelo “aprisionamento” dos contaminantes, removendo-os do estado

dissolvido. Se os compostos encontram-se fortemente sorvidos, eles podem se
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apresentar indisponiveis aos microrganismos, limitando assim a sua biodegradagao. Por
outro lado, a sorgédo pode reduzir/minimizar alguns dos efeitos toxicos dos poluentes no
solo através da baixa disponibilizacdo dos mesmos. Desta forma, o comportamento dos
contaminantes no solo ¢ influenciado pela competicdo dos processos de biodegradacgao
e sorcao (PROVIDENTI et al., 1993). Em geral, a sorgdo de compostos hidrofobicos
neutros em solos € dependente do teor de matéria organica presente neste solo.
Segundo Providenti et al. (1993) a sorgao aumenta com o aumento do percentual de

matéria organica e, consequientemente, a biodegradagao diminui.

Scherr et al. (2007), em recente trabalho de avaliagdo das interagdes existentes
entre os compostos organicos e os constituintes do solo, verificaram que o tipo de solo
interfere diretamente na extensdo da biodegradagdo dos contaminantes sob dois
aspectos: i). na biodisponibilidade do contaminante e ii). na estrutura e densidade da

populagao microbiana degradadora.

Woo e Park (1999) ressaltam que a textura do solo contaminado determina, em
grande parte, a umidade 6tima requerida para a operagao de biorreatores, variavel que
se encontra intimamente relacionada ao grau de mistura e a aglomeracao. Truax et al.
(1995) e Boopathy (2000) vao mais além e chamam a atencgao para o fato de que a forte
dependéncia entre os pardmetros de processo (comportamento mecéanico e
biodegradabilidade) e a textura do solo, resulta das diferentes propriedades de superficie

de fragGes tais como areia, silte e argila, que compdem o mesmo.

Conforme citado por Providenti et al. (1993), esforcos vém sendo realizados no
sentido de superar os fatores limitantes a biodegradagdo de contaminantes em solos.
Problemas relacionados aos microrganismos podem ser superados através (a) do
isolamento de espécies ou consorcios degradadores; (b) do melhoramento de
formulagdes e métodos de inoculagdo para introdugdo de microrganismos nos solos
contaminados e/ou (c) do melhoramento da atividade degradadora de microrganismos
enddgenos. Ja problemas relacionados com a disponibilizagdo dos contaminantes e com
a dispersao dos microrganismos podem ser superados através do uso de surfactantes e
da adequada homogeneizacdo do sistema solo/contaminante/microbiota,
respectivamente. Por outro lado, se as condigbes ambientais s&o originalmente
inadequadas, limitando assim a biodegradacgéo dos poluentes, o uso de biorreatores deve
entdo ser considerado uma vez que nestes é possivel o controle efetivo e a otimizacao
destas condi¢gbes como por exemplo, a aeragdo, o teor de umidade, o grau de mistura e a

temperatura.
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3.4. Os Microrganismos do Solo e seu Papel na Degradagido de Poluentes
Organicos

Segundo Bernoth et al. (2000), tanto compostos organicos como inorganicos podem
ser biodegradados ou transformados através de processos microbianos. Nas aplicagbes
mais comuns da biorremediagdo, microrganismos que ocorrem naturalmente, em solos
ou aguas contaminados, sdo estimulados a acelerar a degradagdo de contaminantes
organicos, como os hidrocarbonetos de petréleo, através da manipulagdo de condigdes
ambientais tais como suprimento de oxigénio, concentragdo de nutrientes e teor de

umidade.

O solo é um habitat bastante peculiar com relacdo a outros habitats terrestres
devido a sua natureza heterogénea complexa e dindmica. Estas caracteristicas permitem
que organismos com metabolismos completamente distintos possam conviver lado a
lado, interagindo em um estado de equilibrio dindmico, muitas vezes com relagdes de
dependéncia essenciais para a sua sobrevivéncia. Quanto maior a complexidade da
comunidade biolégica, como ocorre na maioria dos solos, maior € a sua estabilidade
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Os microrganismos que habitam o solo realizam atividades imprescindiveis para a
manutencgao e sobrevivéncia também das comunidades vegetais e animais. Como citado
por Louis Pasteur: “O papel dos infinitamente pequenos é infinitamente grande”. No solo,
as atividades principais dos organismos sao: decomposicdo da matéria organica,
producao de humus, ciclagem de nutrientes e energia, fixagcado de nitrogénio atmosférico,
produgcdo de compostos complexos que causam agregag¢ao do solo, decomposi¢cado dos
poluentes e controle bioldgico de pragas e doencas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

A biota do solo inclui representantes de todos os grupos de microrganismos
(bactérias, fungos, algas) e cada microhabitat do solo, em um tempo ou outro, pode
conter células de diferentes espécies que podem estar interagindo positivamente ou

negativamente (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Um exemplo de interagédo é a simbiose
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que é definida como a associagdo permanente, ou prolongada, entre organismos
dissimilares que é caracterizada por contato fisico, troca de metabdlitos e de nutrientes,
integracao morfoldgica e fisioldgica e regulagédo funcional entre parceiros (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002). Outros exemplos de interagbes positivas sdo comensalismo,
protocooperagdo, e mutualismo. Ja como interacbes negativas, pode-se citar a

competicdo, o parasitismo e a predacgéao.

A presenca de um microrganismo especifico em determinado solo é funcao das
condicbes ambientais dominantes e dos limites de sua bagagem genética (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002). Algumas espécies de microrganismos podem sobreviver em
condicbes extremas de salinidade, temperatura, pressdao e pH. Além disso, os
microrganismos, de modo geral, sdo bastante versateis em adaptar-se a mudancas
ambientais. Limitagcbes fisicas (umidade, aeragdo, porosidade) e quimicas
(disponibilidade de nutrientes e toxicidade de elementos como metais pesados e
hidrocarbonetos) podem ocorrer nos solos, porém muitas espécies sdo capazes de se
adaptar a essas condigbes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). A adogao de praticas de
recuperacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo através da
aplicagdo de técnicas de biorremediagcdo vale-se justamente dessa versatilidade
microbiana, uma vez que 0s microrganismos envolvidos no processo desenvolvem, ou
apresentam naturalmente, a capacidade de utilizar o composto poluente como fonte de

carbono e energia na auséncia de uma fonte mais facilmente assimilavel.

Romantschuk et al. apud Trindade (2002), citam que existem, pelo menos, duas
principais situacdes que resultam em microrganismos capazes de degradar um ou mais

compostos organicos:

= A microbiota nativa é exposta ao contaminante por um periodo suficientemente
longo para a evolugao genética criar a rota metabdlica de degradacédo do composto.
Este tipo de evolugdo acontece constantemente, porém, é relativamente lenta.
Como consequéncia, a comunidade microbiana possui a rota de degradacao, mas a
degradacao pode ser ineficiente devido a baixa concentragao celular ou pelo baixo

nivel de atividade microbiana;

= A microbiota nativa, a qual esta adaptada as condi¢cdes locais, é exposta ao
contaminante xenobibtico e esta populagdo adquire genes e rotas de degradacgao
de microrganismos imigrados naturalmente de outro local. A transferéncia de

material genético pode ocorrer por conjugagao, transdugéo ou por transformagao.
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Todos estes processos ocorrem nos ambientes naturais, porém também sao

relativamente lentos.

No entanto, a lentidao e ineficiéncia notada nestes processos naturais podem ser
contornadas pela introducéo, ao local contaminado, de microrganismos exdgenos que
possuem as rotas metabdlicas de degradacdo os quais agem, desta forma, como
doadores de material genético e também pela introdugéo de microrganismos modificados
geneticamente o0s quais possuem rotas obtidas artificialmente em laboratérios
(TRINDADE, 2002; WATANABE, 2001). Essas duas opg¢des de aumento da atividade
microbiana e, conseqlientemente, da eficiéncia do processo de biorremediacdo serdo

melhor discutidas mais adiante nesse trabalho.

A diversidade metabdlica e o curto tempo de geragao das bactérias caracterizam-
nas como boas iniciadoras das reacdes de biodegradacgéo de poluentes (SA, 2002).
Dentre os géneros de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos de petroleo
predominam Pseudomonas, Acinetobacter, Nocardia, Bacillus, Flavobacterium,
Alcaligenes e Micrococcus (LEBLANC e FITZGERALD, 1990; DAS e MUKHERJEE,
2007). Vasudevan e Rajaram (2001) identificaram os géneros Acinetobacter,
Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Corynebacterium e Aeromonas como
constituintes de um consércio isolado de um solo contaminado com 6leo cru. Von der
Wied et al.,, (2007) recentemente isolaram de um solo contaminado com odleo cru,
coletado de uma area de preservacao ambiental de floresta tropical (Reserva Biologia de
Poco das Antas, Brasil), uma nova linhagem de bactéria degradadora e a identificaram,
através de testes morfolégicos, bioquimicos e genotipicos, como sendo da espécie

Dietzia cinnamea.

Embora as bactérias sejam responsaveis pela biodegradagdo da maioria dos
hidrocarbonetos, algumas espécies de fungos filamentosos e leveduras tém habilidade de

degradar esses compostos (PRINCE, 1993).

Os fungos filamentosos sdo considerados mais eficientes do que as bactérias sob
condi¢cdes adversas do processo como, por exemplo, valores extremos de pH, limitacédo
de nutrientes e baixos teores de umidade. Dentre os fungos filamentosos, algumas
linhagens de Penicillium sp. e Aspergillus sp. sdo reconhecidas como sendo capazes de
degradar uma maior quantidade de hidrocarbonetos. Além destes, Colombo et al. (1996)
constataram o consumo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos por linhagens dos

géneros Pleurotus, Trametes e Coriolopsis.
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A vantagem do emprego de fungos filamentosos em relagdo as bactérias que
habitam os solos contaminados, por exemplo, reside na capacidade que os primeiros
possuem em excretar enzimas que atacam diretamente os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPAs), enquanto que as bactérias possuem um sistema enzimatico
intracelular. Além disso, os fungos sao capazes de degradar moléculas de HPAs de alta
massa molar (quatro ou mais anéis), enquanto que a maioria das bactérias limita-se a
degradacao de HPAs de baixa massa molar (GROTENHUIS et al., 1998; DRITSA et al.,
2007; LEONARDI et al., 2007).

Em alguns estudos envolvendo a utilizacdo de hidrocarbonetos de petréleo por
leveduras, relata-se que diferentes espécies do género Candida demonstraram
preferéncia em degradar hidrocarbonetos de cadeias lineares (SA, 2002). Outros
trabalhos demonstram que leveduras pertencentes aos géneros Sporobolomyces e
Rhodotorula foram capazes de degradar hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e aromaticos
(DEL’ARCO, 1999). Atlas (1991) citou outros géneros de leveduras com esta mesma
capacidade: Saccharomyces, Candida, Rhodosporidium, Rhodotorula, Trichosporium e
Cladosporium. Sa (2002) em estudo envolvendo a biorremediagdo de solo tropical
contaminado com 6leo cru isolou e identificou como uma das principais linhagens
degradadoras do poluente organico, uma levedura da espécie Rhodotorula glutinis var.

dairenesis.

Poucos estudos tém sido conduzidos a fim de investigar o potencial de degradacgao
de hidrocarbonetos por espécies de algas. Cerniglia et al. (1992) observaram que nove
cianobactérias, cinco algas verdes, uma alga vermelha, uma alga marrom e duas
diatomaceas foram capazes de degradar naftaleno em meio liquido. Leahy e Colwell
(1990) relataram que a alga Protolheca zopfii degradou 40% dos hidrocarbonetos

contidos no éleo cru quando este foi utilizado como substrato.

Reconhecidamente, as bactérias sdo os principais microrganismos degradadores
de hidrocarbonetos envolvidos no processo de biorremediacdo de solos, uma vez que
com o aumento da profundidade do solo, o numero de bactérias ndo é drasticamente
afetado, enquanto o numero de fungos ou actinomicetos diminui. Este aumento da
populacédo bacteriana é atribuido a habilidade das bactérias utilizarem outros aceptores
de elétrons que ndo o oxigénio (BOOPATHY, 2000). Esta presenca acentuada da
populacédo bacteriana em solos pode ser observada através dos dados apresentados na
Tabela 3.2:



23

Tabela 3.2. Distribuigdo Tipica da Populagdao Microbiana em Solos e Agua

Subterranea

MICRORGANISMOS POPULACAO

Superficie (n° de células/g de solo)
Bactérias 10°%-10°
Actinomicetos 10-10°
Fungos 10°-10°
Algas 10*-10°

Subsolo (n° de células/g de solo)
Bactérias 10°-10’

Agua Subterranea (n° de células/ml)
Bactérias 10>-10°

Fonte: Vieira apud Trindade (2002).

De acordo com o que foi apresentado anteriormente, fica clara a existéncia de uma

ampla variedade de microrganismos com habilidade para utilizar hidrocarbonetos. Um

resumo dos microrganismos encontrados na literatura com esta habilidade encontra-se

na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Géneros Microbianos Degradadores de Hidrocarbonetos

FUNGOS
BACTERIAS ALGAS
LEVEDURAS  FILAMENTOSOS
Achromobacter | Mycobacterium | Candida Acremonium Graphium Prototheca zopfii
Acinetobacter Nocardia Debaryomyces Aspergillus Humicola
Aeromonas Pasteurella Rhodotorula Aureobasidium | Lulwortria
Agrobacterium Proteus Sporobolomyces | Beauveria Mortierella
Alcaligenes Pseudomonas Botrytis Mucor
Arthrobacter Rhodococcus Ceriporiopsis Oxyoirus
Bacillus Sarcina Chrysosporium | Paecilomyces
Brevibacterium | Serratia Cladosporium Penicillium
Burkholderia Streptomyces Cochliobolus Phialophora
Chromobacterium | Vibrio Colorospora Phoma
Comamonas Xanthomonas Coniothyrium Pleurotus
Corynebacterium Coriolopsis Rhizopus
Cytiphaga Cryphonectria Scolecobasidium
Flavobacterium Cylindrocarpon | Scopulariopsis
Gluconobacter Dendryphiella Spicaria
Micrococcus Drechslera Tolypocladium
Fusarium Trametes
Geotrichum Trichoderma
Glicocladium Varicosporina
Gongronella Verticilium

Fonte: Trindade (2002); Sa (2002).

Apesar da enorme diversidade microbiana encontrada no solo (WATANABE, 2001)

e da presenca de varias espécies potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos,

deve-se lembrar, conforme citado por Moreira e Siqueira (2002), que somente uma

pequena fracdo da biomassa do solo tem atividade heterotréfica, e, normalmente, apenas
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parte desta € competente para a degradagdo do composto poluente de interesse. Além
disso, deve-se considerar que o processo de degradagdo € na maioria das vezes
executado por um consércio microbiano, e ndo por uma unica populagdo microbiana, o
que exige interagdes controladas e equilibradas entre os componentes de uma

comunidade degradadora.

Nos ultimos 20 anos, varias pesquisas vém sendo realizadas com a finalidade de
elucidar os mecanismos de biodegradacéo de hidrocarbonetos e os aspectos bioquimicos
relacionados (PRINCE et al., 1999).

Existem aproximadamente 200.000 compostos diferentes no 6leo cru. Geralmente,
todos aqueles que tém cadeias carbdnicas curtas sdo facilmente degradados, ja o
aumento das cadeias implica em wuma maior complexidade estrutural e,
consequentemente, em uma diminuicdo do numero de microrganismos capazes de
degradar estes compostos. Algumas das maiores estruturas moleculares sdo insoluveis e
a maioria dos microrganismos pode utilizar apenas os compostos dissolvidos em agua
(LEBLANC e FITZGERALD, 1990). Como consequéncia, observa-se entre os diversos
hidrocarbonetos uma diferengca em relagao a sua susceptibilidade ao ataque microbiano.
Em geral, a ordem decrescente de susceptibilidade é: n-alcanos > alcanos ramificados >
compostos aromaticos de baixo peso molecular > ciclo-alcanos > compostos
poliaromaticos > compostos polares (LEAHY e COLWELL, 1990).

Sabe-se que os hidrocarbonetos podem ser degradados através de trés vias
metabdlicas: respiragcao aerdbica, respiracdo anaerobia e via fermentativa (RATLEDGE,
1994). Na via aerébia, a primeira etapa da biodegradagdo consiste na oxidacdo do
hidrocarboneto, que é promovida por enzimas oxigenases. Nesta via o0 oxigénio €&
utilizado como aceptor final de elétrons e os produtos finais sao, principalmente, CO, e
H,O. Na respiracdo anaerdbia substratos inorganicos desempenham a funcdo de
aceptores finais de elétrons, onde o CO, é reduzido a metano, sulfato a sulfeto, nitrato a
nitrogénio molecular ou ion amdnio. Ja a degradagao por via fermentativa caracteriza-se
por empregar os substratos fosforilados como aceptores finais de elétrons, resultando em
compostos como CO,, acetato, etanol, propionato e butirato (RATLEDGE, 1994,
URURAHY, 1998).

Levando-se em consideragédo que a biodegradacéo de hidrocarbonetos de petréleo
em solo é prioritariamente regida por processos aerdbios, somente esta via metabdlica

de degradacao sera considerada como sendo a prioritaria ao longo do desenvolvimento
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deste trabalho. A decomposigéo aerdbica de um composto organico poluente (geralmente
uma macromolécula) no solo é um processo biocatalitico complexo que envolve a agao
das enzimas que produzem mondmeros especificos em funcdo da composicdo do

substrato disponivel.

3.5. Estratégias de Aumento da Eficacia dos Processos de Biorremediagao

Conforme citado anteriormente, varios fatores relacionados ao contaminante e ao
ambiente contaminado podem limitar a extensdo dos processos de biodegradacdo. O
estabelecimento de condigbes ambientais adequadas é fundamental para que o processo
de biorremediacdo acontega de forma eficaz. Caso isto ndo ocorra o crescimento e a
sobrevivéncia dos microrganismos envolvidos no processo serdo severamente afetados

e, conseqlientemente, a biodegradacado dos compostos poluentes ficara comprometida.

Varias estratégias de biorremediagdo envolvendo o aumento da atividade
microbiana podem ser empregadas em ambientes contaminados, a fim de acelerar o
processo natural de biodegradacdo desses compostos. Dentre estas, as mais utilizadas
para superar as limitacbes da atividade microbiana e, conseqientemente, acelerar a
degradacao dos hidrocarbonetos poluentes sao: adicao de fontes de nutrientes e oxigénio
(“Bioestimulo”); aumento da microbiota do solo através da adigdo de microrganismos
enddégenos ou exdgenos (‘Bioaumento” e/ou “Bioenriquecimento”); aumento da
disponibilidade dos hidrocarbonetos ao ataque dos microrganismos através da adigao de
surfactantes ou de microrganismos com habilidade de produzir biosurfactantes; adigdo de

microrganismos geneticamente modificados (OGM’s) e a adi¢ao de material estruturante.

3.5.1. Bioestimulo

Para sobreviverem os microrganismos, de uma forma geral, necessitam de fontes
de nutrientes e de um aceptor final de elétrons. Organismos aerdbios envolvidos no
processo de biorremediacdo de solos contaminados por hidrocarbonetos de petréleo
utilizam o oxigénio como o aceptor final de elétrons e o carbono organico, proveniente
dos contaminantes, como principal fonte de carbono. Nitrogénio, fésforo e potassio sao,
por sua vez, os principais nutrientes inorganicos adicionados, se necessario, durante os

processos de biorremediagao.

O bioestimulo é uma das estratégias mais adotadas em processos de recuperagao
de areas impactadas e consiste na corregcdo das condigbes nutricionais (nitrogénio,

fésforo, potassio), de aeragéo, de umidade e de pH do solo, para aumentar a atividade da
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populagao existente nas areas contaminadas (ATLAS, 1981; LIN et al., 1999; GOGOI et
al., 2003 AULENTA et al., 2005; BENTO et al., 2005; AYOTAMUNO et al., 2006;
SALINAS-MARTINEZ et al., 2007).

O suprimento de oxigénio em sitios contaminados pode ser realizado através da
adicdo de agentes oxidantes, tais como o peréxido de hidrogénio. No entanto, a
realizacao de revolvimento/aragem e aeracdo forcada do solo sdo as praticas mais
adotadas (BOOPATHY, 2000; VASUDEVAN e RAJARAM, 2000).

Durante o processo de biorremediagdo de solos contaminados o teor de umidade
deve ser mantido entre 50-80% da capacidade de campo do solo para que taxas 6timas
de degradacao sejam obtidas (DEUEL e HOLLIDAY, 1997). Woo e Park (1999) citam
que, na pratica, o teor de umidade necessario a biodegradagao dos poluentes vai variar

de acordo com a textura do solo contaminado.

A atividade microbiana, por sua vez, é também fortemente dependente do pH do
meio. Segundo Alexander (1999), em geral a biodegradacgéo tende a ser mais efetiva nas

faixas de pH em torno da neutralidade.

3.5.2. Bioaumento e bioenriquecimento
A densidade de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos presentes no
solo contaminado a ser remediado € um fator que influencia a taxa e a extensao da

biodegradacéo.

Em situagcdes onde a populagdo microbiana degradadora dos sitios contaminados é
pequena ou ndo € capaz de degradar misturas complexas de hidrocarbonetos, como por
exemplo, o 6leo cru, a inoculagdo com uma concentracdo maior de microrganismos
degradadores torna-se uma estratégia interessante. A mesma deve ser aplicada visando
a aumentar a biodegradagao do composto poluente e reduzir o periodo de adaptacéo dos
microrganismos presentes nos locais contaminados. Esta estratégia recebe a
denominagdo de bioaumento, quando os microrganismos inoculados s&o enddégenos
(extraidos do préprio solo contaminado, crescidos in vitro e re-introduzidos no ambiente
em maior concentragdo), ou de bioenriquecimento, quando os microrganismos
inoculados s&o exogenos (PROVIDENTI et al., 1993; ROMANTSCHUK et al., 2000). No
entanto, alguns autores adotam o termo bioaumento para ambos os casos (VOGEL,
1996; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002; HAMDIA et al., 2007).
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Destaca-se que para que a inoculagdo de microrganismos exégenos
(bioenriquecimento) tenha sucesso, € necessario que os mesmos tenham habilidade de
degradar a maior parte dos contaminantes, possuam estabilidade genética e alto nivel de
atividade enzimatica, capacidade de competir com a populagao intrinseca do solo, nao
sejam patogénicos e ndo produzam substancias toxicas durante o processo de
biodegradagdo (LEAHY e COLWELL, 1990; ROMANTSCHUK et al., 2000).

Sao relatados, na literatura, varios sucessos de aplicacdo da técnica de bioaumento
em ambientes contaminados. Smith et al. (1997) obtiveram um aumento da
biodegradacdo de misturas de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA’'s) apds a
inoculagao do solo com um consércio composto por bactérias degradadoras. Na revisao
realizada por Leahy e Colwell (1990), foi descrito que a adicao de bactérias no solo
acelerou a taxa de biodegradagcdo de pesticidas. Ghazali et al. (2004) avaliaram a
biorremediacado de solo contaminado com 6leo diesel aplicando a técnica de bioaumento.
Os autores verificaram que a introdu¢do de uma formulagdo composta por 6 linhagens
bacterianas (constituidas predominantemente por Bacillus e Pseudomonas sp.) isoladas
de um solo contaminado com hidrocarbonetos e purificadas, efetivamente foi responsavel
por uma degradacgao significativa dos hidrocarbonetos inicialmente presentes no solo
contaminado com 6leo diesel (57% dos alcanos e 20 - 50% dos alifaticos) apds 60 dias

de ensaio.

Contrariamente, em ambientes onde ja se estabeleceu um equilibrio e a microbiota
nativa encontra-se adaptada, tanto o bioaumento quanto o bioenriquecimento podem nao
acarretar aumento das taxas de biodegradacao (ATLAS, 1995; ALEXANDER, 1999).

Nestes casos, a simples bioestimulagao da microbiota nativa pode ser mais eficiente.

Uma alternativa interessante é apresentada por Hamdia et al. (2007), na qual o
bioaumento é realizado através do uso de um solo contaminado com HPA's, ja tratado,
como in6culo, sendo o mesmo adicionado a outro solo extremamente contaminado com
HPA’s (3000 mg HPAs/kg solo seco). Os autores obtiveram aumento de cerca de 496%
na remogao de antraceno e pireno quando da adogdo dessa variante da técnica de
bioaumento, quando comparados aos ensaios realizados apenas com a adocdo da

técnica de bioestimulo da populagéo nativa.

Particularmente, no que se refere a técnica de bioenriquecimento, a mesma pode
ainda englobar a utilizagdo de organismos geneticamente modificados (OGM’s). A troca

de material genético tem sido apresentada como um dos fatores que afetam a obtencao
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da capacidade de biodegradacado de hidrocarbonetos pelos microrganismos, durante o
periodo de adaptacdo dos mesmos nas areas contaminadas (SA, 2002). Essa troca de
material genético pode ocorrer de forma natural, através da transferéncia de plasmideos,

ou através de modificacées genéticas realizadas em laboratdrio.

A transferéncia de plasmideos pode ocorrer naturalmente em solos nao estéreis € a
freqiéncia deste evento depende do tamanho e da razido de células doadoras e
receptoras (PROVIDENTI et al., 1993).

Por outro lado, bactérias podem ser geneticamente modificadas em laboratério para
multiplos propdsitos, dentre eles para degradar uma ampla faixa de hidrocarbonetos e/ou
produzir biossurfactantes (PIEPER e REINEKE, 2000). Providenti et al. (1993) relataram
aumento da biodegradacdo de 6leo, apds a inoculagdo do solo com Pseudomonas
aeruginosa SB30, bactéria engenheirada produtora de biosurfactante. Segundo
Watanabe (2001), em alguns casos, quando microrganismos geneticamente modificados
sdo introduzidos em ambientes contaminados, a taxa de degradagdo do poluente é
aumentada devido as transferéncias de plasmideos para a populagdo nativa,
proporcionando a maior degradagdo do poluente e ndo pela contribuicdo direta do

organismo inoculado.

No entanto, o conhecimento sobre os impactos da utilizagdo de microrganismos
geneticamente modificados em areas contaminadas ainda € muito precario, necessitando
da realizagéo de pesquisas complementares para elucidar esses efeitos. Soma-se a isso,
as restricbes legais atualmente existentes quanto ao uso de agentes remediadores
geneticamente modificados (OGM’s) ou n&o (Lei n° 11105, 2005; Resolugdo CONAMA n°
314, 2002).

3.5.3. Adicao de surfactantes

A biodegradacado de hidrocarbonetos pode ser limitada pela sor¢ao (adsorcdo e
absorcao) desses compostos pelos componentes do solo resultando em uma redugao da
quantidade de hidrocarbonetos suscetiveis ao ataque microbiano. Além disso, a n&o
emulsificagdo adequada dos hidrocarbonetos resulta em pequenas areas superficiais
para contato com as células microbianas. Uma tentativa de incremento da metabolizacao
e da possibilidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos contaminantes é o aumento da
solubilizacdo destes substratos e a maior dessorcdo destes da matriz do solo
empregando-se surfactantes e emulsificantes (ALEXANDER, 1999). Os surfactantes, em

particular, podem interagir com os compostos presentes nos hidrocarbonetos de petréleo
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e aumentar a solubilidade dos mesmos em agua (BANERJI et al., 1995). Desta forma, a
presenca de surfactantes, naturais ou sintéticos, torna estes compostos disponiveis aos

microrganismos e consequentemente a biorremediagao.

A adicdo de surfactantes sintéticos aumenta a solubilidade dos hidrocarbonetos,
mas a maioria desses compostos é considerada toxica aos microrganismos e ao meio
ambiente (LEAHY e COLWELL, 1990; PROVIDENTI et al., 1993).

Diversos pesquisadores (PROVIDENTI et al., 1993; BANAT, 1995; BANERJI et al.,
1995; ALEXANDER, 1999; NITSCHKE e PASTORE, 2002; RAHMAN et al, 2003;
MILLIOLI et al., 2005; LEONARDI et al., 2007) vém investigando o uso de emulsificantes
e surfactantes produzidos microbiologicamente para aumentar a biodegradagdo de
compostos hidrofébicos, como os hidrocarbonetos de petréleo. Uma das principais
vantagens do emprego dos bioemulsificantes ou biosurfactantes (normalmente
glicolipideos) € a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e elevada eficacia em algumas

situacoes.

O uso dos surfactantes, em particular dos biosurfactantes, € um método promissor
de disponibilizagdo dos contaminantes a atividade microbiana, principalmente quando
empregado em associacdo com tecnologias de tratamento ex-situ de solos
contaminados. No entanto, o seu uso associado a tecnologias de tratamento in-situ pode
causar a lixiviacao dos poluentes hidrofébicos para o lengol freatico devido ao aumento
da mobilidade dos mesmos (PROVIDENTI et al., 1993).

3.5.4. Adigcao de material estruturante

Como mencionado anteriormente, condicbes aerébicas e a presenca de
microrganismos apropriados, e em concentracbes adequadas, sido condigcbes
necessarias para se obter elevada taxa de biodegradagdo em solos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo. No entanto, a eficacia dos processos de biorremediagao
pode ser limitada por fatores como a baixa disponibilidade dos contaminantes e dos
nutrientes aos microrganismos, bem como pela aeragao insuficiente do solo. Uma baixa
concentracdo de oxigénio pode limitar a biodegradacdo do 6leo, como tem sido
comprovado por diversos autores (ALEXANDER, 1999; VASUDEVAN e RAJARAM,
2001). Sabe-se, também, que os fatores limitantes citados s&o geralmente agravados
quando a permeabilidade do solo contaminado é baixa, sendo este parametro
diretamente relacionado aos teores de argila e silte caracteristicos de grande parte do

solo brasileiro. Durante o processo biolégico de tratamento, no entanto, a textura do solo,
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e conseqlientemente a sua permeabilidade, pode ser aumentada através da adicdo de

materiais estruturantes.

Materias estruturantes (ou “bulking agents”) sdo materiais de baixa densidade que,
quando incorporados ao solo sao responsaveis pela melhoria de algumas caracteristicas
fisico-quimicas do mesmo. Os materiais adicionados reduzem a densidade do solo,
aumentando a sua porosidade e facilitando a difusdo de oxigénio por entre as particulas
solidas. Adicionalmente pode ocorrer alteracdo na capacidade de retengdo de agua do
solo. Todos esses fatores contribuem conjuntamente para o aumento da aeragédo do
sistema solo-contaminante e, conseqlientemente, da atividade microbiana (RHYKERD et
al., 1999; VASUDEVAN e RAJARAM, 2001).

Os materiais estruturantes empregados como auxiliares no processo de
biorremediacdo de solos impactados podem ser de origem inorganica ou organica.
Dentre os materiais de origem inorganica utilizados pode-se citar argila calcinada,
vermiculita, areia, perlita, cascalho, dentre outros (CHO et al., 1997 DAVIS e WILSON,
2000). J& os de origem organica incluem materiais tais como composto estabilizado,
gréos de café, casca de coco, casca de arroz, palha, cavaco de madeira, serragem e
farelo de trigo (ALEXANDER, 1999; DAVIS e WILSON, 2000; STRAUBE et al., 2003; LEE
at al., 2007; ROLDA’N-MARTY"N et al., 2007; ROJAS-ALVELIZAPA et al., 2007).

Uma ampla revisao da literatura especializada indica que os materiais estruturantes
de origem orgéanica sado os mais empregados nos processos de biorremediagdo de solos
contaminados por petréleo, seja em escala laboratorial, seja em escala ampliada
(ELEKTOROWICKZ, 1994; CHO et al., 1997; ALEXANDER, 1999; RHYKERD et al.,
1999; DAVIS e WILSON, 2000; JORGENSEN et al., 2000; VASUDEVAN e RAJARAM,
2001; BARRINGTON et al., 2002; CHOI et al., 2003; STRAUBE et al., 2003; MEYSAMI e
BAHERI, 2003; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; RAIMUNDO et al., 2004; LEE at al.,
2007; ROLDA'N-MARTY'N et al., 2007; ROJAS-ALVELIZAPA et al., 2007). Segundo
Santos (2007), esses materiais devem possuir caracteristicas tais como: baixo custo, ndo
competitividade com o contaminante como fonte de carbono (reduzida biodegradacao) e

disponibilidade proxima a area do seu reaproveitamento, dentre outras.

Em trabalho de associagdo das técnicas de bioaumento (adigdo de indculo
microbiano composto de linhagens de fungos filamentosos) e adicdo de material
estruturante, Meysami e Baheri (2003) verificaram, em escala laboratorial, que sé ocorreu

a colonizagao dos fungos no solo quando foi adicionado material estruturante ao mesmo.
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Além disso, os autores observaram que dentre os materiais estruturantes testados
(cavaco de madeira, musgo e flocos de farelo de trigo) a mistura de musgo com os flocos
de farelo de trigo (5 — 10% de flocos), adicionada na concentragdo de 6% p/p ao solo
contaminado, foi a que apresentou melhor resultado em termos de crescimento,
penetracdao e atividade enzimatica microbiana. Segundo os autores, o musgo é
majoritariamente composto de residuos de madeira que promovem um aumento
consideravel dos espacos livres no solo, facilitando a aeragao do mesmo. Ja os flocos de
farelo de trigo contém trigo e glicose que proporcionam o crescimento acelerado dos

fungos filamentosos e induzem a maior produgao de enzimas por esses microrganismos.

Em experimentos realizados por Vasudevan e Rajaram (2001) para otimizar a
biorremediacao de solo contaminado com borra de petréleo, foi verificada uma remocéo,
em 90 dias, de 76% dos hidrocarbonetos inicialmente presentes na condi¢gdo na qual foi
adicionado farelo de trigo como material estruturante. Ja na condicdo onde houve apenas
0 bioestimulo da microbiota nativa do solo contaminado essa remog¢ao foi de 66%. A
adicdo do material estruturante mostrou também ter um efeito fundamental na populacao
microbiana nativa, uma vez que foi observado pelos autores um aumento de 120 vezes

na populagao microbiana com relagao a inicial.

Jorgensen et al. (2000) empregaram cavaco de madeira como material
estruturante, em associacdo a técnica de bioaumento, para a biorremediacdo de solo
contaminado com éleo lubrificante em biopilha, em escala de campo (40 m®. Os
resultados obtidos indicam uma reducédo de 70% no teor de 6leo contaminante, sendo
este resultante basicamente da adigdo de material estruturante, uma vez que, segundo
os autores, a adigdo de inéculo microbiano (bioaumento) ndo apresentou efeito positivo

no processo de biodegradagao do poluente.

A concentracdo de agente estruturante a ser utilizada no tratamento de solos pode
variar de 2 a 12% p/p (BAHERI e MEYSAMI, 2002; MOLINA-BARAHONA et al., 2004;
ROLDA'N-MARTY" N et al., 2007). Em estudo desenvolvido por Baheri e Meysami (2002)
os resultados mostraram que a alteragcdo na concentracdo do agente estruturante
(mistura de turfa e flocos de farelo de trigo) de 6 para 12% causou um incremento de
cerca de 5 pontos percentuais na reducao do teor de hidrocarbonetos no solo.

Molina-Barahona et al. (2004) avaliaram os efeitos da suplementacdo de nutrientes
e da adicdo de residuos de colheita, para bioestimular os microrganismos autéctonos na
biodegradacéo de diesel. Os experimentos foram realizados em microcosmos utilizando

um planejamento experimental fatorial fracionario para a avaliagao dos efeitos de relagao
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nutricional C:N (100:10 ou 100:30), teor de umidade (20% ou 30%, p/p), concentragao
(2% ou 3%, p/p) e tipo (milho ou cana-de-agucar) de residuos de colheita. A condi¢ao
correspondentes a relacdo C:N de 100:10, 30% de umidade e 3% residuo de milho
apresentou a atividade metabdlica mais alta com 7,7 vezes maior produgdo de CO,. Foi
observado também, nesta mesma condicdo, o0 crescimento de microrganismos
heterotréficos e degradadores de hidrocarbonetos, removendo 67% de diesel em 109

dias.

Rolda’'n-Marty'n et al. (2007) testaram a adicao de 2, 4, 6 e 8% p/p de gréos de
café como material estruturante no tratamento de solo contaminado com petréleo (58.000
mgHTP/kg solo) e adotando uma relagado C:N:P de 100:10:1, 20% de umidade e 28°C. Os
autores verificaram que a a maior remocao percentual de HTP ocorreu, apés 15 dias de
ensaio, com a adigdo de 2% do estruturante. Foi observada uma redugao de 63% na
concentracdo inicial do contaminante, além de um maior crescimento bacteriano e
fungico, quando comparado com as outras condicoes testadas. Observagdes
microscopicas (microscopia eletrbnica de varredura) indicaram uma colonizagao fungica

acentuada nos graos de café.

A adigao de material estruturante torna-se também uma alternativa atraente quando
0 solo contaminado a ser tratado ja passou por um acentuado processo de
intemperizacao e os compostos organicos poluentes encontram-se fortemente aderidos a
matriz do solo. Nesses casos, apesar da microbiota nativa encontrar-se adaptada a
presenga do contaminante, a reduzida biodisponibilidade do contaminante e dos
nutrientes bem como a reduzida concentracao de oxigénio, podem ser desfavoraveis ao
processo de biorremediacdo. A adicdo de materiais estruturantes organicos, geralmente,
contribui para o aumento da atividade microbiana e, também, daqueles microrganismos
degradadores especificos, como os degradadores de hidrocarbonetos de petréleo
(JORGENSEN et al., 2000; NAKAGAWA e ANDREA, 2006).

3.6. Tecnologias para Biorremediacdo de Solos Contaminados
O termo biorremediagéo engloba uma série de tecnologias distintas para tratamento
nao s6 de solos, mas também de aguas contaminadas e outros residuos, e que podem

ser classificadas como processos ex-situ ou in-situ (KHAN et al., 2004).

Apesar das varias tecnologias disponiveis para o tratamento de solos

contaminados, a selecdo daquela mais adequada para uma determinada situacao
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dependera das caracteristicas do contaminante e do solo, das exigéncias dos 6rgaos de

controle ambiental, do custo envolvido e do tempo requerido para o tratamento. Essa

etapa de selecéao é freqlientemente uma etapa dificil, mas extremamente importante para
o sucesso do tratamento adotado (KHAN et al., 2004).

As principais tecnologias empregadas na biorremediagdo sido apresentadas a

seguir (ROSS, 1990/91; BARKER et al., 1995; ALEXANDER, 1999; BERNOTH et al,,
2000; BOOPATHY, 2000; TINDADE, 2002; EPA, 2004; KHAN et al., 2004; HUANG et al.,
2007; SANTQOS, 2007; SCHMIDT et al., 2007; WICK et al., 2007).

3.6.1. Tecnologias de tratamento in-situ

"Bioventing" (ou Bioventilagdo): tecnologia baseada na introducdo de ar na zona
insaturada do solo, suprindo assim a necessidade de oxigénio requerida pelo
processo da biodegradagao aerébia.

“Air Sparging” e "Biosparging" : tecnologias semelhantes ao “Bioventing”, porém o
ar é introduzido na zona saturada, isto &€, no lencgol freatico. A proposta € nao
somente suprir as necessidades de oxigénio, mas também transferir os poluentes
volateis para a zona insaturada na qual se encontram os microrganismos capazes
de degrada-los. Além disso, a biorremediacao ira ocorrer em alguma extensao no
aquifero devido a introducao do oxigénio. O air sparging, envolve a injecao de ar
atmosférico, sob pressao, transferindo os contaminantes da zona saturada para a
zona insaturada (superficie), onde o aumento das concentracbes de oxigénio
promove a degradacdo aerdbia dos compostos organicos. Esse fluxo de ar nao
deve ser excessivo a ponto de transferir os compostos volateis para a atmosfera.
Porém, no biosparging, além da injecdo de ar na zona saturada do solo (lencol
freatico), nutrientes podem ser injetados com o objetivo de aumentar a
biodegradacéo dos contaminantes.

Bioslurping (Extracdo multifasica): € uma nova tecnologia de remediagdo que
associa elementos de bioventing e bombeamento para recuperagdo dos
contaminantes livres de aguas subterrdneas e solos onde ocorre a extragao
simultdnea das diversas fases dos hidrocarbonetos a partir da aplicagao de alto
vacuo em pocos de extracao. Tanto a fase vapor quanto a fase liquida extraida sao
encaminhadas para sistemas de separacao especificos (separadores agua/dleo,
separadores de vapores/liquidos). Além disso, o fluxo de ar gerado pela extragédo
dos vapores pelo tubo promove a aeracdo da zona insaturada, aumentando o

conteudo de oxigénio e a taxa de degradagao aerobia
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"Pump-and-treat" (ou bombeamento e tratamento): tecnologia baseada no
bombeamento da agua contaminada para a superficie e posterior tratamento em
biorreatores semelhantes aos normalmente utilizados em sistemas de tratamento
aerobio de efluentes liquidos, como por exemplo, o sistema de lodos ativados.
Atenuacao Natural Monitorada ou Biorremedicao intrinseca: processo de tratamento
nao assistido baseado em processos naturais biolégicos, quimicos e fisicos, sendo
apenas realizado monitoramento regular da concentragcdo do contaminante. O
processo ocorre sem intervencdo humana de forma a conter a expansdo da
contaminacdo, reduzindo a massa, a toxicidade, o volume ou concentragdo dos
contaminantes.

Fitorremediagado: tecnologia que envolve a utilizagdo de vegetais superiores,
diretamente ou indiretamente, resultando em remoc¢&o ou degradagéo do poluente.
Esse processo pode ocorrer através da remocgao do poluente pela prépria planta ou
pela degradacdo do poluente pelos microrganismos que colonizam as suas raizes
ou que estdo em uma porcao do solo bem préxima destas.

Biorremediagao Eletrocinética: tecnologia adequada para o tratamento de solos que
contenham alto teor de material fino (silte, argila) que se baseia na introdugéo de
uma corrente elétrica no solo. A corrente direta (CD) promove o transporte de
espécies quimicas soluveis (nutrientes e aceptores de elétrons) através de solos
com baixa permeabilidade, indiretamente contribuindo para o aumento da
disponibilizagdo dessas espécies para os microrganismos e, consequentemente,

aumentando a eficiéncia do processo de biodegradacido do contaminante.
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3.6.2. Tecnologias de tratamento ex-situ:

» “Landfarming”: tecnologia normalmente utilizada para o tratamento de residuos
industriais perigosos. Os residuos sao dispostos em células de tratamento de
grandes dimensodes e misturados a camada superficial do solo, na qual encontra-se
uma maior atividade microbiana. O solo sofre freqliente revolvimento e aragem com
objetivo de suprir o oxigénio necessario a atividade microbiana. Da mesma forma,
para a manutencdo da atividade microbiana, o pH, a umidade e as concentragoes
de nutrientes séo corrigidos periodicamente.

» Biopilhas: tecnologia variante do “landfarming”, baseando-se, no entanto, em um
sistema mais complexo que permite o controle da perda de compostos volateis
durante a fase operacional e a introdugcdo de agua, nutrientes e oxigénio. Porém,
esse tipo de sistema nao permite a freqliente mistura do solo para suprir limitagdes
referentes a heterogeneidade e a disponibilizacdo de nutrientes e contaminantes.

= Biorreatores: O tipo de biorreator mais comum para o tratamento de solos
contaminados sdo os reatores de lama ou “slurry reactors”. Neste, apds escavacgao
e peneiramento, o solo contaminado € misturado a uma fase aquosa (que pode
conter microrganismos e/ou nutrientes e/ou surfactantes). A "lama" gerada contém
mais ou menos solidos (de 10 a 40% p/p) em funcdo do tipo de solo, dos
equipamentos de agitacao e do sistema de aeracdo disponiveis. A lama tratada
normalmente ¢é desidratada ou, alternativamente, pode ser submetida a
biorremediacao em fase sdlida. Uma outra opgdo em termos de configuracédo de
biorreatores sdo os de fase solida, onde trabalha-se com teores reduzidos de
umidade no solo (10 — 20 %). Esses reatores, a serem estudados durante o

desenvolvimento da presente tese, serdo abordados oportunamente.

No caso especifico da biorremediagcédo de solos contaminados, tanto a aplicagédo de
tecnologias de tratamentos in-situ, quanto de tratamentos ex-situ em fase sélida, tais
como “Landfarming” e Biopilhas, muitas vezes torna-se inviavel sob o ponto de vista
técnico (limitagdes geoldgicas da area contaminada, dificuldades operacionais, fortes
influéncias climaticas dentre outros) e/ou econdmico (custo elevado). Desta forma, a
utilizacdo de biorreatores surge como uma alternativa interessante, apresentando como
principais vantagens a possibilidade de monitoramento continuo do desempenho do
sistema, o controle das condicdes ideais de processo, imprescindiveis a manutengao da

atividade microbiana, e o reduzido tempo de remediacao .

O emprego de biorreatores torna-se uma alternativa ainda mais promissora nos

casos de contaminagao de solos de natureza argilosa, em fungéo da baixa aplicabilidade
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das demais técnicas de biorremediacao neste tipo de solo. Isto se deve a caracteristica
de baixa permeabilidade apresentada pelos solos argilosos, o que dificulta a incorporagao
de oxigénio e nutrientes fundamentais a biodegradacao. No tratamento em biorreatores
esta dificuldade é contornada, uma vez que estes possuem sistemas eficientes de

homogeneizagao e aeragao.

3.7. Biorreatores

Conforme citado anteriormente, & possivel observar um aumento no nimero de
trabalhos envolvendo o uso de biorreatores para tratamento de solos contaminados
(PROVIDENTI et al., 1993; GRAY et al., 1994; BANERJEE et al., 1995; BANERJI et al.,
1995; BRINKMANN et al., 1998; URURAHY, 1998; NANO et al., 2003; TROQUET et al.,
2003; WARD et al., 2003; PURWANINGSIHA et al., 2004; COLLINA et al., 2005; ARRAR
et al., 2007). Dentre outros fatores que fortalecem esta tendéncia, chama-se atengao
para o fato, ja citado, de que o movimento restrito dos microrganismos no solo, em muito
afeta a biodegradacdo dos contaminantes, uma vez que torna-se pequeno o acesso dos

mesmos aos nutrientes e aos préprios contaminantes a serem degradados.

Nos métodos classicos de tratamento biolégico de solos contaminados, o problema
relacionado a manutengéo da adequada homogeneizagéo do solo durante o tratamento é
sempre encontrado. As principais dificuldades incluem a introdugdo de aditivos
(nutrientes, surfactantes, etc.) e a concentracao localizada de poluentes em algumas
regides do sistema. Estes problemas podem ser significativamente reduzidos através do
uso de biorreatores, onde o material € misturado de forma mais efetiva. Isto permite uma
amostragem mais significativa e uma medida mais realista do sucesso do processo de
descontaminacgao (ALEF e NANNIPIERI, 1995).

Quando comparado com as técnicas classicas de biorremediagdo, como
“Landfarming” e “Biopilhas”, o emprego de biorreatores apresenta como principais
vantagens (ALEF e NANNIPIERI, 1995):

o Controle de emissdes atmosféricas e da geracao de aguas de processo.

o Controle e manutengdo das condi¢des operacionais (pH, temperatura, teor de
umidade, etc.).

o Manutengao de grau de mistura adequado (agitagdo continua ou descontinua).

o Controle da degradagéo dos poluentes através de um monitoramento mais efetivo.
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o Possibilidade de incorporacdo de aditivos diretamente no reator (agua,
microrganismos, surfactantes, nutrientes, corretivos de pH, co-substratos, etc).

o Sistema de aeragao facilitado.

o Reduzida area requerida para instalacao do sistema.

o Possibilidade de tratamento de solos com teor expressivo de particulas finas.

o Nao ha contato direto entre o conteudo do reator (poluentes) e o0 ambiente durante
0 processo de tratamento, o que representa vantagem do ponto de vista ambiental

e de seguranca.

Ainda segundo Alef e Nannipieri (1995), o tempo requerido para a descontaminacéo
de solos em biorreatores € menor do que o envolvido em biopilhas, porém encontra-se
diretamente relacionado a fatores tais como o tipo de contaminante, sua concentracao,
tipo de matriz do solo, etc. Os autores exemplificam estas afirmagdes citando que para o
tratamento de solos arenosos, contaminados com hidrocarbonetos facilmente
biodegradaveis, sdo necessarios apenas alguns dias de operagao, enquanto para solos
argilosos ou siltosos impactados por hidrocarbonetos poliaromaticos, sdo esperadas

varias semanas para se atingir niveis aceitaveis de recuperagéo.

Se o tempo envolvido nos processos de biorremediacdo depende de uma série de
diferentes fatores, o custo, por sua vez, se encontra totalmente relacionado a extensao
deste tempo. Também o tipo de reator adotado interfere na economicidade do
tratamento, em funcdo de diferentes custos de investimento e de operagdo a ele
associados. De acordo com Alef e Nannipieri (1995), o custo total de tratamento de solos
em biorreatores normalmente se situa na faixa de US$ 30 a US$ 85 por tonelada. Como
se pode perceber, a questdo econdmica envolvida nos processos de descontaminacéo
de solos € bem complexa, devendo ser avaliada a luz de comparagdes né&o soé

financeiras, mas também, técnicas.

No caso especifico de solos contaminados por 6leo ou residuos oleosos,
freqientemente acumulados em diques, tanto em refinarias, quanto em areas de
producdo, a associacdo dos diferentes fatores citados, tais como caracteristicas e
heterogeneidade do solo a ser tratado, microrganismos e rotas bioquimicas
possivelmente envolvidos em sua decomposi¢cao, vém apontando, a despeito do custo,

para a viabilidade de utilizagdo de biorreatores.

A selecado da configuracdo mais indicada de biorreator a ser adotada, bem como da

técnica de biorremediacao associada (bioestimulo, bioaumento, incorporagao de material
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estruturante, dosagem de biossurfactantes, etc.) devem ser realizadas levando-se em
consideragao as caracteristicas do solo a ser tratado (percentual de material argiloso,
etc.), a natureza do contaminante (recalcitrancia, viscosidade, etc.), a composi¢do da
mistura a ser tratada (sdlido, agua e contaminante), os microrganismos envolvidos, o

grau de importancia da aeracgéo, o nivel de necessidade de agitagdo, dentre outros.

3.7.1.Tipos de biorreatores

Varios tipos de biorreatores vém sendo testados para diferentes aplicagoes
(PROVIDENTI et al., 1993; GRAY et al., 1994; ALEF e NANNIPIERI, 1995; BANERJEE et
al., 1995; BANERJI et al., 1995; KRUGER et al., 1995; PUSKAS et al, 1995; TRUAX et
al., 1995; SANER et al., 1996a; SANER et al., 1996 b; BRINKMANN et al., 1998;
URURAHRY, 1998; WOO e PARK, 1999; RICHNOW et al., 2000; ICP, 2003; NANO et al.,
2003; TROQUET et al., 2003; WARD et al., 2003; PURWANINGSIHA et al., 2004;
COLLINA et al., 2005; ARRAR et al., 2007).

Para tratamento de solos contaminados sem prévia remocao das fracbes mais finas
do solo é recomendado o uso de biorreatores horizontais (reatores de fase sélida: tambor
rotativo ou tambor fixo) (ALEF e NANNIPIERI, 1995). O procedimento de lavagem de
alguns solos contaminados, por sua vez, produz uma suspensao altamente contaminada
contendo fragdes finas do solo. Os biorreatores verticais (reatores de fase semi-sélida ou

reatores de lama) ja sdo mais adequados ao tratamento destas suspensdes.

Conforme citado por Alef e Nannipieri (1995), a maioria dos biorreatores tem
incorporado a sua estrutura um sistema de agitagdo que assegura que o material a ser
tratado seja adequadamente homogeneizado. Isto possibilita a introdugdo e mistura
adequada de aditivos para ajuste de alguns parametros como teor de umidade, fontes de
oxigénio e nutrientes, pH, etc. Alguns reatores, se necessario, podem também contar

com um sistema de aquecimento de forma a acelerar o processo de biodegradacao.

3.7.1.1. Reatores de fase semi — sélida (ou reatores de lama)

A maior parte dos trabalhos recentes realizados sobre biorremediacdo de solos
contaminados empregando-se biorreatores aborda o tratamento em fase semi-solida
(lama) (PURWANINGSIHA et al., 2004; COLLINA et al., 2005; ARRAR et al., 2007;
CLARK e BOOPATHY, 2007; DERUDI et al., 2007; MOHAN et al., 2007; OKUDA et al.,
2007; SHAILAJA et al.,, 2007) . O tratamento em reatores de lama € analogo ao
tratamento biolégico convencional com biomassa em suspensdo (ex: lodos ativados).

Segundo Mueller et al. (1991) os biorreatores de lama podem ser projetados com
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diferentes configuracbées (Figuras 3.2, 3.3 e 3.4), de forma a otimizar fatores que
normalmente sao limitantes ao crescimento e atividade microbiana no solo
(principalmente a disponibilizagdo de substrato, nutrientes inorganicos e oxigénio). Para
que este grau de otimizagao da atividade microbiana seja atingido, é adicionada agua ao
solo contaminado objetivando a formacgao uma “lama” (suspensao de solo em agua). Esta
“lama” é continuamente agitada de forma a maximizar a taxa de transferéncia de massa e
o contato entre os contaminantes e os microrganismos capazes de degrada-los (STROO
et al., 1997). Os reatores de lama podem ter sua operagido conduzida sob o sistema de

batelada simples, batelada sequencial ou com alimentagdo semi-continua ou continua.

Normalmente aplicam-se, no tratamento em fase semi-sdlida, equipamentos
(biorreatores) verticais, nos quais, via de regra, o teor de sélidos se situa na faixa de 20 a
40% p/p (ALEF e NANNIPIERI, 1995). Além disto, as particulas de solo no interior deste
tipo de reator ndo devem exceder o tamanho de 100 um. Em fungao destas exigéncias os
biorreatores verticais (reatores de lama) sao normalmente empregados em combinagao

com sistemas de lavagem de solos.
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Figura 3.2. Biorreator de Lama Utilizado para Testes em Escala Piloto
(Fonte: BANEJI et al., 1995)



Figura 3.3. Biorreatores de Lama em Cascata: (1) Alimentagao; (2) Descarga; (3)
Entrada de Ar Comprimido; (4) Filtro de Carvao Ativado; (5) Saida de Ar Filtrado
(Fonte: ALEF e NANNIPIERI, 1995)
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Figura 3.4. Biorreator de lama do tipo leito fluidizado (“jet -fluidized bed”)
(Fonte: ARRAR et al. 2007; numeragéo detalhada no artigo)
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Woo e Park (1999) citam que o tratamento de solos contaminados em biorreatores
verticais de lama é considerado como um dos métodos mais rapidos de biorremediacao
uma vez que os substratos sio eficientemente transportados até a populagao microbiana.
O uso deste tipo de reator apresenta também como vantagens rapidas taxas de
degradacao, pequena area requerida para instalacdo e alto grau de flexibilidade. As
rapidas taxas de degradacdo s&o resultantes da capacidade de maximizar as taxas de
transferéncia de massa e fornecer condi¢des 6timas para atividade microbiana (STROO
et al., 1997). A variedade de opgdes para sistemas de agitacdo e aeragdo permite o
tratamento de uma grande diversidade de materiais com diferentes caracteristicas.
Conforme citado por Stroo et al. (1997) o principal objetivo da agitacdo e da aeragao é
fornecer oxigénio suficiente através da lama de forma a prevenir as limitagdes a atividade
microbiana inerentes a transferéncia de oxigénio . A agitacdo do conteldo do reator pode
ser realizada somente pela aeracdo ou através da aeragdo associada a um sistema
mecanico de agitagdo (ARRAR et al, 2007). No entanto, este tipo de tratamento é
relativamente caro (WOO e PARK,1999).

Conforme citado anteriormente, o emprego de biorreatores de lama é limitado ao
tratamento de solos contendo teor consideravel de particulas finas. Solos que contenham
particulas mais grossas, como areia, que requerem um dispéndio energético elevado
para serem mantidas em suspensao e adequadamente homogeneizadas neste tipo de
reator necessitam passar por uma etapa prévia de separacao desta fragdo mais grossa
da fragao silte e argila e por uma etapa de lavagem. Desta forma, este tipo de tratamento
requer a incorporagdo de outras etapas operacionais como a lavagem do solo e o
tratamento dos efluentes gerados no sistema, o que eleva em muito o custo do

tratamento.

Banerjee et al. (1995) citam também como principais desvantagens do uso de
biorreatores de lama a elevada razao agua/sélidos (valores tipicos situam-se em torno de
4:1, ou mais, em peso) € a elevada energia requerida para agitacao do sistema de forma

a manter as particulas de solo em suspenséo.

A despeito das limitacbes e restricbes relacionadas ao seu uso, esse tipo de
configuragdo vem sendo adotada ndo apenas no tratamento de solos contaminados por
petroleo e seus derivados, mas também no tratamento de solos contaminados com
herbicidas (MOHAN et al., 2007) e explosivos (CLARK e BOOPATHY, 2007).
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3.7.1.2. Reatores de fase sélida

Os biorreatores de fase sodlida sao particularmente adequados ao tratamento de
material com alto teor de sélido. Nestes tipos de biorreatores, o teor de umidade é
mantido em niveis suficientes apenas para a manutencdo da atividade microbiana
(SANER et al., 1996a). A despeito das vantagens econémicas associadas a reducao da
incorporagédo de agua na biorremediagao de solos, relativamente poucos sédo os estudos
que exploram os biorreatores de fase sélida, em fungcao dos efeitos prejudiciais que a

limitagdo da agua pode vir a exercer sobre o metabolismo microbiano.

Alef e Nannipieri (1995) destacam que, dentre as configuragdes de reatores de fase
solida mais comuns, estdo as horizontais, que podem apresentar duas sub-
configuragdes, que diferem entre si, basicamente, na forma de mistura: os tambores
rotativos e os tambores fixos. Nos primeiros, a homogeneizacao do sistema & promovida
pela rotagdo do tambor como um todo, em torno de seu eixo, enquanto na segunda, a

mistura se deve a movimentagao de um eixo central, de geometria variada.

TAMBOR ROTATIVO

O emprego de biorreatores do tipo Tambor Rotativo no tratamento de solos
contaminados vém sendo frequentemente citado na literatura (ALEF e NANNIPIERI,
1995; BANERJEE et al., 1995; KRUGER et al., 1995; TRUAX et al., 1995; BRINKMANN
et al., 1998; WOO e PARK, 1999). Biorreatores do tipo tambor rotativo apresentam uma
combinagao atrativa entre agitacdo efetiva, mesmo com elevados teores de sélidos
(MASLIYAH et al. 1992), e elevadas taxas de aeracao (GRAY et al. 1994). Segundo Alef
e Nannipieri (1995) a capacidade de carga efetiva deste tipo de reator gira em torno de

60% do volume total do mesmao.

Segundo Woo e Park (1999) os primeiros biorreatores deste tipo apresentaram
limitagbes relacionadas a homogeneizagao/agitacdo adequada em funcido da formacgao
de filme de solo na parede do reator e a formacéo de agregados de solo (“pellets”). Isto
fazia com que as taxas de transferéncia de massa fossem reduzidas e,
consequentemente, ocorria um decréscimo na atividade microbiana. Esforcos para
aumentar a eficiéncia de agitagdo através da incorporacdo de impelidores de pas no
interior do tambor foram, em sua maioria bem sucedidos, porém implicam em um
consumo de energia significativamente mais elevado. Alternativamente, a adicdo de
teores adequados de umidade no reator se mostrou efetiva para agitacdo sem acarretar

em agregacao do material. Parthen et al. (1990) reportam que a adigdo de 50% (p/p) de
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agua apresenta efeito benéfico no tratamento de solo contaminado com HPA's e
hidrocarbonetos alifaticos. No entanto, o autor ndo sugere teores 6timos de agua a serem
adicionados a solos com diferentes texturas. Woo e Park (1995), por sua vez,
apresentam em seu trabalho o resultado do efeito do teor de agua (20, 30 e 40% de
umidade) e da velocidade de rotacdo do tambor (1, 3, 6 e 12 rpm) na taxa de
biodegradacao de HPA's presentes como contaminantes em um solo contendo 81% de
areia, 18,4% de silte e 0,6% de argila, utilizando um biorreator do tipo tambor rotativo de
12,6 litros de capacidade. Para as condigbes operacionais otimizadas, foi obtida uma

degradacao de 95% dos HPA's totais apds 20 dias de tratamento.

Banerjee et al. (1995) reportam o uso de um biorreator do tipo tambor rotativo com
2 kg de capacidade, no tratamento de solo argiloso contaminado com antraceno. O
equipamento foi operado com carga de sdlidos de cerca de 60%, em peso, e inoculado
com cultura mista de bactéria. O monitoramento do desprendimento de CO, demonstrou
que a degradacdo e a mineralizagdo do antraceno ocorreu simultaneamente e que cerca
de 55% do antraceno inicial foi mineralizado. O diagrama esquematico da unidade

experimental utilizada pelos autores é apresentado na Figura 3.5, abaixo.

Cabe destacar que neste tipo de configuragao € imprescindivel a otimizagao do

sistema de agitacao e do sistema de introdugao de ar.

Mackdor da VazBo

o 3

|
1 Filtro ta Ar
Ar

Descarga

Figura 3.5. Diagrama Esquematico de Unidade Experimental Com Biorreator do
Tipo Tambor Rotativo para Tratamento de Solo Contaminado
(Fonte: BANERJEE et al., 1995)
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TAMBOR Fixo

Segundo Alef e Nannipieri (1995), tambores fixos apresentam a vantagem de
poderem ser utilizados em escala ampliada (reatores de volume total de 420 m? ja foram
construidos), apesar de sé comportarem um nivel de ocupagcdo maximo de 40%,
enquanto em tambores rotativos, € possivel atingir percentagens de ocupacédo de até
60% do volume util. O modelo de agitador ilustrado por estes autores (Figura 3.6)
consiste em um eixo helicoidal, que atua tal como um parafuso transportador, a exemplo
dos que s&o usados na classificacdo e no transporte de minérios. Cabe ressaltar que os
parafusos transportadores se adequam mais a processos continuos, que envolvem
tempos de residéncia relativamente reduzidos; desta forma, é de se esperar que sua
aplicabilidade na biorremediacdo de solos seja limitada. Ainda assim, o Instituto
Colombiano do Petroleo (ICP)/Empresa Colombiana de Petréleo (ECP) oferecem em sua
‘home-page” a tecnologia intitulada “Proceso Semicontinuo para la Biodegradacion
Estimulada e Intensiva de Lodos Aceitosos”, que consiste, justamente, no tratamento
biolégico de residuos sdlidos da industria do petréleo (borras oleosas) em reatores do
tipo tambor fixo, dotado de eixo helicoidal (parafuso transportador) (Figura 3.7). Tal
tecnologia apresenta como vantagem a de acelerar cerca de 16 vezes o processo de
biodegradagao natural dos hidrocarbonetos. Poucos detalhes adicionais sdo oferecidos,
por se tratar de uma area de interesse comercial

(http://www.icp.ecp.com/home/ofertal/icp/pros-semi-biodegradacion.htm, 2003).

Figura 3.6. Reator do Tipo Tambor Fixo: (1) Alimentagao do Solo Contaminado; (2)
Transporte do Solo no Interior do Reator; (3) Introdugao de Aditivos; (4) Corpo do
Reator; (5) Descarga de Solo Tratado.

(Fonte: ALEF e NANNIPIERI, 1995)
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Figura 3.7. Esquema Representativo do “Proceso Semicontinuo para la
Biodegradaciéon Estimulada e Intensiva de Lodos Aceitosos”

(Fonte: http://www.icp.ecp.com/home/ofertalicp/pros-semi-biodegradacion.htm, 2003)

Levando em consideracdo que um dos fatores chave para a efetiva
homegeneizagcao do conteido de um bioreator diz respeito as caracteristicas fisicas do
material a ser tratado, Saner et al. (1996a) desenvolveram um protétipo para tratamento
de solos contaminados com hidrocarbonetos. Nesse reator (Figura 3.8), do tipo tambor
fixo onde o solo ndo era tratado como lama, foram instalados dois discos de
engrenagens circulares conectados a um eixo central e dois eixos secundarios onde
foram instaladas “laminas” agitadoras de caracteristicas especificas. Os autores
verificaram que, em ensaio realizado com solo modelo contaminado com diesel, foi
conseguida uma otimizacdo da transferéncia de massa pelo sistema de agitacdo
adotado, o que refletiu diretamente na biodegradacdo do composto organico, monitorada

através das taxas de geragao de CO, e de consumo de O, ao longo do teste.
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Figura 3.8. Esquema representataivo do biorreator desenvolvido por SANER et al.
(1996a). (1), (4) e (8) Engrenagens. (2) Corpo do reator. (3) Eixo central. (5)

Tampa. (6) Agitadores. (7) Eixo agitador secundario.

3.8. Monitoramento do Processo de Biorremediagao

Geralmente a confirmacido da eficacia da aplicagdo de um processo de
biorremediacdo ocorre através da avaliacdo de resultados obtidos na quantificagao de
parametros quimicos e/ou fisico-quimicos pré-estabelecidos em leis e regulamentos,
como por exemplo, concentracdo residual de hidrocarbonetos e/ou metais. As
metodologias de quantificacdo podem variar desde métodos gravimétricos mais simples,
como o método de quantificacdo de 6leos e graxas (NASCIMENTO et al.,, 2003), até
formas mais complexas como a cromatografia gasosa associada a detectores especificos
(ionizacado de chama, massas), empregada na quantificacdo de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP’s), de hidrocarbonetos poliaromaticos (HPA's) e das fragdes de petrdleo

(saturados, aromaticos, resina e asfaltenos - SARA).

Para Fiuza e Vila apud Santos (2007), a analise quimica periddica da concentracao
de contaminantes no solo deve estar, sempre que possivel, associada a determinagao de
parametros bioldgicos por serem esses considerados como métodos indiretos de
acompanhamento do processo. Esses Ultimos incluem a quantificacdo da biomassa
(heterotrofica total e hidrocarbonoclastica) e analise do consumo de O, ou produgao de
CO..
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Segundo Morais (2005), estudos envolvendo a medida da taxa de mineralizagao
através da producao de CO, (conhecidos como testes respirométricos ou ensaios de
biodegradabilidade) podem fornecer informagbes sobre a biodegradabilidade de
hidrocarbonetos em solos contaminados. Esta metodologia tem sido empregada
amplamente como etapa prévia na selegdo das técnicas de biorremediacdo a serem
adotadas, pois fornecem resultados rapidos e confiaveis. A geracao de CO, foi citada por
Ortiz et al. (2006) como um dos métodos mais simples para avaliar a atividade global da
comunidade microbiana do solo, visto que a mesma é resultado direto da respiracéo
endogena microbiana e a quantidade de CO, gerado pode ser relacionado diretamente a

presenga de biomassa ativa nas amostras de solo.

Além da recomendacao da associacdo de métodos indiretos no monitoramento dos
processos de biorremediacdo, tem-se buscado o estabelecimento de pardametros que

espelhem o real impacto do contaminante no solo, antes e apés o tratamento proposto.

Sabe-se que as metodologias analiticas associadas a quantificacado dos valores de
referéncia estabelecidos em leis e regulamentos envolvem, em sua maioria, pelo menos
uma etapa de extracdo quimica intensiva para que o composto passe para uma fase
liquida e nessa seja quantificado. Esse processo pelo qual a amostra sélida, ou semi-
solida, & submetido freqlientemente nao representa a real condicido de extracao
(lixiviagado efou solubilizagdo) a qual aquela amostra sera submetida no ambiente.
Quando avaliado dessa forma, um processo de biorremediacdo muitas vezes nao é
considerado eficiente uma vez que a concentragao residual do poluente pode vir a
permanecer acima dos valores de referéncia estabelecidos na legislagdo ambiental
pertinente. Por outro lado, essa concentracdo residual pode englobar a fragdo nao
biodisponivel do contaminante, isto &, a fracao nao disponivel aos organismos e portanto

pouco nociva e de dificil eliminagao por processo biologico (SISINNO et al, 2004).

Varios autores tém destacado a importancia de estimativas praticas da fragcéo
biodisponivel do contaminante como parte integrante de estudos preliminares a etapa de
aplicacdo de um processo de biorremediagdo. Tais estimativas sédo uteis ndo sé na
quantificacdo da fragcdo do contaminante que realmente estara susceptivel ao ataque
microbiano, mas também como ferramenta a ser associada a estudos de avaliacdo de
risco (HARMS e BOSMA apud HAWS et al. ,2006). Varias metodologias vém sendo
aplicadas tanto para a avaliacdo da contaminagao de um solo, como para verificacdo de
sua qualidade apds processo de tratamento. Entretanto, apenas por meio dos ensaios

ecotoxicolégicos os efeitos sinérgicos das substancias (bem como seus sub-produtos)
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podem ser avaliados. Nesses ensaios sao verificados os efeitos das variaveis ambientais
que sao capazes de afetar a toxicidade das substancias aos componentes vivos de um

ecossistema.

Estudos realizados apds processo de remediacdo de solos contaminados por
hidrocarbonetos mostraram que mesmo enquadrados do ponto de vista de legislacao,
muitos solos ainda podem apresentar uma toxicidade residual, constatada apenas por
meio dos ensaios ecotoxicolégicos (HUND e TRAUNSPURGER, 1994; NUNES-
HALLDORSON et al., 2004; PLAZA et al. 2005).

Ensaios preliminares realizados tanto com amostras contaminadas por
hidrocarbonetos (SISINNO et al., 2004a e b) como para uma amostra contaminada com
mercurio (SISINNO et al., 2005) indicaram que o ensaio de comportamento de fuga (ISO,
2004) pode ser um dos ensaios aplicados na complementacdo da avaliacdo de areas
contaminadas. Entretanto, os ensaios para avaliagdo da ecotoxicidade com organismos
de solo ndo estdao bem estabelecidos no Brasil, pelo fato de nao existir ainda normas da
ABNT e em funcdo de estarem descritos testes desatualizados e portanto pouco
recomendados para a aplicagdo (Manual do IBAMA - SEMA, 1988).

Uma outra ferramenta cuja aplicagdo vem crescendo no monitoramento dos
processos de biorremediacao de solos contaminados é a biologia molecular. Com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, associadas ao conhecimento em
bioinformatica, tornou-se possivel a caracterizacdo de comunidades microbianas mistas
em determinados ecossistemas, revelando os grupos atuantes, muitos destes até entéo
desconhecidos. Tais técnicas exercem hoje papel fundamental no desenvolvimento do
conhecimento dos microambientes (ROSADO e DUARTE, 2002) e essa revolugdo do
conhecimento possibilitou a criacdo de um novo campo na Microbiologia Ambiental
denominado Ecologia Microbiana Molecular (ROSADO et al., 1997).

A utilizagdo de técnicas moleculares permite, portanto, um conhecimento mais
aprofundado dos grupos microbianos presentes, apds a selegcdo natural imposta por
condicdes extremas, como a presenca de substancias poluentes e de suas formas
distintas de tratamento. Do ponto de vista técnico, estes métodos sio viaveis porque séo
rapidos e sensiveis para identificar e monitorar a populacido microbiana presente e
atuante no processo de Biorremediagdo (WILKSTROM et al., 1996).
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Os resultados obtidos com estas técnicas possibilitam definir com maior preciséo o
melhor processo de Biorremediacdo a ser implementado, desenvolvendo mecanismos
que promovam a atividade maxima de um determinado grupo microbiano de interesse.
Por exemplo, a presenga de uma grande quantidade de copias de um gene catabdlico em
uma area contaminada pode ser um indicativo de que esteja ocorrendo um processo de
biodegradacdo natural ou que a estratégia de tratamento empregada é eficiente
(WILKSTROM et al., 1996) .

Estas técnicas podem ser usadas para complementar o monitoramento nos estudos
de impactos ambientais. Além de avaliar a diversidade genética de amostras ambientais,
estudando o efeito da presencga de um determinado poluente na estrutura da comunidade
microbiana, & possivel verificar aqueles que se adaptam e atuam no processo de
Biorremediacdo. Pode também ser aplicada no monitoramento de microrganismos
inoculados in situ, avaliando sua permanéncia ou eliminacdo nos processos de
Bioaumento (JANSSON et al., 2000; IWAMOTO e NASU, 2001).
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4. MATERIAIS E METODOS

No desenvolvimento do presente trabalho de tese foram utilizados dois solos de
origens distintas: o Solo 1 proveniente da regido sudeste (estado de Sdo Paulo) e o Solo
2 proveniente da regido nordeste do Brasil (estado de Sergipe). O estudo foi iniciado
empregando-se o Solo 1 como modelo, sendo entdo realizados ensaios de
biodegradabilidade em microcosmos, a selecdo da melhor configuracdo de biorreator de

bancada e os primeiros experimentos de biodegradacgéo no dito biorreator.

No entanto, ao longo dos 4 anos em que o trabalho de tese foi conduzido o Solo 1
passou por um processo natural de intemperizacdo no préprio local de armazenamento,
além de ter sido adequadamente destinado pela empresa, no ano de 2005, sendo
necessaria a selecdo de um novo solo para a continuidade do estudo. O Solo 2 foi entdo
selecionado, tendo em vista que o mesmo representa uma realidade em termos de
caracterizagdo de um solo comum no territério brasileiro, além ser proveniente de um
campo de exploracédo e producido de petréleo em terra, onde ndo se pode descartar a
possibilidade de ocorréncia de um acidente ambiental (vazamento involuntario de
petréleo). Assim sendo, novos ensaios de biodegradabilidade foram realizados em
microcosmos com o Solo 2, repetindo os realizados com o Solo 1 e que apresentaram
resultados promissores em termos de remogado do contaminante orgénico, bem como
testes complementares de biodegradagao no biorreator de bancada e experimentos em

biorreator piloto.

Face ao anteriormente exposto, e de forma a tornar mais didatica a apresentagao
do escopo do trabalho, o presente capitulo sera subdividido em 8 secgbes, a saber:
Caracterizacdo dos Solos Empregados (4.1), Definicao da Configuracao de Protétipo de
Biorreator de Bancada (4.2), Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos (4.3),
Experimentos em Biorreatores de Bancada (4.4), Projeto e Confecgao de Biorreator
Piloto (4.5), Experimentos em Biorreator Piloto (4.6) , Metodologias para o Monitoramento

dos Ensaios de Biodegradacéao (4.7) e Ensaios Complementares (4.8).

Nesta ultima secdo, serdo apresentados os resultados de testes de avaliacao
ecotoxicologica e da diversidade microbiana de amostras de solo antes e apos os
tratamentos efetuados (4.8.1 e 4.8.2), além de dois ensaios complementares ao trabalho
de tese e que serviram de base para consolidar os resultados obtidos ao longo de todo o
trabalho: Avaliagdo da Biodisponibilidade do Oleo Contaminante no Solo 1 (4.8.3) e

Simulagéo do Processo de Atenuagéo Natural do Solo 2 (4.8.4).
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4.1. Caracterizacao dos Solos Empregados

4.1.1. Solo 1

Na primeira fase do estudo utilizou-se um solo contaminado em 1999, com éleo
cru (MARLIN - 80% e ALBACORA -20%) e outro sem contaminagdo, denominado de
virgem, coletado na mesma regido do primeiro. Ambos o0s solos sdo provenientes do

estado de Sao Paulo, regido sudeste do Brasil.

O solo contaminado foi removido do local ap6és o acidente que o originou e
armazenado, adequadamente, em local devidamente impermeabilizado com manta de
polietileno (PE) e dotado de sistema de drenagem, conforme orientagdes do 6érgao de
controle ambiental do estado (SANTOS et al., 2001). A primeira amostragem dos solos
empregados no desenvolvimento deste trabalho (contaminado e virgem) foi realizada por
uma equipe da Petrobras, especializada neste tipo de procedimento, que garantiu a
representatividade das amostras. As amostras encaminhadas para o CETEM foram
mantidas sob refrigeragéo a 4° C apds etapas prévias de homogeneizagao, quarteamento

€ peneiramento em peneira de malha 10 mesh.

A caracterizagao inicial dos solos foi realizada com o intuito de subsidiar o
desenvolvimento do processo de tratamento biolégico. Foram levantadas, assim,
inicialmente, as caracteristicas fisico-quimicas, orgéanicas, inorganicas e microbiolégicas

mais relevantes.

Na Tabela 4.1 a seguir, encontram-se 0s principais resultados da caracterizagéo
de ambos os solos (virgem e contaminado), obtidos anteriormente por Rizzo et al. (2002)
e Trindade (2002).
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Tabela 4.1. Caracterizagao dos solos virgem e contaminado (adaptado de SANTOS
et al., 2001, RIZZO et al. , 2002 e TRINDADE, 2002).

_ SOLO SOLO
CARACTERIZACAO VIRGEM CONTAMINADO
(Solo 1)
Fisico-QuiMICA
Distribuicao Granulométrica (%)
Areia Grossa 5,4 40,5
Areia Fina 78,9 19,3
Silte 4,3 28,1
Argila 11,4 12,1
Densidade (g/cm®) 1,2 1,1
Densidade de Particula (g/cm®) 3,5 2,3
Porosidade (%) 64,5 52,0
Limite de liquidez ND NA
Limite de plasticidade Nao plastico NA
pH 5,4 4.8
Capacidade de Retengdo de Agua (%) 32,8 26,9
ORGANICA
HTP (mg/g) NA 53,8
HPA (mg/g) NA 9,75
S.AR.A. (%)
Parafinas NA 41,18
Aromaticos NA 26,24
Resinas NA 32,58
Oleos e Graxas (%) 0,2 4.9
Matéria Organica (g/kg) 10,2 47,9
MICROBIOLOGICA
Pop. Heterotréfica Total (UFC/g de solo) 2,70x10° 2,38x10°
Pop. Degradadora (NMP/g de solo) 1,43x10° 4,28x10°
INORGANICA
Fertilidade
Ca*? (cmol/Kg) NA 2,7
Mg*? (cmol/Kg) NA 0,7
K" (cmol/Kg) NA 0,11
Na® (cmol/Kg) NA 0,14
Al (cmol/Kg) NA 0,0
I:)assimilélvel (mg/Kg) NA 2,0
N (g/Kg) NA 0,6

ND: ndo detectado; NA: ndo analisado

Verifica-se que apesar do alto teor de contaminagéo presente no Solo 1 (53,8 mg

HTP/g solo) a densidade microbiana heterotréfica total detectada (2,38 x 10° UFC/g solo)
fortaleceu, ainda mais, a opcdo pela adocdo das técnicas de biorremediagdo no
tratamento do mesmo. J& a concentragdo de microrganismos degradadores observada
(4,28 x 10° NMP/g solo) indica um elevado grau de adaptacgéo da populagéo microbiana

ao contaminante presente neste solo.
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Os baixos niveis de fertilidade do solo contaminado (relagdo C:N:P igual a
100:1,25:0,004) desfavorecem, a principio, a ocorréncia da biodegradagcao natural (ou
intrinseca) dos poluentes, indicando a necessidade de adicdo de nutrientes para

aumentar a atividade microbiana (técnica de bioestimulagao).

Em funcdo da parcela significativa de finos existente no solo (40,2% de silte +
argila) fez-se essencial a realizagdo de uma caracterizagdo mineralogica do referido solo,
por ser esta fragdo uma das principais determinantes do comportamento mecénico dos
solos, bem como das interagbes solo/contaminante (PROVIDENTI et al., 1993;
BOOPATHY, 2000). Nessa etapa de -caracterizagdo mineralégica do solo foram
efetuadas observagdes ao microscopio eletrdnico de varredura (MEV) e determinacgéo de

minerais por difragdo de Raios X.

Para efeito de observagcdo ao MEV, foi empregado o solo virgem (ndo
contaminado), proveniente da mesma regido onde ocorreu o vazamento de dleo. Este
procedimento foi adotado em funcédo do risco de dano ao equipamento, caso fossem
analisadas amostras do solo contaminado. Uma vez que o objetivo da observagdo ao
MEYV consistia em determinar as caracteristicas elementares da matriz do solo, e ndo dos
contaminantes presentes, as determinagbes em amostras de solo virgem foram
consideradas satisfatorias. As analises foram realizadas pela Coordenacido de Analises
Minerais - Setor de Caracterizagdo Tecnolégica - do Centro de Tecnologia Mineral
(SCT/COAM/CETEM/MCT). Apds polimento e metalizagdo com ouro de 8 amostras
representativas do solo virgem, foram feitas observagées ao MEV, modelo LEICA S440.
As imagens foram geradas por detetor de elétrons secundarios, que gera os niveis de
cinza na dependéncia da morfologia. Além disso, foram obtidos espectros de composig¢ao
quimica qualitativa por dispersao de energia (EDS — Electron Dispersive Spectroscopy)
em pontos de area de aproximadamente 2 um, selecionados mediante o exame das
imagens. O EDS utilizado foi um Link ISIS L300 com detetor de SiLi Pentafet, janela
ultrafina ATW I, de resolucao de 133 eV para 5,9 keV.

Ja as andlises de Difragdo de Raios X foram executadas em difratbmetro
Siemens AXS D5005 com trocador automatico de amostras de 40 posicoes e detetor de
estado sélido de Nal. As seguintes condi¢cdes de analise foram empregadas: radiagéo de
Cu Ka (A= 1.54184 A), 40 kV, 40 mA, geometria 6/20, range de analise 3 a 70° 20, passo
de 0,02° 26, tempo de analise 1,0 s por passo, e amostra em rotacdo durante a analise a

60 rpm (spinner).
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A distribuicdo granulométrica foi refeita, por método distinto ao adotado
anteriormente por SANTOS et al. (2001), para fins de validacdo dos resultados
inicialmente obtidos. Tal ensaio foi realizado pelo Laboratério de Geotecnia do Programa
de Engenharia Civil da COPPE/UFRJ, pelo método ABNT NBR 7181 (dezembro de

1984), com uma amostra representativa do solo virgem.

Como citado anteriormente, ao longo do desenvolvimento experimental da tese, o
Solo 1 passou por um processo natural de intemperizacdao no préprio local de
armazenamento da empresa. Ressalta-se que, na época da primeira amostragem do solo
para inicio do trabalho, nem o CETEM nem a EQ/UFRJ dispunham de espaco fisico
adequado ao armazenamento de quantidade suficiente de solo em condigcbes
refrigeradas para o desenvolvimento de todo o projeto (cdmara fria, 4° C). Sendo assim,
duas coletas/amostragens distintas foram realizadas. O primeiro lote coletado apresentou
contaminagéo organica da ordem de 5% m/m de HTP (hidrocarbonetos totais de petréleo)
e foi todo empregado nos testes em microcosmos, no desenvolvimento do protétipo de
biorreator de bancada, conforme sera descrito posteriormente neste capitulo. Ja o
segundo lote foi empregado em ensaios complementares em microcosmos e em
experimentos no biorreator de bancada, a serem descritos posteriormente. Antes porém,
foi necessaria uma caracterizacdo quimica e fisico-quimica deste lote de solo para dar

sequéncia ao trabalho experimental.

Tendo sido comprovada a acentuada intemperizagcao sofrida pelo Solo 1 e a
consequente redugdo do teor de contaminante neste, concluiu-se que esforcos para a
aplicagao de técnicas que visassem o aumento da eficiéncia de biodegradagao tenderiam
a nao surtir o efeito desejado devido as caracteristicas de recalcitrancia da contaminagao

residual presente.

Tornou-se, entéo, imprescindivel para a continuidade do projeto, a selegao de um
novo solo com caracteristicas fisico-quimicas similares as do Solo 1, sendo apresentado

pela Petrobras o solo proveniente do estado de Sergipe (Solo 2).

4.1.2. Solo 2

O Solo 2, utilizado na condugédo da segunda fase do trabalho experimental de
tese, ¢é proveniente de um campo de exploragcao de petrdleo em terra, localizado no
estado de Sergipe. A coleta do solo foi realizada por equipe da Petrobras de forma a
garantir a representatividade da mesma. Esse solo ja vinha sendo empregado no

desenvolvimento de outros estudos envolvendo a aplicagdo do processo de
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no proprio CETEM e na Petrobras e algumas

caracteristicas fisicas e quimicas ja haviam sido determinadas conforme apresentado na
Tabela 4.2 (SEABRA, 2005; SEABRA et al., 2006).

Tabela 4.2. Caracterizagao dos solos virgem e contaminado (adaptado de SEABRA,

2005; RIZZO et al., 2006, SEABRA et al, 2006 e SANTOS, 2007).

: SOLO SOLO
CARACTERIZACAO VIRGEM CONTAMINADO
(SOLO 2)

FiSICO-QUIMICA |
Distribuicao Granulométrica (%)

Areia 75 NA

Silte 14 NA

Argila 11 NA
Limite de Liquidez ND NA
Limite de Plasticidade N&o plastico NA
Densidade da Particula (g/mL) 2,2 1,4
Densidade do solo (g/mL) 1,3 1,2
Porosidade (%) 43 16
pH 6,8 6,4
Capacidade de Retengdo de Agua (%) 34 28
ORGANICA
HTP (mg/g) NA 20,31*
HPA NA NA
S.AR.A. (%)

Parafinas NA 43,68

Aromaticos NA 15,18
Resinas NA 21,08
Matéria orgénica (%) 1,7 5,8
Oleos e Graxas (%) 0,37 3,42
INORGANICA
Fertilidade
Ca*? (cmol/Kg) NA 11,0
Mg*? (cmol/Kg) NA 3,6
K* (cmol/Kg) NA 1,2
Na® (cmol/Kg NA 0,385
AlI*® (cmol/Kg) NA 0

I:)assimilével (Q/Kg) 0,15 0,1 3
N (g/Kg) 1,3 2,3
MICROBIOLOGICA
Pop. Heterotrofica Total (UFC/g de solo) 9.8 X108 -
Pop. Degradadora (NMP/g de solo) 2,8 X10° -

ND: ndo detectado; NA: ndo analisado *:

obtidos

média dos resultados de caracterizacao

Apoés a chegada do material no CETEM, foi realizada uma etapa de secagem a

temperatura ambiente durante aproximadamente uma semana. Em seguida, o material foi

homogeneizado, quarteado e peneirado em uma malha de 10 mesh (peneira ABNT n°12)
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antes de ser disponibilizado para os experimentos. Até a realizacdo dos testes, o solo foi

estocado em camara fria a 4°C.

Ao contrario do Solo 1, que se tratava de uma contaminacgao real, o Solo 2 nao
era originalmente contaminado. Assim, para a simulagcdo de uma contaminagédo neste
solo optou-se pela utilizagdo do 6leo cru do tipo Sergipano Terra, proveniente da mesma
regidao de origem do solo, de forma a simular uma contaminagéo que possa vir a ocorrer
durante a exploragéo dos pocgos localizados na area (vazamento involuntario de petréleo).

O teor de contaminacao adotado foi de 5% m/m.

A densidade microbiana heterotréfica total (9,8 x10° UFC/g solo) e degradadora
(2,8x10° NMP/g solo) no solo virgem indicam a viabilidade da aplicacdo do processo de

biorremediagao.

Os niveis naturais de fertilidade do Solo 2 contaminado (C:N:P = 100:6,86:0,39)
estdo acima dos verificados para o Solo 1, porém ainda exigem que seja avaliada a
necessidade de ajustes na relacdo C:N:P de forma a maximizar a atividade microbiana

degradadora (aplicagédo da técnica de biestimulo).

Assim como realizado com o Solo 1, foi realizada pela Coordenacao de Analises
Minerais (COAM/CETEM) uma etapa complementar de caracterizagdo, utilizando a
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) acoplada a um sistema de dispersao de
energia (EDS), e a Difracdo de Raios-X. As metodologias e equipamentos foram os

mesmos empregados para o Solo 1 e descritos no item 4.1.1.

No procedimento de contaminagdo simulada do solo, as amostras de solo sem
contaminagdo eram retiradas do estoque em camara fria (4°C), sete dias antes da
realizagcado dos experimentos, sendo nhovamente secas a temperatura ambiente, por um
periodo de quatro dias. A contaminacgao foi simulada no laboratério, ou na usina piloto,
adicionando 6leo cru na concentragdo de 5% m/m de solo seco. Apos 72h, o material
contaminado (solo + oleo) era utilizado para o desenvolvimento dos ensaios de
biodegradagédo seja em microcosmos, seja nos biorreatores de bancada ou mesmo no

biorreator piloto.
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4.2. Definigdo da Configuragao de Protoétipo de Biorreator de Bancada

4.2.1. Avaliagao inicial do comportamento mecénico do solo 1 em diferentes
protétipos de biorreatores em escala de bancada

A partir de ensaios preliminares, realizados em homogeneizador de amostras do
tipo carrossel e descritos a seguir, e de trabalhos reportados na literatura sobre aplicagéo
de biorreatores de fase sélida e semi-sélida no tratamento de solos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo (ALEF e NANNIPIERI, 1995; BANERJEE et al., 1995;
BANERJI et al., 1995; KRUGER et al., 1995; TRUAX et al., 1995; BRINKMANN et al.,
1998; WOO e PARK, 1999; RICHNOW et al., 2000; ICP, 2003; PURWANINGSIHA et al.,
2004; COLLINA et al., 2005; ARRAR et al., 2007; CLARK e BOOPATHY, 2007; DERUDI
et al., 2007; MOHAN et al., 2007; OKUDA et al., 2007; SHAILAJA et al., 2007), foram
idealizados dois protétipos de biorrreatores em escala reduzida, sendo um do tipo tambor
rotativo e o outro, parafuso transportador. As observacdes, inicialmente visuais,
decorrentes do comportamento mecanico do Solo 1 contaminado e do solo virgem, em
cada um dos sistemas, permitiram a melhoria gradual dos protétipos e, finalmente, a
proposicao de uma terceira configuracdo de biorreator que serd apresentada no item
4.3.2.

4.2.1.1. Ensaios em homogeneizador de amostras

Os ensaios com o0 solo virgem, realizados em homogeneizador de amostras do
tipo “Carrossel” (Figura 4.1), tiveram como objetivo a observagcdo do comportamento
mecanico do solo quando submetido a movimento rotacional. Esses ensaios exploraram
também a diferenga do teor de umidade (50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 e 90% da
capacidade de retencdo de agua - CRA) para um percentual de ocupacao dos frascos de
amostra empregados de, aproximadamente, 50%. Os testes foram conduzidos a 5 rpm,

com observagodes visuais em 30’ e 1 min.
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MOTOR

Figura 4.1. Homogeneizador de Amostras do Tipo “Carrossel”

Em fungcdo do comportamento mecanico observado para o solo virgem, uma
segunda bateria de testes foi executada, com amostras do solo contaminado (Solo 1),
desta vez contemplando o bindmio “Ocupacado/Umidade”. Nesses testes menores taxas
de ocupacao foram avaliadas (20, 30 e 40% do volume Uutil) e os teores de umidade
adotados também sofreram reducgéo, ficando na faixa de 40 a 50% da CRA. As seguintes
condigcbes foram investigadas na busca pela minimizacao do fendmeno de aglomeragao
(“peletizacaon”):

(A) 40% de percentual de ocupacao e 50% da CRA
(B) 40% de percentual de ocupacao e 45% da CRA
(C) 40% de percentual de ocupagéao e 40% da CRA
(D) 30% de percentual de ocupagéao e 50% da CRA
(E) 30% de percentual de ocupacao e 45% da CRA
(F) 30% de percentual de ocupagéo e 40% da CRA
(G) 20% de percentual de ocupacéo e 50% da CRA
(H) 20% de percentual de ocupagao e 45% da CRA

(1) 20% de percentual de ocupacgao e 40% da CRA

E importante ressaltar que o percentual de ocupagdo do material sélido em
reatores, relacionado a propria configuragdo desses, pode contribuir para a formagao de
regides de compactagdo ou mesmo para a formagao de agregados (“pellets”), conforme
observado por BRINKMANN et al. (1998). Desta forma, a identificacdo do percentual de

ocupacao adequado deve ser combinado a otimizacéo do teor de umidade (expresso em
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percentual da capacidade de retengao de agua) para a definicdo das melhores condigbes

operacionais do reator.

4.2.1.2. Ensaios em tambor rotativo

O emprego de reatores do tipo tambor rotativo no tratamento de solos
contaminados vém sendo freqlientemente citado na literatura (BANERJEE et al., 1995;
KRUGER et al., 1995; TRUAX et al., 1995; BRINKMANN et al., 1998; WOO e PARK,

1999), conforme registrado anteriormente.

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade deste tipo de configuragcdo no
tratamento do Solo 1, foi adotado o protétipo de reator ilustrado na Figura 4.2. Ainda
nesta figura observam-se as dimensdes do reator de bancada, em acrilico, bem como o
esquema da unidade motora responsavel pela movimentacao rotacional do sistema. O
reator possuia um volume nominal de 510 mL, relagdo comprimento/didmetro (c/d) de
1,06 e volumes uteis correspondentes a 476,4 mL (para uma altura de aleta de 2cm —
testes A e B) e, posteriormente, 484,8mL (para uma altura de aleta de 1,5cm — testes C e
D).

Nos referidos testes, o comportamento do solo contaminado foi observado sob
diferentes condi¢des de ocupacao (% do volume util) e de umidade (% da capacidade de

retencéo de agua - CRA):

(A) Vg = 476,4mL; 50% do volume util; 50% da CRA.
(B) Vi = 476,4mL; 40% do volume util; 40% da CRA.
(C) Vs = 484,8mL; 40% do volume util; 40% da CRA.

D) Vui = 484,8mL; 40% do volume util; 50% da CRA.
(

Durante a realizagdo dos 4 testes, o protétipo foi mantido em unidade motora
localizada na usina piloto do CETEM (Figura 4.2), sob rotagao lenta (3 a 5 rpm), por
aproximadamente 18 horas. Ao fim de cada teste, a extremidade rosqueada do reator foi

removida e o aspecto do solo no interior do mesmo foi registrado fotograficamente.
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Alt0xa da aleta = h

Diametro
atil=8,5cm

Comprimento
da aleta=8,4cm

Espessura
da aleta ®
=0,5cm

Figura 4.2. Protoétipo de Tambor Rotativo e Unidade Motora

Na confeccdo deste protodtipo, especial atencdo foi dada as aletas. Tal
preocupacao justificou-se pela significativa agregacao visualizada nos testes realizados
anteriormente com o solo contaminado (testes no homogeneizador de amostras -
carrossel) e pelas afirmacdes feitas por Woo e Park (1999), de que tambores nao
aletados permitem a compactacao de material sélido nas paredes do reator e a formacgao

de agregados, contribuindo para um grau de mistura deficiente.

4.2.1.3. Ensaios em parafuso transportador

Parafusos transportadores, embora menos utilizados, também vém sendo
reportados na literatura como aplicaveis no tratamento de solos contaminados (ALEF e
NANNIPIERI, 1995; ICP, 2003).

Visando simular o uso de um parafuso transportador em escala de bancada, um
eixo helicoidal, em ago inox, de didmetro externo de 2,3 cm e didmetro interno de 1,7 cm,
foi fixado a um motor de agitador mecénico, de modo a revolver o solo no interior de 3
diferentes colunas de vidro (didmetros internos e relagdes comprimento/didmetro
distintas). Neste protétipo, o bindbmio “Umidade/Ocupagao” foi explorado, conforme

apontado na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Condi¢goes Empregadas nos Testes em Protétipos de Parafusos

Transportadores

COMP. d RELACAO A =
reste | COLUNA | GOLUNA | cthoemo | ) | QCUPACRO | ahDADE

(cm) (cm) (adimens.)
A 10,5 4,0 2,63 1,7 40 40
B 13,0 2,5 5,2 0,2 30 40
C 13,0 2,5 5,2 0,2 40 40
D 10,5 3,0 3,5 0,7 40 40
E 10,5 3,0 3,5 0,7 40 50

(a) Diferenca entre o didmetro interno da coluna e o didmetro externo do eixo helicoidal

(espacamento “parede interna — eixo helicoidal”).

O esquema geral do protétipo de parafuso transportador pode ser visualizado na
Figura 4.3 :

Diametro externo do eixo helicoidal = 2,3 cm

o

R ——
I
L
|

Diametro | MOTOR
interno = dinterno

Comprimento =c¢

Figura 4.3. Esquema Geral do Protétipo de Parafuso Transportador

4.2.2. Proposig¢ao e dimensionamento de configuragao alternativa de biorreator
Com base nas observacgdes e nos resultados obtidos na etapa de avaliagao do
comportamento mecanico/reolégico do solo contaminado nos diferentes protétipos de
biorreatores em escala reduzida, que desencorajou o uso de tambores rotativos e
tambores fixos com eixo do tipo parafuso transportador, nova pesquisa comegou a ser
feita, desta vez objetivando um levantamento dos tipos de misturadores de sdlidos e/ou
solos existentes. Foram localizados, via Internet, dois fabricantes de misturadores

industriais (HC Davis Sons Manufacturing Co., Inc. — http://www.hcdavis.com/agitator.htm

e Mueller Technologies International —  http://www.mueller-trade.com/Mixing/

Agitator_Types.htm). Destes, o primeiro fabricante foi contatado, resultando em
significativa troca de informagdes. Duas possibilidades de configuracdo para o
misturador/agitador interno do reator do tipo tambor fixo foram, a principio, levantadas:

agitador tipo pas (Figura 4.4) ou agitador tipo espirais (Figura 4.5). Valendo-se da
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experiéncia adquirida durante os testes descritos no item 4.2.1, no que diz respeito ao
comportamento do solo (tendéncia a aglomeragdo e formacdo de pellets), foi
selecionado, a principio, o agitador do tipo pas (Figura 4.4) como sendo 0 que mais se
adequaria aos objetivos do projeto de tese. Assim sendo, investiu-se na concepgao de
um misturador semelhante, de bancada, a ser confeccionado e montado pela equipe da
oficina do Centro de Tecnologia Mineral (CETEM/MCT).

Figura 4.4. Esquema Representativo de um Agitador Interno (tipo pas) de um

Reator do Tipo Tambor Fixo (http://www.hcdavis.com/agitator.htm)

Figura 4.5. Esquema Representativo de um Agitador Interno (tipo espirais) de um

Reator do Tipo Tambor Fixo (http://www.hcdavis.com/agitator.htm)

Na Figura 4.6, a seguir, € apresentado o esquema representativo do sistema de
tratamento (incluindo o corpo do reator, pontos de amostragem/monitoramento/entradas
e saidas e o sistema de agitacdo) que foi concebido. O objetivo inicial foi o de
confeccionar um modelo/protétipo onde o corpo do tambor fixo fosse de acrilico, de forma
a tornar possivel a visualizagdo do comportamento do material no interior do reator
quando da realizacdo dos testes. No que diz respeito ao material de confec¢cdo do

agitador central, baseado na Figura 4.4 apresentada anteriormente, optou-se inicialmente
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pelo PVC para confecgao do eixo central e dos eixos perpendiculares, e pelo aco inox

para a confeccao das pas, de forma a conferir maior resisténcia as mesmas.

Monitoramento da temperatura, da
geragao de didéxido de carbono, da
concentragao de oxigénio
dissolvido no solo, do consumo de
hidrocarbonetos e do crescimento
microbiano

MiCrorganismos ..........coeeeeeveeeeeveresnns;
Nutrientes

Tratamento

——— das Emissdes

Supril to d
uprimento de Atmosféricas

Oxigénio e Corregao
do Teor de Umidade

p=33,90cm

BIORREATOR

Volume atil = 15 litros

Figura 4.6. Esquema representativo do Sistema de Tratamento Ex-Situ de Solos

Eixo do Agitador

Contaminados por Hidrocarbonetos de Petréleo, incluindo Biorreator.

O distanciamento das pas para o corpo do reator foi estabelecido inicialmente em
3 mm de forma a ser evitada a criagdo de um espaco vazio acentuado e a consequente
formacgao de um “filme” de material (solo) nas paredes (Figura 4.7). Por outro lado, caso
fosse estabelecido um menor espagamento este poderia vir a ter como conseqiéncia
danos (rachaduras) nas paredes do reator devido ao atrito excessivo das pas e do solo

com estas.

Figura 4.7. Esquema representativo do distanciamento das pas do agitador central

em relagao as paredes do biorreator (vista lateral).

Ao eixo central foram acoplados 5 eixos perpendiculares aos quais foram fixadas
2 pas (uma em cada extremidade). Os eixos perpendiculares foram fixados ao eixo
central de forma que as pas localizadas em suas extremidades “fechem” o quadrante

relativo ao didmetro da secéo cilindrica do biorreator (Figura 4.7).
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Decidiu-se que a inclinacido e direcionamento das pas seriam definidos apds os
testes iniciais a serem realizados no protétipo, pois s6 apdés a visualizacdo do

comportamento do solo no reator seria possivel o ajuste do posicionamento das mesmas.

Nas Figuras 4.8 (a e b), a seguir, sdo apresentados os desenhos detalhados do
reator. O mesmo é cilindrico, dotado de motor e eixo central ou agitador. O eixo central é
dotado de cinco eixos perpendiculares onde as extremidades de cada um dos eixos
perpendiculares sao dotadas de uma pa de geometria especifica. Na parte inferior do
biorreator existe uma comporta para descarga do material de solo apds o processo de
biorremediacdo. Ao mesmo foi instalada uma tampa superior para carga e descarga e
onde existe um duto de entrada para insumos como oxigénio, agua, nutrientes,
biossurfatante, etc. Além disso, esse duto é utilizado para retirar o CO, resultante do
metabolismo bacteriano, bem como compostos organicos volateis, que possam vir a ser
gerados como subproduto da biodegradagao dos poluentes organicos, e ar em excesso,

durante o procedimento de aeracao.

A vazao de ar alimentada ao sistema por compressor através de sistema de
distribuicdo especifico foi monitorada através da leitura direta em medidor de vazéo da
marca OMEL, modelo LAMBDA No. 51975G com capacidade de 4 a 45 I/min. A taxa de

aeracgao aplicada para todos os testes foi de 20 I/min.

(@) (b)

Figura 4.8. Desenho esquematico do protétipo de biorreator de bancada

confeccionado no CETEM. A.Vista frontal; B. Vista lateral.

Na Figura 4.9, que é uma vista superior do biorreator, sdo indicados os pontos de

amostragem (A, B, C, D, E) no interior do mesmo onde ocorre a coleta de amostras de
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solo para analises quimicas e microbiolégicas, de forma a assegurar a representatividade

o=

A T B¥Y ¢ [ g
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da amostragem efetuada.

o3}

Figura 4.9. Vista superior do protétipo de biorreator de bancada.

Conforme a Figura 4.10, a primeira configuracdo de pa instalada no biorreator é

em forma de rim.

Figura 4.10. Primeira configuragao de pa instalada no protétipo de biorreator de
bancada (P1).

4.3. Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos

4.3.1. Ensaios de biodegradabilidade com o solo 1

A biodegradacéo de hidrocarbonetos de petrdleo em solo € prioritariamente regida
por processos aerébios onde a matéria organica disponivel como fonte de energia para
0s microrganismos € transformada em CO, e agua (produtos de sua completa
mineralizagdo) com grande liberagdo de energia. Esta energia, conservada e
disponibilizada sob a forma de ATP, possibilita o crescimento celular, ja que pode ser

utilizada na sintese de proteinas, entre outros biopolimeros.

O conhecimento deste fendmeno metabdlico celular permite estimar, através da

quantificacdo do gas liberado (CO,), a atividade respiratéria microbiana associada ao
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consumo do contaminante (principal fonte de carbono biodisponivel na amostra)
(HEITZER e SAYLER, 1993; SOLANO-SERENA et al., 1998; NONCENTIN et al., 2000;
GIBB et al., 2001; TROQUEL et al., 2003; MORAIS, 2005; ORTIZ et al., 2006). Este
procedimento foi adotado no presente trabalho para fins de avaliagcdo da
biodegradabilidade do contaminante orgénico, no caso do 6leo cru, face as diversas

condicdes testadas nos ensaios em microcosmos.

Assim sendo, anteriormente ao desenvolvimento/concepgao do biorreator, objeto
principal deste estudo, realizaram-se ensaios de biodegradabilidade em microcosmos
para a adequacgao de condigdes de processo, sendo os mesmos avaliados através da
quantificacdo de CO,. Esta etapa prévia torna-se necessaria tendo em vista os diversos
fatores limitantes ao processo de biorremediagdo, tais como a presenga de
microrganismos capazes de degradar o contaminante, nutrientes, pH, temperatura,
umidade, oxigénio e o tipo de contaminante (MOLINA-BARAHONA et al., 2004). Os
principais fatores avaliados nessa etapa foram a adequacio da relagao nutricional e da
umidade empregadas, bem como a eficacia ou ndo da adicdo de material estruturante

organico como forma de acelerar o processo de biorremediagao..

Todos os ensaios desenvolvidos em microcosmos adotaram o sistema
experimental apresentado na Figura 4.11, a seguir, que consistia de um frasco kitazato
de 250 mL com rolha de silicone e saida lateral vedada por um tubo de latex e pinca de
Mohr. Nesses frascos foram adicionados 50g do solo contaminado (ou do solo controle

sem contaminagao) , agua e os aditivos necessarios a cada condigao testada.

Figura 4.11. Sistema experimental utilizado nos ensaios de biodegradagdao em

microcosmos

O teor de umidade foi corrigido individualmente no microcosmo para cada
condicdo testada de forma a se obter valores correspondentes a 30 ou 50% da

capacidade de retencéo de agua do Solo 1, dependendo da condi¢ao testada.
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Uma vez que o Solo 1 apresentou, na etapa de caracterizagao, pH igual a 4,8
(considerado baixo para aplicagao da biorremediagéo), 24 horas antes de cada ensaio de
biodegradagdo em microcosmos foi necessaria a neutralizagdo da amostra de solo a ser
utilizada com hidroxido de calcio (Ca(OH),) até pH 7. Este corretivo de pH foi adicionado
em quantidade determinada através das curvas de neutralizagao obtidas por Santos et al.

(2001) em trabalho anterior com esse mesmo solo.

Todos os testes foram realizados em duplicata e todos os frascos foram
incubados em estufa a 30°C durante o periodo de condugdo de cada teste (31 ou 42
dias). Nesse periodo, os frascos eram retirados periodicamente (diariamente na primeira
semana, e a cada 48 h durante o restante do periodo do teste, exceto finais de semana)
para analise cromatografica do CO, gerado no headspace do microcosmo, aeragao e

corregao de umidade, quando necessario.

Na Tabela 4.4, a seguir, sdo apresentadas as condigdes dos trés testes que
compuseram essa etapa do trabalho com o Solo 1: TESTE INICIAL, ADEQUACAO DE
UMIDADE & RELACAO NUTRICIONAL e ADICAO DE MATERIAL ESTRUTURANTE.

O primeiro teste de biodegradabilidade realizado com o Solo 1, denominado de
TESTE INICIAL, objetivou verificar a resposta do solo contaminado, em termos de
geracao de CO,, quando submetido a aplicagdo da técnica de bioestimulo, adotando-se
para isso a relagao nutricional classica sugerida na literatura que é C:N:P = 100:10:1
(ALEXANDER, 1999). A correcao dos teores de N e P foi realizada através da adigdo dos
sais inorganicos nitrato de sédio (NaNO;) e de fosfato de potassio dibasico (K;HPO,).
Como padrao de comparacao para verificar a eficacia da aplicagao da técnica, usou-se o
solo contaminado nao bioestimulado apenas com corre¢do do teor de umidade (solo
controle). Além disso, buscou-se identificar a possibilidade de geracdo de CO; no solo

contaminado por processos abidticos através da adigdo de azida de sédio (0,3% m/m).
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Tabela 4.4. Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos com o Solo 1
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Amostras de solo virgem foram também submetidas as condigbes de tratamento
com e sem o bioestimulo de forma a ser verificada a geragao de CO, resultante apenas

de biodegradagao da matéria orgéanica original do préprio solo.

Ao final do TESTE INICIAL, no qual foi constatada a necessidade de aplicacéo da
técnica de bioestimulo de modo a favorecer a degradagao biolégica do 6leo cru presente
no solo contaminado, partiu-se para a realizagdo de ensaio complementar para defini¢cao
do teor de umidade e da melhor relagdo nutricional a serem adotados para o solo em

questao.

Embora seja indispensavel a manutencao da atividade microbiana, a agua, se em
grandes quantidades, tende a dificultar o processo de biorremediacao de solos, em
funcdo das barreiras impostas ao transporte de oxigénio e a diluicdo de nutrientes
(ALEXANDER, 1999). Do ponto de vista mecanico, o excesso de umidade (acima de 50%
m/m) em solos com caracteristicas argilosas impde severas limitacbes ao tratamento em
biorreatores, em funcdo de fenbmenos de agregagdo (BRINKMANN et al., 1998; WOO e
PARK, 1999). Faz-se necessario, portanto, buscar um equilibrio entre estas exigéncias,
equilibrio este que se traduz pela adequacao do teor de umidade a ser empregado (ALEF
e NANNIPIERI, 1995).

Desta forma, apds consulta a referéncias bibliograficas sobre a adequagado das
dosagens de nutrientes e do teor de umidade em processos de biorremediagdo (DEUEL
e HOLLIDAY, 1997; WALWORTH et al., 1997; BRINKMANN et al., 1998; ALEXANDER,
1999; FOGHT et al, 1999; TRINDADE et al., 2005; WALWORTH et al., 2001), foi
conduzido o teste denominado de ADEQUACAO DE UMIDADE & RELACAO
NUTRICIONAL. Neste teste foram avaliados teores de umidade de 30 e 50% da
capacidade de retengdo de agua (CRA) do solo (8,4 e 14 % de umidade,
respectivamente) e a correcdo conjunta ou isolada dos macro-nutrientes essenciais

(nitrogénio e/ou fosforo).

O terceiro teste de biodegradabilidade, denominado de ADICAO DE MATERIAL
ESTRUTURANTE , objetivou avaliar a eficiéncia da adicdo de um material estruturante
de origem orgénica, no caso a serragem, como auxiliar no processo de biodegradagao do
contaminante organico, tendo em vista ser esta uma opg¢ao quando o solo contaminado a
ser tratado ja passou por um acentuado processo de intemperizagcdo e os compostos

organicos poluentes encontram-se fortemente aderidos a matriz do solo, como no caso
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do Solo 1. Nesses casos, apesar da microbiota nativa encontrar-se adaptada a presenca
do contaminante, a reduzida biodisponibilidade do contaminante e dos nutrientes bem
como a reduzida concentragdo de oxigénio, podem ser desfavoraveis ao processo de
biorremediagdo. A adigcdo de materiais estruturantes organicos, geralmente, contribui
para o0 aumento da atividade microbiana de uma forma geral e também daqueles
microrganismos degradadores especificos, como os degradadores de hidrocarbonetos de
petréleo (ELEKTOROWICKZ, 1994; CHO et al., 1997; ALEXANDER, 1999; RHYKERD et
al., 1999; DAVIS e WILSON, 2000; JORGENSEN et al., 2000; VASUDEVAN e
RAJARAM, 2001; BARRINGTON et al., 2002; CHOI et al., 2003; STRAUBE et al., 2003;
MEYSAMI e BAHERI, 2003; MOLINA-BARAHONA et al., 2004; RAIMUNDO et al., 2004;
LEE at al., 2007; ROLDA'N-MARTY'N et al., 2007; ROJAS-ALVELIZAPA et al., 2007).

A serragem, com tamanho de particulas entre 1,68mm e 4,76mm (- 10 # e + 4#,
respectivamente), foi escolhida como o material estruturante a ser empregado tendo em
vista os resultados promissores obtidos em trabalhos anteriores (RAIMUNDO et al., 2004;
AZEVEDO et al., 2005). Esse material foi obtido de uma serralheria no Rio de Janeiro,
onde era caracterizado como residuo, e nao possuia adicdo de produtos quimicos
conservantes da madeira. Uma vez que a concentracdo de agente estruturante a ser
utilizada no tratamento de solos pode variar de 2 a 12% m/m, optou-se pela adicdo da

serragem em concentragao igual a 10% m/m.

Ao final desta etapa, as melhores condi¢gdes de processo identificadas nos
ensaios em microcosmos foram aplicadas nos ensaios de biorremediagao no protétipo de

biorreator de fase solida ainda em escala de bancada (item 4.4.1).

4.3.2. Ensaios de biodegradabilidade com o solo 2

Apos a selecido do Solo 2 para continuidade do trabalho experimental da tese, foi
necessaria a realizacdo de ensaios de biodegradagdo em microcosmos, semelhantes aos
realizados com o Solo 1, visando determinar as melhores condi¢des para o tratamento do

mesmo (Tabela 4.5).

O primeiro teste de biodegradacéo, identificado como TESTE INICIAL, buscou
estabelecer a relagao nutricional adequada para otimizar o processo de biorremediacéo.
Os nutrientes avaliados foram o nitrogénio e o fosforo, os quais foram adicionados ao
solo contaminado na forma dos sais inorganicos, nitrato de soédio (NaNO;) e fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,), respectivamente. Os calculos para adigdo de nutrientes

foram baseados no conteudo de carbono organico total no solo, determinado pelo teor de
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carbono da matéria orgéanica ja presente no solo mais o teor de carbono proveniente da
contaminagado. Admitiu-se que este ultimo era de 85% da massa de 6leo adicionada
(TRINDADE, 2002).

Para as cinco condigbes testadas, a corregao do teor de umidade foi estabelecida
em 50% da capacidade de retencao de agua (CRA) do Solo 2 (14% de umidade), tendo

sido esse teor definido como o mais adequado nos ensaios realizados com o Solo 1.

Como o pH do Solo 2 ja se encontrava naturalmente préximo a neutralidade (6,4)

nao foi necessaria a correcéo do valor do mesmo.

As relagdes nutricionais apresentadas para as condicoes 1 € 2 do TESTE INICIAL
sao as relagbes naturalmente encontradas no solo sem contaminagdo e solo
contaminado, respectivamente. As demais condigdes tiveram o teor de nitrogénio e
fésforo corrigidos, em conjunto ou separadamente, em concentragbes testadas

anteriormente para o Solo 1 ou citadas na literatura.

No segundo teste, denominado de “ADICAO DE MATERIAL ESTRUTURANTE E
FONTE DE NITROGENIO”, a eficacia da adicdo da serragem como material estruturante
foi avaliada apds o estabelecimento da relacdo nutricional mais adequada. A
concentracao de 10% m/m da serragem foi mantida e buscou-se avaliar também uma
fonte de nitrogénio alternativa a utilizada até entdo (nitrato de sédio), principalmente
levando-se em consideracdo a possibilidade de ampliagdo de escala do sistema de
tratamento proposto (biorreator). A uréia comercial (45% de nitrogénio) foi a fonte
selecionada, tendo em vista a mesma ser empregada comumente como fertilizante
agricola e possuir custo reduzido quando comparado as fontes de nitrato. Segundo
levantamento realizado com empresas fornecedoras de produtos quimicos em novembro
de 2007, o custo do nitrato de sodio é de R$ 22,00/kg, em média. Ja o custo médio da

uréia é de R$ 12,50/kg, representando cerca de 43% de redugao.

Neste teste procedeu-se a adigédo da serragem (10% m/m) também ao solo sem
contaminacéo (SV Serr 10%), de forma que os resultados de evolugdo de CO, obtidos
fossem representativos somente da degradacdo da serragem e da matéria orgénica
natural do préprio solo, e pudessem ser usados descontando-os dos valores de CO,
obtidos nas demais condi¢des, nas quais a serragem foi adicionada ao solo contaminado.
Dessa forma, poder-se-ia obter a estimativa da geragdo de CO, resultante apenas da

degradacao do éleo cru. Para a condigdo com solo virgem, a corregao de nitrogénio nao
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foi necessaria visto que a relacdo nutricional do solo sem contaminacido é de

C:N=100:13, valor este acima do que vem sendo testado, C:N=100:10.

Tabela 4.5. Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos com o Solo 2

CORREGAO | CORREGAO | ADIGAO DE TEMPO DE
'DENT'%CS{EAO PO | conpigao ™ SOLO | DEUMIDADE | DENeP MATERIAL ENSAIO
(% daCRA)® | (C:N:P)® |ESTRUTURANTE (DIAS)
1 Solo Virgem 50 100:13:1,5* Nao 42
2 Solo 2 50 100:6,86:0,39* Nao 42
INICIAL 3 Solo 2 50 100:6,86:1 Nao 42
4 Solo 2 50 100:10:0,39 Nao 42
5 Solo 2 50 100:10:1 Nao 42
i SC Nit Solo 2 50 100:10:0,39 Nao 42
ADICAO DE . — -
ArEpiaT SC Nit Serr 10% |  Solo 2 50 100:10:0,39 Sim 42
ESTRUTURANTE e SCUr Solo 2 50 100:10:0,39 N&o 42
FONTE Db SCUrSer10% | Solo2 50 100:10:0,39 sim 42
NITROGENIO i b bedini
SV Serr10% | Solo virgem 50 100:13:1,5* Sim 42

*Relagao nutricional natural do solo Nit = Adigdo de NaNO3, Ur = Adicdo de Uréia

4.4. Experimentos em Biorreator de Bancada

O monitoramento dos processos de biorremediacdo conduzidos no biorreator de
bancada seja para o Solo 1, seja para o Solo 2, envolveu, de uma forma geral, a
quantificacdo da concentragdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), a
determinagdo da concentragao de dleos e graxas (OG), o acompanhamento dos valores
de pH e do teor de umidade e o monitoramento da alteracdo da concentragdo da

populacdo microbiana presente no solo, no inicio e ao final dos ensaios.

Todas as metodologias/técnicas empregadas serdo detalhadas no item 4.7.

Metodologias para o Monitoramento dos Ensaios de Biodegradacgao.

4.4.1. Ensaios de biorremediacao com solo 1 no protétipo 1
Ap6s a concepgao do prototipo de biorreator de bancada, denominado de
prototipo 1, e realizacédo dos testes mecanicos no mesmo, iniciou-se a etapa de condugao

de ensaios de biorremediag¢ado do Solo 1 neste biorreator.

As condigdes especificas, para cada um dos ensaios realizados, sao
apresentadas na Tabela 4.6, a seguir, e foram selecionadas em funcdo dos resultados
promissores alcangados nos testes de biodegradabilidade em microcosmos apresentados

anteriormente (item 4.3).
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Conforme sera detalhado posteriormente no item 5.1.1 do Capitulo 5 (Resultados
e Discussbes), para o inicio dos testes no protétipo 1 foi necessaria uma nova
coleta/amostragem do solo 1 no local de armazenamento temporario do mesmo na
empresa geradora do residuo (dique de contencéo) e, conseqientemente, uma nova
caracterizagdo do material entregue ao CETEM. Assim feito, utilizou-se essa nova
remessa de Solo 1(identificada como segunda remessa) para a realizacio desta etapa do

trabalho experimental de tese.

Durante os testes de avaliagao da capacidade de carga do reator (adigdo de
quantidades crescentes de solo contaminado para verificagdo da resisténcia mecanica do
corpo do tambor, do eixo e do motor), definiu-se a carga de 8kg de solo Umido (com o
teor de umidade de 50% CRA) como sendo a carga ideal para o inicio do teste. Este

valor corresponde a 40% de ocupagao do volume util do reator (29,96 litros).

No primeiro teste (1° TESTE S1), que premiou a aplicagdo apenas da técnica de
bioestimulo, adotou-se a relacdo nutricional de C:N:P de 100:1,25:1 e ajustou-se o pH
para 7, sendo estas condigcdes estabelecidas como o6timas em testes anteriores em

microcosmos (item 4.3).

O material era mantido agitado no interior do reator através do movimento
rotacional do eixo central (4 a 5 rpm) durante cerca de 7 horas diarias, com exceg¢ao dos
finais de semana e feriados quando o sistema de agitacdo era mantido desligado por
questdes de seguranca. O teste foi conduzido por um periodo de 42 dias. Diariamente o
reator era aerado por 1 hora, utilizando-se ar comprimido, por um sistema de distribuicdo
de ar especifico instalado no interior do reator, na parte superior do mesmo. A vazéao de

ar alimentada foi monitorada e mantida a aproximadamente 20 mL/min.

Tabela 4.6. Ensaios de Biorremediagciao com Solo 1 no Protétipo 1

) Taxa de Massa 4 Corregdc  Corregao Adicdode | Tempo de Agitagdo Aeragio
dentificacdo  ocupagao | de Solo L(’{;'(':d;:}e pH | Nutricional | Material Ensaio
(% volume atil) |  (kg) (pH7)®™ | (C:N:P)® | Estruturante (dias) | RPM Ciclos limin | Ciclos
0 i e " 7 hidia; 1h/dia;
1° TESTE S1 40 8 50 Sim 100:1,25:1 Nao 42 4-5 | ontinvo 20 | ontinua
2° TESTE S1 40 8 50 Sim 100:1,25:1 sim 42 4.5 |S0min/dia; 2| 5, | 1hidia;
ciclos 15 min continua

(a) realizada com Ca(OH), em quantidade estabelecida por curva de neutralizagdo (SANTOS et
al., 2001)

(b) teor de nitrogénio original do solo1; teor de fosforo corrigido através da adigdo de KH,PO,
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O 2° TESTE S1, teve como objetivo principal avaliar a eficacia da adigdo da
serragem ao Solo 1, intensamente intemperizado, como forma de otimizar o processo de
biodegradagdo do dleo residual. A concentracdo de material estruturante empregada
(10% m/m) foi determinada em ensaios em microcosmos (item 4.3) e o mesmo foi
adicionado com granulometria entre -10# e + 4# (-1,68mm e +4,76mm, respectivamente).
A agitacao foi alterada, com relagao ao primeiro teste, para o sistema intermitente de
ciclos de 15 minutos com a velocidade de 4-5 rpm, duas vezes ao dia, tendo em vista o
desgaste excessivo das pas ao serem submetidas a agitagdo continua por 7 horas/dia
(condigéo do 1° Teste S1). Nesta nova condigdo, o primeiro ciclo de agitagdo ocorria na
parte da manha, no inicio de operacao, e o segundo na parte da tarde, durante o periodo

de aeragao do reator.

4.4.2. Ensaios de biorremediagdao com solo 2 no protétipo 1

Os ensaios de biorremediagdo com o Solo 2 no protétipo 1 envolveram, assim
como ocorreu com o Solo 1, a aplicagdao das técnicas de biestimulo e bioestimulo
associado a adicdo de material estruturante (serragem). Com citado no item 4.3.2
(ensaios em microcosmos com o Solo 2), o solo foi contaminado artificialmente com 5%

(m/m) de dleo cru.

Na Tabela 4.7, a seguir, sdo apresentadas as condigdes especificas para cada um

dos ensaios realizados.

Destaca-se que, diferentemente do Solo 1, para o qual ndo havia a necessidade
de incorporacao de fonte de nitrogénio para corregcao da relagcido C:N:P, para o Solo 2
essa necessidade existe (detalhes a serem fornecidos no Capitulo 5 — Resultados e
Discussao). Por esse motivo e visando ainda a reducado do custo do processo de
tratamento quando da ampliacdo de escala do mesmo, foram utilizada duas fontes
distintas de nitrogénio: nitrato de sddio (1° e 2° Testes S2) e Uréia (3° e 4° Testes S2).

Tabela 4.7. Ensaios de Biorremediagcao com Solo 2 no Protétipo 1

\dentificacdo Taxa de Massa | oo e Corregéo Corregao Adigdo de Teg;pa fgiiacso Lammcio
o Erect : Ocupagio deSolo 4 cpn) pH Nutricional Material | o oo
(%volume atil) | (ka) (PH7) (C:N:P) [ Estruturante | o) [ RPM Ciclos | Umin | Ciclos
o e &) 30 min/dia; 1h/dia;
1° TESTE 82 40 8 50 Nao 100:10:0,39 Néo 42 4-5 2 ciclos 16 min 20 Ghritiniia
a 3 a0 8 : 30 min/dia; 1h/dia;
2° TESTE 82 40 8 50 Nao 100:10:0,39 Sim 42 4-5 2 ciclos 15 min 20 Gantinta
a = S (8] 30 min/dia; 1h/dia;
3" TESTE 52 40 8 50 Nao 100:10:0,39 Néo 42 4-5 2 ciclos 15 min 20 aonliing
o 5 a0 b} : 30 min/dia; 1h/dia;
4° TESTE 82 40 8 50 Nao 100:10:0,39 Sim 42 4-5 2 siclas 15 iR 20 sontinga

(a) teor de nitrogénio corrigido com nitrato de sédio ou (b) com uréia
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4.4.3. Confecgao de novos protoétipos de biorreator em escala de bancada e ensaios
de biorremediagdo com solo 2 no protétipo com novas pas

Como continuidade do processo de aprimoramento do desenho das pas que
compdem o eixo do biorreator, 3 novos modelos foram concebidos e confeccionados no
CETEM. De forma a possibilitar a realizacao paralela de testes com as diferentes pas,
foram confeccionados 3 novos biorreatores em escala de bancada. Esses novos reatores
receberam as identificacdes de Protétipos 2, 3 e 4, em fungéo da configuragcao das pas

instaladas e possuiam dimensdes semelhantes as do prototipo 1.

Na Figura 4.12 (a, b, c), sao apresentados os desenhos das trés diferentes
configuragcdes de pas alternativas a configuracao inicial (forma de rim) instalada no
protétipo 1 de biorreator de bancada. Todas as configuragdes foram concebidas de forma
a proporcionar uma melhor homogeneizagao do solo no interior do reator e a minimizacao
da formacao de pelotas e de pontos de aglomeracao durante o processo de tratamento

do mesmo.

Na Figura 4.12 (a) a configuragao de pa proposta ndo contempla a base em forma
de rim. Nessa configuragdo, hastes cilindricas metalicas saem diretamente da base do
eixo das pas e se subdividem em hastes metalicas cilindricas auxiliares que se distribuem

em arranjos de 3 pontas achatadas.

Na configuracdo de pa ilustrada na Figura 4.12 (b), na base em formato de rim
sdo fixadas entre 10 e 20 pequenas hastes cilindricas metalicas com o objetivo de
remover filmes de solo aderidos a parede do biorreator, bem como promover a
homogeneizacgao do solo. Configuracdo semelhante ¢ ilustrada na Figura 4.12 (c), onde,
no entanto, as hastes cilindricas metalicas apresentam maior extensdo do que as

apresentadas na Figura 4.12 (b).

77 gttt
D e

(a) (b) (c)
Figura 4.12. Desenhos das quatro diferentes configuragées de pas alternativas (a,
b, c) instaladas nos protétipos P2, P3 e P4 de biorreator de bancada,
respectivamente.

T
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Todas as pas foram devidamente instaladas nos seus respectivos protétipos e
foram realizados testes com solo ndo contaminado para comprovacao da eficiéncia dos

sistemas de agitagdo/homogeneizagao, assim como conduzido com o Protétipo 1.

Em seguida, foram realizados ensaios de biodegradagao com o solo 2 tendo como
objetivo principal comparar o desempenho das diferentes pas, buscando verificar a
ocorréncia ou nao de alteragdes na eficiéncia de remogao de hidrocarbonetos totais como

consequéncia da conformacao da pa.

As condicbes testadas foram idénticas as descritas no item 4.4.2 e premiaram a
aplicacdo das técnicas de biestimulo e bioestimulo associado a adicdo de material
estruturante (serragem). Como os resultados obtidos nos testes com o Solo 2 no
protétipo 1 indicaram a viabilidade do uso da uréia como fonte de nitrogénio, os testes
realizados com as demais configuragdes de pas (P2, P3 e P4) foram realizados apenas

com essa fonte de nitrogénio.

Na Tabela 4.8, a seguir, sdo apresentadas as condi¢cdes experimentais para cada

ensaio realizado.

Tabela 4.8. Ensaios de Biorremediagdo com Solo 2 nos Protétipos 2,3 e 4

Massa ¥ Tempo
Identificagdo 01;’; g; a de |Umidade| Corregdo Ncu'::i": iﬁ?-:n AP: :“‘:z :Ia de Agitagao Aeragdo
do Ensaio (%volume atil) Solo | (%CRA) | pH (pHT) (C:N:P)@ | Estruturante En§aio RPM Ciclos l/Imin Ciclos
(kg) (dias)

T Tratete 40 8 50 Nio | 100:10:0,39 Nao 42 4og (0minfda; |4  [Thidia
P2 2 ciclos 15 min continua
0 $ 7 Tas tom s

£ TESTRS 40 8 50 Nio 100:10:0,39 Sim 42 4.5 |30 min/da;2 20 |'hdia;
P2 ciclos 15 min continua
1° TESTE 52 (e ” 30 min/dia; 2 1h/dia;
Pa 40 8 50 Néo 100:10:0,39 Néo 42 4-5 ciclos 15 min 20 conifata
2° TESTE 82 2 S L 30 min/dia; 2 Thidia;
Pa 40 8 50 Néo 100:10:0,39 Sim 42 4-5 clélas 5 in 20 Santiaa
1° TESTE 82 - . - 30 min/dia; 2 1hidia;
P4 40 8 50 Néo 100:10:0,39 Néo 42 4-5 ciclos 15 min 20 corilli
2° TESTE 52 - po ; 30 min/dia; 2 1hidia;
P 40 8 50 Néo 100:10:0,39 Sim 42 4-5 HlElo A5 in 20 contlhia

(a) teor de fosforo original do solo2; teor de nitrogénio corrigido com uréia
4.5. Projeto e Confeccgao de Biorreator Piloto
Apesar de, pelo cronograma fisico inicial da proposta de projeto de tese, essa

etapa nao estar prevista, ela fazia parte do escopo do projeto existente entre a EQ/UFRJ,

o CETEM/MCT e a Petrobras, e se constitui basicamente da aplicacdo, em escala
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ampliada, de todo o conhecimento gerado ao longo do trabalho de tese. Desta forma, a

mesma foi incluida de forma bastante sintética no escopo deste trabalho.

Para a execucdo da etapa de confeccdo da unidade de demonstracdo, com
capacidade estimada em 800 kg, foi firmada uma parceira com a Empresa Albrecht
Equipamentos Industriais L' |ocalizada em Joinville, Santa Catarina. A mesma foi
preliminarmente selecionada pela capacidade demonstrada em outros projetos de

pesquisa desenvolvidos em conjunto com a Petrobras.

O sistema fornecido pela Albrecht, apresentado na Figura 4.13, compreendeu 01
biorreator em formato “U” com dimensdes 2800 x 1.200 x 1.000 mm, construido em ago
carbono totalizando um volume de 876 litros. O biorreator possuia tampa frontal mével
construida em chapa de aco carbono e a remogao desta tampa permitia o livre acesso ao
seu interior para remogao dos impelidores, limpeza, posicionamento dos aspersores, etc.
Uma porta de carga estava alojada na parte superior do biorreator e era provida de uma
lamina de policarbonato para permitir a inspegao visual do comportamento do processo.
Ja a porta de descarga estava alojada no centro ao fundo do equipamento e era provida
de tampa e vedacéo tipo fecho rapido. A descarga do solo tratado devera ser efetuada

com movimentos reversiveis dos impelidores.

AT recht

Figura 4.13. Desenho esquematico do biorreator em escala ampliada
confeccionado pela Albrecht Equipamentos Industriais ",
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A configuragao de pa instalada no biorreator piloto foi selecionada em fungéo dos

melhores resultados obtidos nos testes no protétipo de bioreator de bancada.

O reator possui como sistema de controle um medidor tipo TESTO-650 para
monitoramento de temperatura e umidade no interior do reator e um analisador de gases

do tipo infravermelho, da marca SERVOMEX para quantificagao da concentragdo de CO..

O biorreator encontra-se ligado a um sistema de controle computadorizado que
utiliza o software ELIPSE SCADA® com a finalidade de supervisionar e automatizar os
componentes do sistema (agitacdo, aeracao,introducao de aditivos), bem como o controle
das variaveis do processo (temperatura, umidade, concentragdo de CO,). A utilizacdo do
software ELIPSE SCADA® representou um ganho em termos de automacgao e controle
do processo quando comparada com os protétipos de bancada utilizados na segunda

etapa do projeto.

O software apresenta a interface “BIO REATOR BRL-400” (Figura 4.14), onde se
pode observar através da tela do computador todas as possibilidades de controle e
automacao do processo. Pode-se visualizar o desenho esquematico do biorreator com o
motor do eixo de agitagcao ativado com velocidade pré-fixada. No desenho do corpo do
reator visualizam-se os valores dos pardmetros de acompanhamento de processo a
saber: concentracdo de CO,, temperatura interna do reator, temperatura externa e
umidade. Conectados ao biorreator existem o compressor de ar e os cilindros para
introducao de aditivos (agua, nutrientes etc). Essa adigao € controlada e programada de
acordo com parametros pré-estabelecidos para tratamento do solo contaminado e
programados na tela de estabelecimento das condigdes de processo. A dosagem dos
aditivos e do ar é realizada através das valvulas solendides acopladas na parte traseira
do biorreator. Na tela da Figura 4.14, pode-se verificar ainda o tempo decorrido de
processo, o tempo de rotacdo do motor e tempo de dosagem de nutrientes, os quais

podem ser configurados através da tela de programacgao dos parametros.

Além disso pode-se acompanhar o consumo energético para cada teste
realizado. Os alarmes e as intervengdes realizadas pelos usuarios sdo também

registrados e visualizadas nesta mesma tela.
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BIO REATOR BRL - 400 |

A Mo w
v CETE“ Tempo Decorrido
L, 7 LENRO - ECOT T
- Movimento do Rotor | 15 Min
% g 1 1 :
Dosagem H20 | 0 Min
coz -!Im r 1
Dosagem Nutriente | 0 Min TEMPC'}FEISZEALORES
UMIDADE Disagen T e S
Rt T AT | Dosagem Ar | 0Min
TEMPERATURA
EXTERNA. I Tempo de Processo
| oDiets) | oHotsr [ oM | s
A Horario: 09:48:45 Data: 81/01/2007

RECONHECER ALARME! | Usuario: Andrea

Consumo: | 0.3 Kwh

[ Pardmetios Alarmes Regisiro

[ Usuarios Historico Processo
Relatérios

SAIR

44 Iniciar. & € =

Figura 4.14. Interface do software ELIPSE SCADA ® BIO REATOR BRL - 400

A tela do ELIPSE SCADA® possui botdes que permitem acesso rapido aos
usuarios, alarmes, registros , parametros, histérico do processo e relatérios de dados do
processo em tempo real de funcionamento do biorreator ( evolugdo dos parédmetros CO,,

umidade, temperatura).

4.6. Experimentos em Biorreator Piloto

Para execugdo dos ensaios no biorreator piloto foi utilizado o Solo 2. Até o
momento do fechamento deste trabalho de tese, foram conduzidos dois testes no referido

equipamento.

O 1° teste focou o tratamento de uma carga do Solo 2, sem a adigcdo de material
estruturante, usando uréia para estimulo da atividade microbiana, em especial dos
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos de Petréleo. Ja o 2° teste usou uma
carga de solo 2, bioestimulado, porém com a adicdo do material estruturante (serragem).

O 1° teste teve duracdo de 7 semanas, enquanto o 2°Teste se estendeu por 14 semanas.

Em ambos os testes o reator foi carregado com uma carga massica de cerca de
400 kg de material (solo, 6leo, agua e/ou material estruturante), ou seja 50% de
ocupacgao (carga maxima 800 kg). O Solo 2 foi contaminado com 5% (m/m) de dleo
sergipano terra, o teor de umidade corrigido para 50% CRA do solo e a uréia adicionada

de forma a manter uma relagdo C:N:P = 100:10:0,39. No segundo teste, a serragem foi
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adicionada na concentracao de 10% m/m. As massas de serragem, uréia, 6leo, e agua,
adicionados ao solo foram calculadas tendo como base os ensaios apresentados no item

4.4 (experimentos em biorreatores de bancada) e sdo apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Materiais adicionados nos ensaios em biorreator piloto

anace
Serragem 40*
Uréia 0.8
Oleo 20
Agua 532

* Material adicionado apenas no segundo teste no biorreator piloto. No primeiro teste esta

quantidade de material foi substituida por solo.

O monitoramento dos ensaios envolveu a quantificacdo da concentracdo de
hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP), a determinagdo da concentragdo de dleos e
graxas (OG), o acompanhamento dos valores de pH e do teor de umidade e o
monitoramento da alteragdo da concentragcdo da populagdo microbiana presente no solo,
no inicio e ao final dos ensaios. Todas as metodologias/técnicas empregadas serao
detalhadas no item 4.7. Metodologias para o Monitoramento dos Ensaios de

Biodegradacao.

4.7. Metodologias Para o Monitoramento dos Ensaios de Biodegradacao

A seguir, sao apresentadas as metodologias analiticas utilizadas no
monitoramento dos ensaios de biodegradacdo tanto em microcosmos (analise

cromatografica do CO, gerado) quanto nos biorreatores.

4.7.1. Anélise cromatografica do CO; produzido
A analise cromatografica de CO, foi empregada especialmente nos testes em

microcosmos.

Com o auxilio de uma seringa para analise cromatografica, foram injetadas, no
Cromatoégrafo a Gas HP 5890, amostras de 0,5mL das atmosferas internas dos kitazatos
- “headspaces” referentes as condigdes analisadas. Todas as injecbes foram realizadas
em duplicata e os resultados expressos pela média dos valores de leitura obtidos. Uma
vez que as respostas cromatograficas sdo dadas em % de area de integragéo, fez-se

necessaria a construgéo de curvas de calibragido relacionando estas porcentagens de
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area com o numero de mmoles, ou de umoles, de CO, produzidos. Construiu-se, assim,
curva de calibragcdo, de acordo com faixas de concentracdo de gas gerado na reagao
estequiométrica entre Na,CO; e HCI, conforme metodologia descrita por Ururahy (1998).
As condi¢cdes gerais de analise empregadas durante o ensaio encontram-se listadas

abaixo:

¢ Vazdo do gas de arraste (He): 17,5mL / min

¢ Vazao do gas de referéncia (He): 29,0 mL / min

e Temperatura do forno: 105°C

e Temperatura do injetor: 110°C

e Temperatura do detentor de condutividade térmica (TCD): 220°C

¢ Coluna de ago inox (3m X 3mm) recheada com Chromosorb 102

4.7.2. Quantificagdo de microrganismos degradadores de 6leo cru
(hidrocarbonoclasticos)

A quantificacdo da populacdo microbiana degradadora de dleo cru foi realizada
empregando-se a técnica do Numero Mais Provavel (NMP) descrita por Ururahy (1998)
utilizando placas de polietileno com 24 cavidades. Foram adicionados 5g de solo em 50
mL de solugdo salina (NaCl, 0,9%) e fez-se a agitacdo da suspensao em shaker por 1
hora a 25°C a 150 rpm. Apds a agitagdo as amostras sofreram diluicdes e, em seguida,
foi realizado o preenchimento das cavidades da placa de NMP com 1,8 mL de meio
mineral, 0,1mL da diluicdo adequada e, finalmente, 0,1mL de déleo cru (Unica fonte de
carbono organico). As placas foram entdo incubadas em estufa a 30° C por uma semana
e em seguida procedeu-se a estimativa do nimero mais provavel (NMP) por grama de

solo.

4.7.3. Analise do teor de éleos e graxas

O teor de dleos e graxas, nas amostras de solo, foi determinado através do
método gravimétrico. Dois gramas de solo contaminado foram extraidos trés vezes no
ultra-som, utilizando aproximadamente 25mL de n-hexano (PA, mistura de isbmeros)
como solvente. O extrato organico obtido foi passado em um sistema de filtracao
contendo sulfato de sddio anidro. Em seguida, este extrato foi concentrado em roto-
evaporador até 10mL e, em seguida, levado a secura em concentrador de amostras com
purga de nitrogénio. O teor de OG foi determinado por diferenca de massa. Essa
metodologia foi adaptada do método US EPA3550B e registrada na biblioteca do CETEM

(método IT2003-001-00). As analises foram realizadas em duplicata.
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4.7.4. Andlise da concentragcao de hidrocarbonetos totais de petréleo

A analise dos hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) nas amostras de solo foi
realizada pelo laboratério da BTA/PDEDS/CENPES/PETROBRAS no extrato obtido com
equipamento ASE (Accelerated Solvent Extractor), modelo 200 da Dionex. Apds eliminar
a umidade da amostra de solo, através da adigdo de sulfato de sédio anidro, 2 g da
amostra desidratada s&o colocados na célula de ago inox com capacidade de 33mL. Em
seguida, sdo adicionados 4mL de diclorometano na célula iniciando-se o processo
automatico de extracdo. O extrato é transferido para o copo concentrador do
equipamento Turbovap Modelo Il, no qual é concentrado até o volume de 1mL (SEABRA,
2005). Esse concentrado foi entdo levado ao cromatografo a gas HP5890 (com coluna
cromatografica HP-5), para a determinacdo dos HTP, seguindo metodologia EPA8015B
(US EPA, 1996). Segundo informagdes do laboratério executor das analises, sao
realizadas triplicatas das injecdes e informadas as médias dos resultados encontrados. O
erro ndo excede os 5%, normalmente associado as analises cromatograficas e, por esse

motivo, ndo foi incorporado a analise dos resultados.

4.7.5. Umidade

Semanalmente, para todos os testes realizados tanto em biorreatores de bancada
quanto no biorreator piloto, eram retiradas amostras de solo (amostra composta de
diversos pontos do interior do reator) para acompanhamento do teor de umidade, através
de método gravimétrico (secagem em estufa a 60°C/16 h). Em caso de perda de
umidade, esta era reposta de forma a se atingir o teor de umidade inicial especifico de

cada teste.

4.8. Ensaios Complementares

4.8.1. Ensaios ecotoxicolégicos

Os processos de biorremediacdo tém sido muito utilizados atualmente para o
tratamento de solos contaminados por derivados da industria do petréleo. Entretanto,
apenas as analises quimicas sdo usadas para verificagdo da eficiéncia do processo, sem
a inclusdo de um indicador biolégico. E sabido também que a ecotoxicidade de um
determinado contaminante em uma amostra de solo é diferente para os diferentes
organismos expostos ao mesmo. Assim sendo, o espectro de organismos empregados
como bioindicadores nos ensaios de avaliagdo ecotoxicologica deve incluir diferentes
niveis troficos. Além disso, como reportado por Hubdlek et al. (2007), ensaios

ecotoxicolégicos de amostras de solo devem ser realizados empregando-se tanto testes
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que envolvam o contato direto do bioindicador com o material sélido quanto testes que

utilizem apenas o elutriato do solo.

O objetivo desse trabalho preliminar e puramente prospectivo, foi aplicar dois
ensaios de toxicidade para avaliar o solo contaminado com 6leo cru apés o tratamento no
biorreator de bancada (P1), em algumas das diferentes condigbes testadas ao longo da
tese. Para isso, utilizou-se amostras finais do 1° e 2° testes com o Solo 1 (bioestimulo e
bioestimulo com serragem) e a amostra final do 2° testes com o Solo 2 (bioestimulo com

serragem).

Os ensaios de toxicidade escolhidos foram com bactéria luminescente Vibrio
fischeri (1ISO 11348-3:1998; EPA 823/ B, 1998; Norma Técnica CETESB L5.227),
realizado em laboratério externo (TECAM ou TRIBEL) e um ensaio de comportamento
de fuga com minhocas da espécie Eisenia fetida (ainda sob forma de minuta da ISO —
International Organization for Standardization) (ISO, 1998c; ISO 2005a), realizado na
FEEMA, que consiste na exposicao das amostras do solo que sera avaliado e do solo-
controle, simultaneamente, para avaliar o percentual de organismos que se desloca do

centro do recipiente-teste para a area do solo-controle.

O ensaio com a bactéria luminescente vem sendo utilizado para a avaliagao
ecotoxicoldégica de solos contaminados e é freqientemente recomendado pelos 6rgaos
de controle ambiental no Brasil como um pardmetro complementar de monitoramento da

qualidade dos solos antes e apds a exposicado dos mesmos a processo de remediacao.

O principio do método ¢é a inibicdo da emissao de luz pela Vibrio fischeri durante
a realizagdo de testes em batelada onde ocorre a exposicdo da suspensdo celular a
diferentes diluicdbes do elutriato da amostra de solo. A queda na luminescéncia da
suspensao celular é quantificada apdés 15 e 30 minutos de exposigcao, levando em conta
um fator de correcdo especifico relacionado a amostra controle. Os resultados séo

expressos como CEsg.

Ja o ensaio de comportamento de fuga consiste na exposigcdo das minhocas a
amostra do solo que sera avaliado e ao solo-controle, simultaneamente, para avaliar o
percentual de organismos que se desloca, apos 48 horas, do centro do recipiente-teste
para a area do solo-controle. Uma amostra é considerada tdxica se mais do que 80% dos
organismos expostos & encontrado no solo controle apdés o periodo de exposi¢cdo. Os
resultados s&o expressos como percentual de organismos do solo controle (ISO, 2005a).

Os testes sao realizados em quintuplicata, em condigdes controladas de temperatura
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(20°C + 2°C), intensidade constante de luz (400 lux a 800 lux) e ciclos de claro/escuro (12
h:12 h).

4.8.2. Avaliagado da diversidade microbiana

Os experimentos conduzidos nesta etapa tiveram como objetivo avaliar a estrutura
da comunidade microbiana dominante no Solo 2 antes (Solo Virgem) e apds a
contaminacao por 6leo cru (Solo Contaminado Inicial) e também ao final dos quatro
diferentes testes conduzidos no primeiro protétipo de biorreator de bancada, identificado

como P1, e nos dois testes realizados no biorreator piloto.

As amostras avaliadas receberam as seguintes identificacoes:
Solo Contaminado Inicial: solo 2 contaminado com 5% de 6leo cru referente ao Ty
(amostra inicial) de todos os testes;
Solo Virgem — solo 2 sem contaminacéo;
Final 1° Teste S2 P1 — amostra final 1° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e
bioestimulo com nitrato de sédio;
Final 2° Teste S2 P1 — amostra final 2° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e
bioestimulo com nitrato de sddio e adicéo de serragem;
Final 3° Teste S2 P1 — amostra final 3° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e
bioestimulo uréia;
Final 4° Teste S2 P1 — amostra final 4° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e
bioestimulo com uréia e adicdo de serragem;
Final 1° teste Piloto — amostra final do 1° teste com solo 2 no biorreator piloto e
bioestimulo uréia;
Final 2° teste Piloto - amostra final 2° teste com solo 2 no biorreator piloto e bioestimulo

com uréia e adi¢ao de serragem.

EXTRAGAO DE DNA DOS SISTEMAS DE TRATAMENTO

A extragdo de DNA do solo foi realizada através do uso de um Kit de extragéo
para solo (FastDNA® SPIN Kit for Soil) da BIO101 (Califérnia, EUA) que utiliza o método
da extragao direta. A qualidade e a pureza do DNA obtido foram avaliadas através da
eletroforese em gel de agarose 0,8% (M/V). As amostras de DNA (5 uL) foram misturadas
com a mesma quantidade de corante para eletroforese e aplicados nos géis. Apds a
aplicagao, estes géis foram submetidos a uma corrente elétrica de 75V em tampao TBE

1x pelo periodo de 2 h. Os géis foram entdo corados com brometo de etidio e
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fotografados sob luz U.V. em um sistema de andlise de imagem (IMAGO, B & L

Systems).

PCR (REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE)

Os iniciadores diretos utilizados neste estudo foram acrescidos de uma seqiiéncia
nucleotidica rica em GC, também conhecida como “grampo-GC” (5° CGC CCG CCG
CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G3J)). Esta sequiéncia possui 40
pares de bases que agem estabilizando as formas de transicdo da molécula de DNA
aplicada ao gel de DGGE (MUYZER, 1993).

As misturas utilizadas em cada etapa de PCR, especificas para cada par de
iniciadores empregado, foram submetidas a um termociclador (GeneAmp PCR System

2400, Applied Biosystems), e serdo descritas a seguir , assim como o programa utilizado.

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,2 % m/V). Os géis foram corados com brometo de etidio e fotografados sob luz U.V em

um sistema de anadlise de imagem (IMAGO, B & L Systems).

PCR - 16S

Foram utilizados nesta etapa os iniciadores U968f-GC1 (“‘grampo” + 5 AAC GCG
AAG AAC CTT AC 3’) e L1401r (5° GCG TGT GTA CAA GAC CC 3’) (NUBEL et al.,
1996). O iniciador U968f € homdlogo a regiao 968-984 do gene rrs de Escherichia coli,
enquanto que o iniciador L1401 é homdlogo a regido 1385-1401 deste mesmo gene.
Estes iniciadores amplificam a regido da alga V6-V8 do RNA ribossomal, que é mais
variada do que as outras regides descritas na literatura (WATANABE, KODAMA e
HARAYAMA, 2001).

As misturas foram feitas para um volume final de amostra de 50 uL com as
seguintes concentracbes de cada reagente: tampdo da enzima Taq polimerase 1x
(Promega), MgCl, (Promega) (2,5 mM), 200 uM de cada dNTP (Promega), 10 pmol de
cada iniciador (Oligos), 5 ng de BSA (Sigma), 1% de formamida (Fluka), 3,75 U de Taq

polimerase (Promega) e agua Milli-Q estéril. Em cada reagao foi aplicado 1 uL de DNA .
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O programa de PCR utilizado foi iniciado com um ciclo de desnaturagao das fitas
de DNA a 94°C por 4 min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 min e 72

°C por 2 min. O ciclo de extensao final foi de 10 min a 72 °C.

Os produtos foram verificados através de eletroforese em gel de agarose 1,2%

(m/V), conforme ja descrito anteriormente.

DGGE (ELETROFORESE EM GEL COM GRADIENTE DE DESNATURANTES)

Os experimentos foram realizados utilizando o equipamento “Dcode™ Universal
Mutation Detection System” (BIO-Rad Richmond, EUA).

Os géis de DGGE foram preparados com solugédo de poliacrilamida (6%) em
tampéo Tris-acetato (pH 8,3). Foi estabelecido um gradiente de 40 a 70% de
desnaturantes quimicos para o gel de DGGE-16S composto por uréia e formamida. O
gradiente foi formado pela mistura de uma solugao pura de poliacrilamida (6%) e outra
contendo 100% de desnaturantes (uréia 7M e 40% de formamida). Foi feita uma
eletroforese utilizando o mesmo tampao (TAE, pH 8,3) em temperatura de 60 °C. As
condigbes da corrida, tempo e voltagem aplicados foram especificos para cada analise

realizada. A corrida para o gel de DGGE-16S foi realizada a 75V por 18 h.

Os géis foram posteriormente corados com SYBR GREEN (Molecular Probes)
diluido na razao de 1/10. 000 em tampao TAE 1x, segundo especificagdo do fabricante,
por aproximadamente 40 minutos. Os géis foram posteriormente observados sob luz U.V

e fotografados em um sistema de analise de imagem STORM (Pharmacia, Amersham).

ANALISE DOS GEIS

Com a imagem digitalizada dos géis, foi feita uma analise para gerar o perfil
densitométrico das bandas, utilizando o software Image Quant (v. 5.2). As bandas foram
consideradas para construgdo da matriz, quando a altura do pico, referente a uma
intensidade, ndo excedia a 1% do somatério de todas as alturas identificadas, de acordo
com o protocolo descrito por lwamoto et al. (2000). Com a matriz de presenca e auséncia
de bandas obtida, foi feita a analise de grupo. Os calculos de similaridade foram
baseados no coeficiente de Pearson (CUNHA, 2004). Foi utilizado o método de UPGA
para o calculo de agrupamento nos dendrogramas gerados para cada gel utilizando o
Software Statistica for Windows v. 7.0, (Statsoft, EUA).
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4.8.3. Avaliagao da biodisponibilidade do 6leo contaminante no solo 1

Os resultados de biodegradagao obtidos nos testes em escala de bancada com o
Solo 1 foram, de uma certa forma, considerados baixos e refletem a dificuldade de se
tratar um solo com caracteristicas argilosas (classificado como areno argiloso)
contaminado com éleo cru em uma concentragdo elevada (5,38% - 1% remessa; 2,26% -
2% remessa) e que passou por um processo de intemperizagdo bastante acentuado
(derramamento ocorrido entre 4 a 6 anos). As caracteristicas fisico-quimicas do solo e as
caracteristicas quimicas do contaminante ja indicavam a tendéncia de obtencido de
valores de eficiéncia de biodegradacédo reduzidos. No entanto, fazia-se necessaria a
identificagdo do principal entrave a obtencdo de melhores resultados, de forma a
embasar os estudos posteriores para se chegar a melhor solucdo técnica para o

tratamento do solo em questao.

Dessa forma, foi realizado um teste de avaliagdo da degradagcdo do dleo
contaminante residual em meio liquido empregando tanto a microbiota nativa presente no
préprio solo contaminado (ja adaptada) quanto um consércio miocrobiano degradador
(bactéria + levedura) previamente identificado e empregado em estudos anteriores (SA,
2002; TRINDADE, 2002). O principal objetivo deste teste foi identificar o principal fator
que vinha causando a reduzida biodegradacao dos poluentes, seja a matriz do solo ou a
composicao da fracao intemperizada do contaminante presente. Com este propdsito,
utilizou-se uma metodologia simples, baseada apenas na quantificagdo do CO, gerado,
para avaliagdo da biodegradagédo do contaminante organico (petréleo) no solo e em meio

liquido.

Para isso, foram realizados ensaios em microcosmos com o Solo 1 envolvendo a
aplicagdo da técnica de bioestimulo e bioaumento e ensaios semelhantes em meio

liquido.

No desenvolvimento deste trabalho o solo contaminado foi utilizado tanto como
fonte de microrganismos (microbiota nativa e microrganismos degradadores isolados)

quanto como fonte do extrato organico (contaminante) utilizado.

4.8.3.1. Extragao do contaminante orgénico do solo
O extrato orgéanico utilizado nos testes em meio liquido foi obtido a partir da
extracdo de 50g de Solo 1 com n-hexano PA em ultra-som por 5 minutos. Em seguida o

extrato organico, composto basicamente de 6leo cru residual e solvente, foi inicialmente
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concentrado em evaporador rotatério até cerca de 10 mL e em seguida em concentrador

com purga de nitrogénio e aquecimento (50°C) até 2 mL.

O extrato final foi adicionado ao meio inorgénico (NaCl 5g/ L, K;HPO, 19/ L,
NH4H.PO4 1g/ L, (NH4).S0,4 1g/ L, MgS0O,.7H,0 0.2g/ L, KNO; 3g/ L) para ser empregado

como fonte de carbono orgénico pelos microrganismos durante o teste em meio liquido.

4.8.3.2. Producgéao do inéculo

Nos testes envolvendo a aplicagao da técnica de bioaumento, dois diferentes tipos
de in6culos foram empregados. O primeiro, denominado de SEM, foi obtido extraindo-se
0os microrganismos nativos de 50g do Solo1 com 184 mL de meio inorganico. A
suspensao foi mantida sob agitacdo (150rpm) por 2 horas e em seguida deixada a
decantar por mais 2 horas. Apos esse periodo, 46 mL do sobrenadante foram utilizados
como in6éculo em cada um dos microcosmos dos ensaios em meio liquido, de forma a
reproduzir a densidade microbiana (heterotrofica total e degradadora) presente nas
amostras de solo que fazem parte dos testes em microcosmos (meio sélido) (10° UFC/ g

solo e 10* NMP/ g solo, respectivamente).

O segundo tipo de inb6culo, denominado de Consorcio degradador de
Hidrocarbonetos (HDC), foi empregado tanto nos testes em microcosmos quanto nos
testes em meio liquido. Esse indculo era constituido de dois microrganismos
degradadores de 6leo cru (Nocardia nova e Rhodotorula glutinis var. dairenesis)
previamente isolados do Solo 1 (SA, 2002). As culturas foram crescidas em meio mineral
contendo 6leo cru (4% v/v) como unica fonte de carbono, centrifugadas e lavadas duas
vezes em solugao salina estéril, como descrito por Trindade et al. (2005). O inéculo foi
adicionado as amostras de solo dos testes em microcosmos de forma a se obter uma

concentragdo de aproximadamente 10® UFC/g solo.

4.8.3.3. Experimentos de biodegradag¢ao
TESTES EM MEIO LiQuiDO

Os testes em meio liquido foram conduzidos de forma a maximizar a
biodisponibilidade de éleo através da melhoria da transferéncia de massa no sistema. Os
experimentos foram realizados em kitazatos de 250 mL de capacidade, contendo um
volume final de suspensdo de 50 mL, incluindo meio inorgénico, extrato orgénico e

inéculo microbiano.



90

As condicbes testadas foram:

Condigao 1: Meio inorganico (48 mL) e extrato orgénico (2 mL, 4%v/v).

Condi¢ao2: Meio inorganico com indculo SEM (48 mL) e extrato organico (2 mL, 4%v/v).
Condicao 3: Meio inorganico com indculo SEM (46 mL), extrato organico (2 mL, 4%v/v) e
inéculo HDC (2 mL).

Condicao 4: Meio inorganico (46 mL), extrato organico (2 mL, 4%v/v) e inoculo HDC (2
mL).

Todas as condicbes foram testadas em duplicata e todos os frascos foram
incubados em estufa a 30°C por 30 dias. Nesse periodo os frascos eram retirados

periodicamente para analise do CO, gerado, por cromatografia gasosa, e aeracao.

TESTES EM MICROCOSMOS (MEIO SOLIDO)
Os testes em microcosmos realizados nessa etapa do trabalho reproduziram
condicbes testadas anteriormente nesse trabalho de tese e em trabalhos prévios

desenvolvidos pela autora e colaboradores (TRINDADE et al., 2005).

O sistema experimental utilizado foi o0 mesmo descrito no item 4.3.1. e o teor de
umidade e o pH do Solo 1 (50g em cada sistema) foram ajustados para 50% da CRA e 7,

respectivamente.

As condicoes testadas foram:

Condigao 1: Solo 1, K;HPO, (C:N: P =100:1,25; 1), inéculo HDC (2 mL).
Condicao 2: Solo 1, K;HPO4 (C:N: P =100:1,25; 1)

Todas as condicbes foram testadas em duplicata e todos os frascos foram
incubados em estufa a 30°C por 30 dias. Nesse periodo os frascos eram retirados

periodicamente para analise do CO, gerado, por cromatografia gasosa, e aeracao.

4.8.4. Simulacgao do processo de atenuac¢ao natural do solo 2

Ao longo do desenvolvimento do trabalho experimental de tese empregando o
Solo 1, analises de HTP foram sendo realizadas conforme as diferentes amostras/coletas
iam sendo encaminhadas ao CETEM. Dessa forma, foi possivel acompanhar, de uma
forma indireta, os efeitos do processo de atenuacdo natural ao qual o Solo 1 foi sendo

submetido no local de estocagem do mesmo (Dique de contengdo) e a consequente
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reducdo na concentragdo do contaminante organico apenas pela exposi¢cdo do solo as
condicdes ambientais diversas. Esses resultados serviram como base de comparacao
para os resultados obtidos no protétipo de biorreator de bancada, de forma a comprovar a

eficacia do mesmo na aceleragao do processo de biorremediagao.

Como o Solo 2 nao era originalmente contaminado, fez-se necessaria a simulagao

de um processo de atenuacao natural deste solo para futura comparagao de resultados.

Destaca-se que o processo de atenuacédo natural monitorada tem sido adotado
como uma alternativa de tratamento de areas impactadas onde nio existe o risco de
migracdo do poluente e conseqliente contaminacdo do lencol freatico. Acrescenta-se
ainda o custo reduzido de manutengdo do processo como um todo, sendo necessario
apenas o custo com o monitoramento analitico. No entanto, o tempo envolvido no
processo costuma ser longo (meses ou anos) o que inviabiliza, muitas vezes, a sua
utilizacdo. Dependendo da area contaminada, do tipo e da concentracdo do
contaminante, torna-se necessaria a remocao do solo impactado e encaminhamento do

mesmo para tratamento ex-situ, como por exemplo, o biorreator.

O objetivo desta etapa do trabalho foi aplicar o processo de atenuacao natural ao
Solo 2 e verificar os impactos deste apds um ano de monitoramento. Os resultados
obtidos deverao ser comparados com os resultados obtidos em ensaios realizados com o
mesmo solo no biorreator, de forma a comprovar a eficacia dessa tecnologia como forma

de aceleragdo da degradacgao do oleo.

Além da contaminacdo de 5% m/m, utilizada nos testes em microcosmos e nos
biorreatores, simulou-se também uma amostra contaminada com 10% m/m de petréleo
para verificagao do desenvolvimento do processo de atenuacao natural frente a um teor

maior de contaminagao organica.

O processo de atenuacao natural foi simulado em microcosmos que consistiam de
duas caixas de acrilico de 20 litros de capacidade total (40 x 25 x 20 mm) com fundo

perfurado (tela) para permitir o escoamento da agua de percolagao proveniente da chuva.

No fundo de cada uma das caixas adicionou-se uma camada de brita, uma
camada de areia de filtragcdo e uma nova camada de brita buscando evitar o arraste da

fracdo mais fina do solo contaminado (fragdo silte+argila) durante a conducgédo dos
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ensaios. Tais caixas foram apoiadas em caixas de polietileno com o objetivo de recolher

a agua percolada de chuva, conforme registrado na Figura 4.15 (a e b).

SOLO

AREIA “BRITA

TELA

(b)

Figura 4.15. Sistema experimental para simulagdao do processo de atenuagao
natural monitorada do Solo 2 (a) e detalhamento esquematico do mesmo (b)

Em cada caixa (microcosmo) foram adicionados 5 kg de solo contaminado em
laboratério, sendo adotadas duas concentragdes distintas de contaminagao por 6leo cru:
5 e 10% m/m, respectivamente. Os sistemas foram deixados ao ar livre em area aberta
da usina piloto do CETEM de forma que os solos contaminados fossem expostos as
variagbes climaticas naturais (temperatura alta e baixa, periodo de seca e de chuva,

vento, etc).

O protocolo de monitoramento do solo seguiu duas frequéncias distintas. As
amostragens para analises microbioldgicas e a quantificacdo do teor de 6leos e graxas
(OG) aconteciam mensalmente até o final do ensaio (12 meses). No dia em que ocorria a
retirada de amostras, realizava-se uma pequena homogeneizagdo do conteudo das
caixas. Ja a quantificagdo da concentragdo de hidrocarbonetos totais de petréleo foi
realizada apenas a cada 6 meses. As amostras foram retiradas de 5 pontos distintos das

caixas para compor uma amostra homogénea do conteudo das mesmas.

Durantes os trés primeiros meses de ensaio foi realizada também analise semanal
do teor de OG nos lixiviados presentes nas caixas de coleta de polietileno, para as duas
condigbes de contaminacao. No entanto, os resultados obtidos ndo foram significativos
(resultados ndo apresentados) indicando, a principio, a auséncia de éleo solubilizado na
agua de chuva percolada. Por esse motivo essa rotina de monitoramento foi suspensa.
Adicionalmente, visualmente nao foi verificada dispersao de 6leo nas camadas de brita e

areia, ndo sendo assim realizadas analises de OG nesses dois materiais.

Todas as metodologias analiticas empregadas seguiram procedimentos descritos

anteriormente no item 4.7.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizag¢ao dos Solos Empregados

5.1.1. Solo 1

Como citado anteriormente (item 4.1.1), em fungéo da parcela significativa de finos
existente no Solo 1 (40,2% de silte + argila) foi realizada uma caracterizagdo mineralégica
do mesmo, por ser esta fracdo uma das principais determinantes do comportamento
mecanico dos solos, bem como das intera¢cdes solo/contaminante (PROVIDENTI et al.,
1993; BOOPATHY, 2000).

Observacdes ao MEV de amostras do solo virgem indicaram a predominéncia dos
elementos O, Al, Si, K e Fe. Foi detectada a presenca de mica, tanto moscovita (mica
branca — Figura 5.1) quanto biotita, 6xidos-hidroxidos de ferro (limonitas), quartzo (Figura
5.2) e caolinita (Figura 5.3). Nao foram detectados minerais pesados, tais como Zr, Ti e
Terras Raras, o que aponta para um solo originario do horizonte A. Foi possivel também
verificar a presenga de aglomerados de quartzo/caolinita/mica de elevada area superficial
(Figura 5.4).

Figura 5.1. Moscovita (mica branca) Figura 5.2. Quartzo Presente no
Presente no Solo Virgem. Solo Virgem.
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Figura 5.3. Caolinita Presente no Figura 5.4. Aglomerado de
Solo Virgem. Quartzo/Caolinita/Mica no solo
virgem.

A caracterizagao mineralégica por microscopia eletrbnica de varredura explicou
em parte as caracteristicas particulares do solo observadas durante a simples

manipulagao do mesmo, quais sejam:

v' tendéncia a aglomeracao (provocada pela presenca de finos de caolinita e limonita);
v esfarinhamento dos “pellets” quando submetidos a presséao (predominio de quartzo);
v/ cor avermelhada (quantidades significativas de éxidos de ferro) e

v' elevada capacidade de retengdo dos poluentes (presenca de aglomerados de

quartzo/caolinita/mica de elevada area superficial).

Ainda, com o objetivo de elucidar as possiveis causas para o comportamento
reolégico peculiar do solo virgem, alguns ensaios fisicos foram realizados, tal como
descrito no item 4.1.1. Os resultados obtidos na nova classificagdao granulométrica
realizada para o solo virgem foram coincidentes com aqueles obtidos anteriormente pelo

método de peneiramento a umido, como pode ser observado na Figura 5.5.
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Figura 5.5. Analise Comparativa dos Resultados de Classificagao Granulométrica
do Solo Virgem

Os valores de densidade aparente apresentados anteriormente na Tabela 4.1
(item 4.1.1) (y = 1,2 g/cm® para o solo virgem e 1,1 g/cm® para o solo contaminado)
caracterizam o material coletado como sendo proveniente de solos originarios do
horizonte A (ALEF e NANNIPIERI, 1995), justamente o horizonte adequado para a
condugdo de processos de biorremediacdo, por encerrar maior atividade e elevada

diversidade microbiana.

Através do Diagrama Triangular adotado pela Sociedade Brasileira do Solo, onde
as diferentes classes texturais estdo delimitadas, tanto o solo contaminado, como o solo
virgem, podem ser classificados como AREIAS ARGILOSAS , que se configuram como
misturas de areia e argila, que contém material ligante (aglutinante argiloso) e mais de
10% dos seus graos passando pela peneira Tyler 200 #. O fato do solo estudado ser
areno-argiloso justifica comportamentos “hibridos”, que sao dependentes das condigbes
de manipulagédo impostas durante o processo (nivel de incorporacao de agua, forma de

revolvimento).

O solo virgem, apesar de apresentar quantidades apreciaveis de argila e tender a
formacgao de “pellets” quando foi submetido a um processo de revolvimento rotacional,
nao permitiu que fossem determinados os valores dos indices LL e LP. Depreende-se, a
partir destes resultados, que nas condi¢des de ensaio adotadas nos meétodos para a
determinacdo dos referidos indices de consisténcia, preponderam as caracteristicas
arenosas do solo e ndo as argilosas e que, portanto, nestas condigbes, o0 solo nao se
apresenta com as propriedades de um solo geotecnicamente moldavel (tende ao

desmoronamento e a erosao caso empilhado). Sendo assim, prevé-se que o referido solo
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contenha quantidade de argila suficiente para promover efeitos de aglomeragcado quando

umedecido, mas nao o suficiente para conferir plasticidade aos aglomerados formados.

Este comportamento também pode decorrer do tipo de argilo-mineral presente e,
principalmente, de sua estrutura ja que a forma de arranjo das particulas e a organizagao
de cargas em sua superficie determinam maiores ou menores forcas de atragdo e
repulsdo, refletindo, conseqiientemente, no grau de coesdo do solo como um todo
(CETESB, 1992).

Conclui-se, portanto, que sendo o comportamento do solo estudado bastante
dependente das condi¢cdes a ele impostas (umidade, agitacao etc.) a eficiéncia da
descontaminagdo deste solo sera profundamente influenciada pelo tipo de tratamento
adotado, fortalecendo, portanto, a imprescindibilidade de uma etapa de otimizacdo do

Processo.

Os resultados das determinagdes qualitativas dos minerais formadores do solo
virgem, realizadas por Difracdo de Raios X, vieram ao encontro daqueles anteriormente
obtidos por microscopia eletrénica de varredura. O difratograma exposto na Figura 5.6, a
seqguir, ilustra os picos caracteristicos dos minerais contidos na amostra analisada
(quartzo — SiO; moscovita — KAI,(SizAl)O10(OH, F); caolinita — AlSi;Os(OH),, ilita — (K,
H30)Al,SizAlOo(OH), e hematita — Fe,03;). O fato da ilita ndo ter sido detectada
anteriormente é plenamente justificavel em face da semelhanga existente entre este
mineral e a moscovita (MOORE e REYNOLDS, 1989).

Destaca-se, com relagdo ao material argiloso presente, que a caolinita e a ilita s&o
argilo-minerais, respectivamente, ndo expansivo e ligeiramente expansivo. De acordo
com a literatura (BUENO e VILAR, 1980), a expansividade das argilas esta ligada a
maiores ou menores interagdes entre seus reticulos, sendo que a forga de unido entre
eles é maior na caolinita (limitacdo a penetracdo de agua e consequente nao
expansividade), intermediaria na ilita (pouca expansividade) e pequena na montmorilonita

(grande expansividade).

Coerentemente com a literatura, a baixa expansividade foi observada, quando da
simples manipulagéo do solo virgem. A ndo expansividade do solo em estudo parece ser
vantajosa, ja que poderia vir a reduzir a magnitude dos problemas mecéanicos,
apresentados pelo referido solo no interior do reator, quando da eventual elevacédo dos

teores de umidade.
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Concluindo a etapa de caracterizagao do Solo 1, pode-se afirmar que o0 mesmo
apresenta um comportamento “hibrido”, plenamente justificavel pela sua natureza areno-
argilosa. Da mesma forma que granulometricamente favorece a adogao de processos de
biorremediacao, por outro o solo exibe elevada complexidade, em funcio do teor de finos
que contém. Tais afirmacgbes fortalecem a importancia de se investir no dominio do
conhecimento do sistema solo/contaminante estudado, com vistas a proposi¢cao, ao
desenvolvimento e a otimizagao fisica, quimica, biolégica e mecanica do processo de

tratamento de solos de natureza semelhante.
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Figura 5.6. Caracterizagao Mineralégica do Solo Virgem - Difratograma
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No que tange a caracterizagdo quimica e fisico-quimica do segundo lote de solo
entregue no CETEM para a continuidade dos ensaios em microcosmos, bem como para
a conducado dos experimentos em bioreatores de bancada, foi possivel observar a

diferenca de coloracdo da amostra em relagao a primeira remessa de material.

Essa diferenga no aspecto das amostras, conforme pode ser observado no
registro fotografico apresentado na Figura 5.7, permitiu, a principio, inferir que o teor de

6leo contaminante na segunda remessa seria inferior ao da primeira remessa.

Primeira Coleta Segunda Colnﬂ
UL -.'_--- . 4 _J (SN
Figura 5.7. Registro fotografico das amostras representativas das duas remessas

de Solo 1

Antes da realizacdo das analises de caracterizagéo fisico-quimica dessa nova
remessa de solo, esta foi submetida as etapas de homogeneizagido, quarteamento e

peneiramento assim como adotado para a primeira remessa.

Na Tabela 5.1 abaixo, sao apresentados os resultados da caracterizagao fisica e
quimica preliminar realizada na segunda remessa, bem como os valores correspondentes
dos parametros analisados obtidos quando da caracterizagcdo da primeira remessa de
Solo 1.

Tabela 5.1. Comparagao dos Resultados da Caracterizagao Fisica e Quimica
preliminar da Primeira e Segunda Remessas de Solo 1

Parametros mesuliddes
Primeira Remessa | Segunda Remessa
HTP (mg/g) 53,81 26,26
HPA’'s (mg/g) 9,75 4,37
Oleos e Graxas (%) 4,90 3,17
Matéria Orgéanica (%) 11,35 8,27
pH 4,80 4,96
Capacidade de Campo (%) 26,90 37,04
Densidade Aparente (g/cm®) 1,1 1,1
Densidade de Particula (g/cm®) 2,3 2,5
Porosidade (%) 52 56
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Observa-se, através da analise dos resultados de HTPs, HPA's, éleos e graxas e
matéria organica, uma redugao consideravel no teor de contaminantes. Esta reducao
pode ser atribuida, a principio, ao longo periodo de tempo decorrido entre as coletas das
amostras, associado as condicbes de armazenamento do solo no dique de contengéo
(material sujeito a intempéries, biodegradagao natural etc.). A associacao destes fatores

pode ter tido como conseqiiéncia a biodegradagao natural do solo (ou intemperizagao).

Com relagédo aos resultados obtidos para o paradmetro densidade aparente, nao
houve alteracao significativa entre as duas remessas de solo. Ja para os resultados de
densidade de particula foi observado um aumento de 7% para o solo da segunda
remessa. Isto pode ser explicado, a principio, pelo fato de que tendo ocorrido uma
reducdo no teor de contaminante no solo, e conseqiientemente na fracdo aderida em
cada uma das particulas deste solo, a densidade destas particulas tende a aumentar. De
forma semelhante, o aumento de 8% na porosidade do solo da segunda remessa pode
ser explicado pela “desobstrucdo” de poros anteriormente ocupados com o 6leo

contaminante.

Na Figura 5.8, a seguir, sdo apresentados os cromatogramas relativos a
caracterizacdo, em termos de concentracido de Hidrocarbonetos Totais de Petrdleo
(HTP’s) da primeira (A) e da segunda (B) remessas do solo 1. Estes cromatogramas
foram fornecidos pela Geréncia de Quimica Analitica do CENPES/Petrobras e foram

obtidos segundo metodologia descrita por Santos et al. (2001).

Comparando-se os cromatogramas apresentados acima é possivel observar que
alguns picos representativos de compostos com menor numero de atomos de carbono
(C12 a C17), que eram nitidos no cromatograma A, desapareceram, ou reduziram
significativamente de tamanho, no cromatograma B. Adicionalmente, verifica-se que para
os compostos com maior nimero de atomos de carbono (maiores que C18) ocorreu
também uma diminuigdo no tamanho dos picos representativos destes compostos. Essas
observacgdes indicam a degradacao natural (ou intemperizacao) de parte do 6leo presente
no solo durante o periodo de tempo decorrido entre o envio da primeira e da segunda

remessas de solo para o CETEM.
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Figura 5.8. Perfis Cromatograficos do Solo 1; (A) Primeira Remessa e (B) Segunda
Remessa

5.1.2. Solo 2

A partir dos dados de distribuicdo granulométrica do Solo 2 sem contaminagéo
(73% de areia, 14% de silte e 11% de argila) e utilizando o Diagrama Triangular adotado
pela Sociedade Brasileira do Solo, onde as diferentes classes texturais estao delimitadas,

foi possivel classifica-lo como sendo um solo FRANCO-ARENOSO.

Conforme citado anteriormente, a analise mineralégica do Solo 2, assim como
ocorrido com o Solo 1, foi realizada a fim de obter informacbes a respeito do tipo de
minerais presentes no solo, principalmente os argilo-minerais. A estrutura e arranjo dos
argilominerais presentes em um solo conferem a este maior ou menor forgas de atragao e
repulsdo, influenciando no grau de coeséao, principalmente quando este € umedecido
(TRINDADE, 2002).

O solo sem contaminagdo foi empregado na caracterizagdo mineralégica por
microscopia eletrbnica de varredura e por difracdo de raios X, ja que a utilizagdo do

material contaminado poderia causar danos aos equipamentos.
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A Figura 5.9, a seguir, apresenta duas micrografias obtidas para o solo virgem,

com aumento de 50 e 1500 vezes.

Figura 5.9. Micrografias obtidas pelo MEV de particulas do solo 2 sem

contaminacgao.

Através do EDS (Energy Dispersive System) acoplado ao MEV, foram obtidos
espectros de composi¢do quimica qualitativa por dispersdo de energia, em pontos de

areas de aproximadamente 2 um, selecionados nas imagens apresentadas na Figura 5.9.

Desta forma, foi possivel observar a predominancia de elementos como Si, C, O,
Al, Ca e Fe (em menor proporg¢ao). Assim como observado para o Solo 1, ndo foram
detectados minerais pesados, tais como Zr, Ti e Terras Raras, apontando também para

um solo originario do horizonte A.

A predominancia do elemento carbono € um indicativo da presenga de matéria
organica agregada a particulas minerais do solo. Os argilo-minerais presentes no solo
foram identificados como aluminossilicatos como vermiculita, montmorilonita, ilita,

esmectita e/ou clorita.

Os resultados observados indicam que o Solo 2 apresenta caracteristicas que
propiciam uma elevagdo da aglomeragdo, o que seria agravado apdés a contaminagao

artificial do mesmo.

A seguir é apresentado o difratograma obtido da amostra de solo orientada apds
remog¢ao da matéria organica (Figuras 5.10). Essa opg¢do pela analise da amostra
orientada apds a remogao de matéria organica partiu das observagdes de Santos (2007),
co-substanciada por Albers (2002), que verificou que o elevado teor de quartzo da

amostra bruta e sua facilidade de orientar-se resultam em picos bem definidos e de
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grande intensidade na fase cristalina de argilo-minerais, prejudicando muitas vezes a

identificacao e caracterizagao das demais fases.

Assim sendo, por indicacdo de especialista do SCT/COAM/MCT foi realizada a
analise do material fino orientado, preparado pela sedimentacdo dos argilo-minerais
seguida da remogao da matéria organica, possibilitando uma melhor caracterizagdo da
amostra na regido de baixo angulo, evidenciando picos em 14,38 e 9,94 A. O primeiro

pico pode estar relacionado a vermiculita, esmectita ou clorita, e o segundo a muscovita
ou illita.

o
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Figura 5.10. Difratograma de raios X da amostra solo orientada sem matéria
organica.

A presenca de matéria organica nos aglomerados minerais, conforme observado
pelo MEV, em associacdo a observacao, por difracdo de raios X, da presenca de
minerais argilosos identificados no solo sem contaminagdo, potencializa o efeito de
aglomeragao deste solo, principalmente quando da incorporagdo de 6leo. Conforme
citado por Santos (2007), o resultado dessa caracterizacao justifica a adicao de agentes
estruturantes durante o processo de biorremediagdo de um solo contaminado por

petréleo, com o objetivo de reduzir a aglomeragao do sistema solo/contaminante.
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5.2. Definicao da Configuracao de Protétipo de Biorreator de Bancada

5.2.1. Avaliagdo Inicial do comportamento mecénico do solo 1 em diferentes

protétipos de biorreatores em escala de bancada

5.2.1.1. Ensaios em homogeneizador de amostras
Ao final dos ensaios com o solo virgem, realizados em homogeneizador de
amostras do tipo “Carrossel”, observa-se que com o incremento da umidade (variada de

50 a 90% da CRA), ocorreu uma acentuagéo na formacéo de agregados (Figura 5.11).

SOLO VIRGEM

50LO VIRGEM 50LO VIRGEM S0LO VIRGEM
50% CC 65% CC

ﬁ/.

&
SOLO VIRGEM

Figura 5.11. Aspecto do Solo Virgem Ap6s Homogeneizagao no Carrossel (50% de
ocupacgao; umidade variando de 50 a 90% da CRA (na foto CC); agitagdo a 5 rpm,
por 1 min)

Observando-se a aparéncia das amostras, registrada ao final do periodo da
agitacdo, percebe-se que o limite superior para o teor de umidade a ser adotado para o
solo virgem é o de 50% da CRA. Acima deste valor, intensifica-se a formacdo de
agregados, o que tende a desfavorecer o ataque microbiano, devido a reducéo da area

superficial de contato nos aglomerados.

Em funcdo do comportamento mecanico observado para este tipo de solo, uma
segunda bateria de testes foi executada, com amostras do solo contaminado, desta vez

contemplando o bindémio “Ocupacao/Umidade”.

De acordo com BANERJEE et al., 1995, o estabelecimento de valores adequados
para os graus de ocupagédo e de umidade é reconhecido como uma das etapas chaves
para a implementagcdo de processos de tratamento bioldgico de solos contaminados em

biorreatores. Esta afirmativa justifica os esforcos despendidos na fase de otimizagao
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dessas variaveis. Cabe ressaltar, ainda, que tal binbmio afeta variaveis extremamente
importantes, tais como suprimento de oxigénio, disponibilizagdo de nutrientes,
manutengdo da atividade microbiana e grau de homogeneizacdo do sistema
solo/microbiota/contaminantes. Por todos os motivos citados, valores base para o referido

binémio foram cuidadosamente pesquisados na literatura.

Os valores escolhidos para as percentagens de ocupacao testadas foram
baseados em diversos trabalhos envolvendo reatores do tipo tambor rotativo (BANERJEE
et al., 1995; KRUGER et al., 1995; TRUAX et al., 1995; WOO e PARK, 1999). Nesses
trabalhos predominam baixas percentagens de ocupacao dos biorreatores: BANERJEE et
al. (1995) — 10 a 25%; KRUGER et al. (1995) — 20%; TRUAX et al. (1995) — 24 a 29% e
WOO e PARK (1999) — 56%. A redugdo demasiada da taxa de ocupacgao do reator pode
tornar inviavel, sob o ponto de vista econdmico, a adocédo deste tipo de sistema de
tratamento de solos contaminados. Assim, buscou-se pela otimizagcdo da ocupagao em
torno de valores ligeiramente mais elevados que os citados nos trabalhos consultados,
sem perder de vista a adequacido desta variavel ao tipo de configuragdo proposta

inicialmente (tambor rotativo).

O resultado final da homogeneizagcdo do conteludo dos frascos ao final dessa
segunda bateria de testes nao foi fotografado. No entanto, foi possivel observar que a
taxa de ocupagado de 20% n&o se mostrou satisfatoria, face a grande dispersdo das
particulas solidas. Entre as condi¢des relativas a 30 e 40% de ocupagdo, nenhuma

diferenca significativa foi observada.

Quanto a umidade, menores aglomeragdes foram detectadas para os teores de
40% e 50% da CRA. Ao serem combinados os dois aspectos, ocupacido e umidade, o
melhor par de valores para o teste mecanico, conduzido em carrossel, com amostras do
solo contaminado, foi o de 40% de ocupacdo e 50% da CRA. De forma a dar
continuidade a realizagdo de ensaios no homogeneizador de amostras cogitou-se a
incorporacgao de aletas as paredes dos frascos utilizados nos testes. Tal modificagao nos
frascos levaria a configuracdo semelhante a dos tambores rotativos, motivo pelo qual, o

homogeneizador foi abandonado.

5.2.1.2. Ensaios em tambor rotativo
Nos testes no prototipo de tambor rotativo, o comportamento do solo contaminado

foi observado sob diferentes condigées de ocupagéo (% do volume util) e de umidade (%
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da capacidade de retengao de agua), sob rotagao lenta (3—4 rpm), por aproximadamente

18 horas.

No primeiro teste no tambor rotativo foi empregado o teor de umidade de 50% da
CRA, para a ocupacao de 50% do volume util. A visualizagdo do solo apds o término da
agitacdo evidenciou ndo s6 a necessidade de se reduzir a taxa de ocupagdo, como

também o teor de umidade adotado (Figura 5.12).

Figura 5.12. Aspecto do Figura 5.13. Aspecto do
Solo 1 no Protétipo de Solo 1 no Protétipo de
Tambor Rotativo (50% de Tambor Rotativo (40% de
ocupacao; 50% da CRA ocupacao; 40% da CRA
(na foto CC); aleta de 2 (na foto CC); aleta de 2
cm; agitacao a 3-4 rpm, cm; agitacao a 3-4 rpm,
por 18h). por 18h).

O experimento foi repetido para 40% de ocupacao e 40% da CRA e observou-se,
ainda, a formagdo menos intensa de aglomerados. A compactagao de material solido
também ocorreu, especialmente nas proximidades das aletas, conforme se verifica na
Figura 5.13.

A partir destas constatagbes, o tamanho das aletas foi reduzido para 1,5 cm e
novo teste foi conduzido, mantendo-se as demais condicbes de ocupagao, umidade,
velocidade e tempo de agitagdo. Desta vez ndo houve agregacdo expressiva e a

compactacao pbde ser considerada desprezivel (Figura 5.14)
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A fim de explorar os limites maximos de disponibilizagdo de agua, um quarto teste
foi feito, desta vez ampliando o teor de umidade para 50% da CRA. Os resultados nao
foram satisfatérios, uma vez que boa parte do material permaneceu aderida a parede do
tambor (Figura 5.15).

Figura 5.14. Aspecto do
Solo 1 no Protétipo de
Tambor Rotativo (40% de
ocupacao; 40% da CRA (na
foto CC); aleta de 1,5 cm;
agitacdo a 3-4 rpm, por
18h).

Figura 5.15. Aspecto do
Solo 1 no Protétipo de
Tambor Rotativo (40% de
ocupacao; 50% da CRA (na
foto CC); aleta de 1,5 cm;
agitacdo a 3-4 rpm, por
18h).

A partir das fotos apresentadas nas Figuras 5.12, 5.13, 5.14 e 5.15, ficou evidente
que o solo assume um comportamento mecanico mais favoravel quando ocupa 40% do
volume util do reator e tem sua umidade corrigida para 40% da sua CRA;
semelhantemente ao que foi observado nos experimentos conduzidos no
homogeneizador do tipo carrossel. Tornou-se clara, também, a influéncia de elementos
da geometria do sistema neste comportamento (como por exemplo o dimensionamento
das aletas). Ha que se ter em mente, no entanto, que outros fatores podem contribuir
para os fenbmenos de agregacédo e de compactacgdo, tais como o tipo de solo e o seu

teor de matéria organica.

Woo e Park (1999) ressaltam que a textura do solo contaminado determina, em
grande parte, a umidade 6tima requerida para a operacao dos biorreatores, variavel que
se encontra intimamente relacionada ao grau de mistura e a aglomeragdo. Truax et al.
(1995) e Boopathy (2000) vao mais além e chamam a atencgao para o fato de que a forte
dependéncia entre os parametros de processo (comportamento mecéanico e
biodegradabilidade) e a textura do solo, resulta das diferentes propriedades de superficie

de fragOes tais como areia, silte e argila, que compdem o mesmo. Como o solo apresenta
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elevada concentracdo de finos, é plenamente explicavel a sua capacidade de absorver

agua e de formar aglomerados, quando sob agitagao.

A partir de todas estas constatacoes, evidencia-se a imprescindibilidade de se
estabelecer um compromisso entre a geometria do reator a ser empregado para o

tratamento do solo, as variaveis de processo e as caracteristicas do proprio solo.

5.2.1.3.Ensaios em parafuso transportador

O primeiro experimento no protétipo de parafuso transportador (Teste A) foi
realizado para um comprimento de coluna de 10,5 cm, espagamento entre a coluna e o
limite externo do eixo central (Ad) de 1,7 cm, percentagem de ocupacao de 40% e
umidade de 40% da CRA. Os resultados ndo foram satisfatorios, ja que uma densa
camada de solo permaneceu aderida a parede da coluna cilindrica. Registrou-se, em

contrapartida, a ndo formacao de aglomerados nas demais regides do reator.

Partiu-se, entdo, para a redug¢ao do espagcamento (Ad) para 0,2 cm, (coluna de 13
cm de comprimento), sendo que duas diferentes condigdes foram reproduzidas: 30% de
ocupacao; 40% da CRA (Teste B) e 40% de ocupacao; 40% da CRA (Teste C). Ainda
assim, o sistema ndo demonstrou bom desempenho, pois o eixo por varias vezes atritou-

se com a parede.

Nos Testes D e E (conduzidos em coluna cilindrica de 10,5 cm de comprimento),
um espacamento intermediario foi fixado (Ad = 0,7 cm) e novamente o binémio
“Ocupacao & Umidade”, foi variado: 40% de ocupacéo; 40% da CRA (Teste D) e 40% de
ocupacao; 50% da CRA (Teste E). Em ambos os testes ndo houve formagéao de filme
solido na parede da coluna, porém ocorreu uma grande compactagdao do material,
inviabilizando a adogao deste sistema. Na tentativa de reproduzir uma “lama”, agua foi
adicionada ao solo ao fim do ultimo teste (Teste E), até o valor de 200% da CRA, porém

a mistura continuou deficiente.

Ainda que desencorajadores, os experimentos com tambor fixo levaram a
interessantes observagdes:

v' O parafuso ndo se configura no melhor modelo de eixo de agitagdo, ja que

transporta o material e com isto reduz o tempo de residéncia do solo no interior do

reator;
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v" Ainda assim, ficou visualmente claro que a presenga do eixo aumenta o grau de
mistura do solo no reator, o que favorece a aplicagao de reatores do tipo tambor

fixo frente os tambores rotativos;

v No caso de adogdo da configuragdo de reator do tipo tambor fixo, faz-se
imprescindivel a criagao/projeto de um outro modelo de eixo, que nao so evite a
adeséao do solo as paredes do reator, como promova a mistura ideal do solo, sem
transporta-lo.

5.2.2. Proposigao e dimensionamento de configuragao alternativa de biorreator

Nas Figuras 5.16 e 5.17, a seguir, sao apresentados os registros fotograficos do
primeiro protétipo de biorreator ndo convencional confeccionado pela equipe da oficina do
CETEM/MCT.

Figura 5.16. Vista geral do Figura 5.17. Detalhe do eixo
primeiro protétipo de central (agitador) instalado no
biorreator. biorreator.

As dimensdes finais do biorreator apds a confecgdo do mesmo, tendo como base o

esquema apresentado na Figura 5.18 abaixo, ficaram:

c =24 cm;
p=32,3cm;
| =42 cm;

A
\

Volume da segao cilindrica = 19

' litros;
¢ Volume total do corpo do reator =

29,96 litros;

Figura 5.18. Representacao esquematica do biorreator de bancada



110

Levando-se em consideragéo as dimensdes dos componentes do agitador central,

a saber:

Didmetro do eixo central = 3 cm
Comprimento do eixo central = 42 cm
Diametro dos eixos perpendiculares = 2 cm

Comprimento dos eixos perpendiculares = 16,5 cm

* *® & o o

Numero de eixos perpendiculares = 5

Calculou-se o volume ocupado pelo agitador central como sendo igual a
aproximadamente 0,6 litros. Desta forma, o volume util total do biorreator & igual a
aproximadamente 29,36 litros e o volume Util da parte cilindrica igual a aproximadamente
18,4 litros. Destaca-se que a ocupacao do reator devera ser estudada somente levando-
se em conta o volume util da parte cilindrica, uma vez que é nesta regido onde havera
efetiva homogeneizagdo do material como consequéncia da movimentagcdo do eixo

central.

O protétipo do biorreator foi instalado no laboratério 2 da Coordenacédo de
Metalurgia Extrativa do CETEM/MCT e a ele foi acoplado, inicialmente, um motor de
1/4HP com objetivo de movimentar o eixo central, provocando assim a homogeneizacao

do material no interior do reator.

Tendo em vista que um dos principais testes a serem realizados inicialmente com
o protétipo dizia respeito a avaliagao da carga massica passivel de ser aplica a este,
relacionou-se o percentual de ocupacéo da parte cilindrica do reator com o volume e a
massa de Solo 1 correspondentes, conforme Tabela 5.2 abaixo, levando-se em
consideracdo o valor da densidade do Solo 1 como sendo de 1,1 g/cm® (item 4.1,

Materiais e Métodos).

Tabela 5.2. Correlagao Percentual de Ocupac¢ao x Volume de Solo x Massa de Solo
(p solo seco = 1,1 g/lcm®)

Percentual de Volume de solo contaminado a Massa de solo
ocupacgao da parte ser adicionado contaminado a ser
cilindrica (litros solo seco) adicionada (kg solo seco)
20 % 3,68 4
30 % 5,52 6
40 % 7,36 8
50 % 9,20 10
60 % 11,04 12
70 % 12,88 14
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Assim que o protétipo foi instalado os primeiros testes relacionados a
operacionalizagdo do mesmo foram iniciados, utilizando-se para tal o solo sem

contaminacao (solo virgem).

No entanto, a adi¢gdo de apenas 1 kg do solo virgem ao reator foi responsavel pelo
aquecimento excessivo do motor e, depois de alguns minutos de operacgéao, nao foi capaz
de movimentar o agitador central. Pode-se concluir que a poténcia do motor, de 4 de
HP, ndo era suficiente para suportar o peso do agitador apds a adicdo desta minima
quantidade de solo, sendo necessario, portanto, a substituicdo do motor por um de maior
poténcia (1/2 HP, com redutor). Apés a instalagdo do novo motor, prosseguiu-se com a

adicao gradativa do solo virgem seco até completar 12 kg (60 % de ocupacao).

No que tange ao comportamento do solo no interior do reator, observou-se alguns
pontos de acumulo de material nas paredes do reator, o que foi sendo minimizado

através do ajuste do posicionamento e inclinagdo das pas.

Apoés cerca de 16 horas de operagao inicial do reator com 12 kg de solo virgem
detectou-se que o eixo central do agitador estava cedendo, indicando que o material
utilizado (PVC) nao estava suportando o peso do solo. Decidiu-se entado pela parada do
sistema, esvaziamento o reator e substituicdo tanto do eixo central quanto dos eixos
perpendiculares por eixos de iguais dimensdes, porém de aco inox (material que

apresenta maior resisténcia mecanica que o PVC anteriormente utilizado).

Apoés a substituicdo dos eixos, 12 kg de solo virgem seco foram novamente
adicionados ao reator e este foi mantido inicialmente em operagcdo por um periodo de

tempo superior a 40 horas, sem que fosse observada qualquer alteragao no eixo central.

Com objetivo de verificar a eficiéncia da homogeneizagéo do solo no interior do
biorreator, adicionou-se pedras de aquario coloridas (azuis) aos 12 kg de solo seco
contidos no mesmo. Esta adicdo foi realizada somente em dois pontos localizados nas
laterais do biorreator (L1 e L2, Figura 5.19). O conteudo do biorreator foi mantido sob
agitacao pelo curto periodo de 10 minutos e em seguida, cessada a agitacdo, foram
retirados 200 mL do material de 6 pontos distintos do reator (A, B, C, D, E e F) conforme

esquema apresentado na Figura 5.19 abaixo.
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Figura 5.19. Representagdo esquematica dos locais de adigao das pedras coloridas
(L1 e L2) e dos locais de coleta de amostras (A, B, C, D, E e F) para avaliagdo da
eficiéncia de homogeneizag¢ao do contetido do Reator.

Em cada uma das amostras foi realizada a contagem do numero de pedras

coloridas existentes. Os resultados obtidos foram:

Ponto de Numero de Pedras/200
Amostragem mL de Solo
A 24
B 17
C 16
D 19
E 23
F 24

Observa-se que, em média, foram obtidas 21 pedras/200 mL de solo. Este
resultado pode ser considerado satisfatorio e indicativo da eficiéncia do sistema de

homogeneizagdo empregado neste primeiro prototipo de biorreator.

Dando continuidade aos testes de verificagcdo da eficiéncia do sistema de
homogeneizagédo no protétipo, adicionou-se aos 12 kg de solo virgem (cerca de 60% de
ocupagao) agua suficiente para que fosse atingido um teor de umidade igual a 50% da

capacidade de retengéo de agua deste solo (16,4 % de umidade).

Apds meia hora de agitagcdo continua do conteido do reator, foram retiradas
amostras dos pontos anteriormente indicados na Figura 5.19, com o objetivo de verificar

a homogeneidade na distribuicdo da umidade ao longo do reator.

Em cada uma das amostras foi realizada a determinagao do teor de umidade e os

resultados obtidos foram:
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Ponto de Teor de Umidade
Amostragem (%)
A 15,16
B 15,18
C 15,08
D 15,04
E 15,13
F 14,91

Observa-se que, em média, obteve-se 15,08 % de umidade, correspondendo a
cerca de 45% da capacidade de retengdo de agua do solo virgem. Este resultado
também pode ser considerado satisfatério, sendo mais um indicativo da eficiéncia do

sistema de homogeneizagdo empregado neste primeiro protétipo de biorreator.

Apesar da indicacdo da eficiéncia do sistema de agitagdo/homogeneizagao
adotado, foi verificada a formacao de um filme de solo agregado a parede do reator,
principalmente nos cantos, apdés um longo periodo de operagdo do mesmo. Na tentativa
de minimizar este efeito de aglomeracao, retirou-se do biorreator material suficiente para

que a taxa de ocupagao do mesmo fosse reduzida de 60 para 40 %.

A continuidade dos testes indicou que com a nova taxa de ocupacédo o efeito de
aglomeracdo do material foi significativamente reduzido, sendo entdo este valor
selecionado, a principio, para a realizagdo dos posteriores testes de biodegradacéao

empregando o solo contaminado com éleo cru.

Ao término desta etapa de conducéao dos testes relacionados a operacionalizacao
do biorreator empregando-se o solo virgem, este encontrou-se apto a ser empregado nos

primeiros testes de biodegradagéao utilizando-se o solo contaminado.

5.3. Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos

5.3.1. Ensaios de biodegradabilidade com o solo 1

O TESTE INICIAL de biodegradacao possibilitou uma avaliagao inicial do
comportamento do Solo 1 frente a aplicagdo da técnica de bioestimulo, bem como
proporcionou um maior entendimento do processo de biorremediagdo em um solo

contaminado com caracteristicas argilosas.
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A Figura 5.20, a seguir, apresenta as curvas de evolugdo de CO, acumulado

durante os 42 dias de ensaio, para todas as condicdes testadas.
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Figura 5.20. Curvas de evolucgao de CO, do TESTE INICIAL com Solo 1

Comparando-se o valor de CO, acumulado (expresso em termos de mmoles de
CO.) nas condig¢oes C (Solo 1) e CBIOEST (Solo 1 bioestimulado), verifica-se que houve
uma resposta positiva da microbiota nativa no que toca a biodegradagao do petroleo seja
através apenas do ajuste da umidade do solo (Condigdo C) e um pouco mais acentuada
quando do ajuste também do teor de nutrientes (condicdo CBIOEST). O efeito positivo,
ainda que modesto do bioestimulo indicou a necessidade de uma investigacdo mais
aprofundada quanto ao ajuste das concentragcdes de nutrientes no Solo 1 para que

processo de biorremediacao ocorresse de forma mais efetiva.

Adicionalmente, pdde-se observar que nem o Solo Virgem (condi¢éo V), nem o
Solo Virgem bioestimulado (condi¢ao VBIOEST) apresentaram geragado de CO; ao longo
dos 42 dias de ensaio. Assim sendo, pode-se inferir que o0 CO, gerado nas condi¢bes C
e CBIOEST foi resultados apenas da biodegradagdo do 6leo contaminante e que a

matéria organica original do solo nao contribuiu de forma significativa para essa geragao.

Comportamento semelhante foi verificado para o controle abidtico (condigao CAZ),

nao sendo observada evolugao de COs,.

Com base nos perfis das curvas de evolugdo de CO,, apresentados na Figura
5.20 e que exprimem indiretamente o nivel de atividade microbiana, é possivel concluir
que embora os resultados obtidos apds o bioestimulo ndo tenham sido da magnitude
esperada, existe sim uma nitida influéncia positiva dessa pratica neste sistema

solo/contaminante. A reduzida atividade microbiana pode estar associada , em parte, ao
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longo intervalo de tempo decorrido entre os eventos de contaminacdo e os ensaios de
tratamento do solo. Outro fator que provavelmente concorreu para a reduzida geragao de
CO, pode estar associado a natureza das fragées organicas presentes no solo, bastante
resistentes ao ataque microbiano, conforme pode ser verificado através dos resultados da

caracterizagao organica inicial, apresentados na Tabela 4.1.

As reduzidas taxas de biodegradacao obtidas no TESTE INICIAL, mesmo apés a
aplicacdo da técnica de bioestimulo, suscitaram duvidas também quanto a adequacgao
das relagdes nutricionais praticadas (C:N:P = 100:10:1), bem como sobre a relevancia ou

nao dos niveis de fertilidade do préprio solo contaminado.

As diferentes fontes consultadas na literatura (DEUEL e HOLLIDAY, 1997;
WALWORTH et al., 1997; BRINKMANN et al., 1998; ALEXANDER, 1999; FOGHT et al.,
1999; WALWORTH et al.,, 2007) levaram a suposi¢cao de que a alta concentragao de
nitrogénio (oriundo do solo e da fonte de nitrogénio - NaNOj; - adicionado) empregada nos
testes até entdo, estaria inibindo a microbiota nativa, provocando, desta forma,
decréscimos consideraveis na atividade respiratéria da microflora presente no solo
contaminado. Caso esta suposicao fosse de fato consistente, a principio, a concentragao
de nitrogénio originalmente presente no solo (C:N = 100:1,25) ja garantiria a manutencgao

dos microorganismos nativos.

A fim de validar estas suposicoes, um novo ensaio de biodegradagao foi
conduzido, denominado de ADEQUACAO DE UMIDADE E RELACAO NUTRICIONAL,
no qual a atividade respiratéria foi avaliada em diferentes condi¢cdes de corre¢ao do teor
de nutrientes: sem correcdo, com correcdo apenas de fosforo e com correcao total de
nutrientes. Face ao desafio proposto de se trabalhar com o menor teor de umidade
possivel, sendo o mesmo suficiente apenas para manter a atividade microbiana no solo
contaminado, todas as condicdes acima descritas foram testadas com teores de umidade
correspondentes a 30 e 50% da capacidade de retengdo de agua do solo contaminado
(Solo 1).

Na Figura 5.21 sdo apresentadas as curvas de geragao de CO, para as condi¢des

testadas com os teores de 30 e 50% da capacidade de campo do solo contaminado.
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Figura 5.21. Curvas de evolugéo de CO, (mmol) do teste ADEQUAGAO DE
UMIDADE E RELACAO NUTRICIONAL

Observa-se na Figura 5.21 que para os dois teores de umidade testados (30 e
50% da CRA), os melhores resultados foram obtidos quando as amostras de solo foram
submetidas apenas a correcao de fésforo e, indiretamente, de potassio, resultado que
nao s6 mostra a importancia de se suplementar o solo com tais nutrientes, como também
aponta para a validade da suposi¢ao anteriormente feita, de que o nitrogénio presente no
solo ja estaria atendendo as necessidades metabdlicas da populacédo nativa. Resultados
concordantes foram relatados por Foght et al. (1999) em seus estudos a respeito da

biodegradabilidade de hidrocarbonetos aromaticos e poliaromaticos.

Cabe destacar que o fésforo, em especial, ndao sé se configura como um
importante nutriente para as células microbianas, como também atua como poderoso
agente tamponante do sistema solo/contaminante (FOGHT et al, 1999), possibilitando a
manutencdo da faixa de pH 6tima para a atuacdo das bactérias (em torno da
neutralidade) e, consequientemente, garantindo a continuidade da metabolizacdo dos
hidrocarbonetos de petréleo mais pesados (aromaticos e poliaromaticos). Ressalta-se
ainda que o fésforo e o potassio sao nutrientes tdo importantes, que em condi¢cdes de
umidade correspondentes a 50% da CRA, mesmo sob efeito de inibicdo pelo excesso de
nitrogénio, 0s microorganismos se encontram mais ativos nas condigdes de corregéo total
do que naquelas sem qualquer correcdo. Com condicdo de umidade correspondente a
30% da CRA, este comportamento ndo chega a ser observado, pois o impacto da super-
fertilizacdo com N (condicdo de correcao total) sobre o metabolismo celular é mais
determinante do que a influéncia da sub-fertilizagcdo com P e K (auséncia de corre¢do).

Este fato é perfeitamente explicavel, ja que para a umidade correspondente a 30% da
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CRA o grau de diluigdo dos nutrientes no solo é reduzido, em funcdo da baixa
disponibilidade da agua. Essas diferengas entre as respostas microbianas, associadas
aos niveis de fertilizacdo e a umidade dos solos foi muito bem resumida por Walworth et
al. (1997): solos secos sao facilmente super-fertilizados, enquanto solos umidos s&o
muito menos sensiveis aos excessos de N. Essa afirmacao é justificada pelo fato de que
a maioria dos fertilizantes, principalmente aqueles a base de nitrogénio, sdo compostos
de sais soluveis que rapidamente se dissolvem na &agua presente nos poros do solo,
causando, nos solos com menores teores de umidade, um aumento da concentracéo de
sais na solug¢do do solo e diminuigdo do potencial osmético do solo, 0 que pode vir a inibir
a atividade microbiana (WALWORTH et al., 2007).

Aprofundando as discussdes sobre o efeito da umidade na disponibilizacdo de
nutrientes, Walworth et al. (1997) apresentaram um conceito original para a adequacao
da dosagem de nitrogénio em solos (para fins de estimulo a biorremediacédo) e que
serviria para estimar o impacto da fertiizagdo no potencial osmoético do solo
(WALWORTH et al, 2007). Segundo estes autores, a relacdo “massa de
nitrogénio/massa de agua” € mais informativa do que as tradicionais relacdes “massa de
nitrogénio/massa seca de solo” ou “massa de carbono/massa de nitrogénio” (relagao

C:N), tanto que a concentracao de nitrogénio é expressa por Nyzo, obtido como:

Nu2o = mg N / kg H,O = (mg N / kg solo) x (kg solo / kg H,0O)

De acordo com esta expressdo, o valor de Nyxo para o Solo 1, sem qualquer
adicéo de nutrientes e com 50% da CRA (13,45% de umidade) é de 4.460,97 mg N / kg
H,O e de 7.434,94 mg N / kg H;O, apds a correcao de umidade para 30% da CRA
(8,07% de umidade).

Em seus estudos, Walworth et al. (1997) mostraram que tanto para solos
arenosos, quanto para solos siltosos, valores de Ny superiores a 2.500 mg N / kg H,O
provocam fendmenos de inibicdo metabdlica (provavelmente em funcdo de grandes
alteragbes osmdticas), o que significa dizer que, o solo estudado, sem qualquer adicao de
nitrogénio, ja apresenta concentracdo excessiva deste nutriente. De acordo com estes
dados, é possivel inferir que a aplicagcdo de NaNO; neste sistema pode ter gerado um
impacto negativo no processo, ja que os valores de Ny,0 evoluem assustadoramente para
35.639,9 mg N / kg H,O (para a umidade de 50% da CRA) e 59.429,3 mg N / kg H,O
(para 30% da CRA), inferéncia que se mostra concordante com os resultados obtidos

experimentalmente.
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O 2° teste com o Solo 1 em muito contribuiu para a gradual otimizagdo do
processo de biorremediacdo, ndo s6 pela identificagdo da forma mais adequada de
correcao dos niveis de fertilidade deste solo, como pelo fato de ter apontado para a

necessidade de se realizar esta corregéo correlacionando-a ao teor de umidade.

Ainda com o objetivo de otimizacio do processo de biorremediagao do Solo 1, em
escala de bancada, foi avaliada a eficiéncia da adicdo de um material estruturante de
origem organica, no caso a serragem. Como citado no Capitulo 4 (item 4.3.1), a serragem
foi escolhida como o material estruturante tendo em vista os resultados promissores
obtidos em trabalhos anteriores (RAIMUNDO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2005) e por
ser esta uma estratégia a ser adotada quando o solo contaminado a ser tratado ja passou
por um acentuado processo de intemperizacdo e os compostos organicos poluentes

encontram-se fortemente aderidos a matriz do solo, como no caso do Solo 1.

Na Figura 5.22, a seguir sao apresentadas as curvas de geracdo de CO, para as
condigdes avaliadas no teste denominado de ADICAO DE MATERIAL ESTRUTURANTE.
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Figura 5.22. Curvas de evolugio de CO, (mmol) do teste ADICAO DE MATERIAL
ESTRUTURANTE

Verifica-se na Figura 5.22 que a incorporagdo do material estruturante ao solo
bioestimulado (Condicdo C Serr10%) foi responsavel pelo aumento da atividade
microbiana, quando comparado com a condicdo sem a adicdo do material estruturante
(Condicao C). Ressalta-se que em ambas as condigbes ocorreu idéntico bioestimulo da

microbiota nativa através da adigao de fosforo (C:N:P = 100:1,25:1) e correcéo do pH (7),
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conforme definido no teste anterior (ADEQUACAO DE UMIDADE E RELACAO
NUTRICIONAL).

Tendo em vista que o CO, gerado na condigdo C Serr10% pode ter origem nao sé
na degradacgio do 6leo contaminante, quanto também da degradacgéo do préprio material
estruturante e da matéria organica naturalmente contida no solo, aos valores de CO,
desta condicado foram descontados os valores de CO, gerado na condi¢cao V Serr10%.
Assim, foi possivel obter os valores de CO, gerado (mmol) apenas pela degradacao do
6leo, dando origem aos valores plotados na curva C 6leo. Comparando-se os valores
acumulados para as condicbes C e C odleo verifica-se que a adicdo da serragem
praticamente dobrou o numero de mmoles de CO, gerados a partir da degradacao do

6leo durante os 42 dias de ensaio.

Em fungéo dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a adigdo de serragem (ME)
na concentragéo de 10% (p/p), associada ao bioestimulo foi responsavel por um aumento
substancial da biodegradacdo do contaminante e, por isso, pode ser adotada como uma

técnica auxiliar ao processo de borremediagao do Solo 1.

5.3.2. Ensaios de biodegradabilidade com o solo 2

A necessidade de uso do Solo 2 para continuidade do trabalho levou a realizacao
de ensaios de biodegradagdo em microcosmos semelhantes aos realizados com o Solo
1, visando determinar as melhores condi¢cdes para o tratamento do mesmo. Assim, o
TESTE INICIAL como Solo 2 buscou estabelecer a relagao nutricional (C:N:P) adequada
para otimizar o processo de biorremediacao, isto é a necessidade ou ndo de adigdo de

nitrogénio e/ou fésforo e em que concentracéo.

A analise das curvas de geracao de CO, para o TESTE INICIAL, apresentadas na
Figura 5.23, a seguir, indicam que a condigao na qual ocorreu apenas a corregao do teor
de nitrogénio de forma a se obter uma relacdo C:N:P de 100:10:0,39 (Condigcao 4) foi
aquela que apresentou a melhor resposta em termos de aumento da atividade microbiana
ao longo das 42 dias de ensaio. Essa resposta positiva significa a necessidade de adigao
de nitrogénio ao solo 2, comportamento este distinto ao observado com o Solo 1, onde a
adicdo de N, ao contrario, foi responsavel por um efeito inibitério a atividade da

microbiota nativa.

No caso do Solo 2 sem adi¢do suplementar de nitrogénio e com 50% da CRA
(14% de umidade) o N0 € 16.428,5 mg N/kg H,O. Apds a adicdo de NaNO; para
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obtengdo darelacdo C:Nigual a 100:10 esse valor passa para 25.214,28 mg N/kg H,O e
mesmo assim o impacto na atividade microbiana é positivo refletindo diretamente em um
aumento na biodegradacao do contaminante. No caso do Solo 1 um valor de Nyyo de

5.586,59 mg N/kg H,0 ja era suficiente para manter a atividade biodegradadora elevada.

Essa diferenga de comportamento dos dois solos estudados, frente aos diferentes
teores de nitrogénio adicionados, indica que dificilmente podera se chegar a um valor
unico (padrdo) de Nyxo, € mesmo de relacdo C:N, a ser aplicado em processos de
biorremediacdo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo. Isto pode ser
facilmente explicado em fungdo da diversidade de possibilidade de respostas das
comunidades microbianas presentes nos diferentes tipos de solo, da alteracdo da
biodisponibilidade dos diferentes niveis de sais inorganicos nao nitrogenados presentes
no solo ao longo do tempo devido ao consumo destes como substrato ou geragcdo como
produtos de reagcdes quimicas e/ou bioquimicas que ocorrem durante todo o processo,
dentre outros (WALWORTH et al., 2007).
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Figura 5.23. Curvas de evolugao de CO, (mmol) do TESTE INICIAL com Solo 2

As respostas as condicbes para as quais ocorreu apenas a adicao de fésforo
(Condicao 3; C:N:P = 100:6,86:1), ou a adicdo conjunta de nitrogénio e fésforo (Condicao
5; C:N:P = 100:10:1) foram semelhantes aquela observada para a condicdo nao
bioestimulada do solo 2 (Condicdo 2; C:N:P = 100:6,86:0,39) onde ocorreu apenas a
correcao da umidade inicial do solo. Logo, a adi¢do de fosforo nao apresentou efeito
positivo. Resultados semelhantes foram observados por Seabra (2005) e Santos (2007).

Os autores verificaram que a adicdo de fosforo (C:P = 100:1) a um solo tropical
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contaminado com 5% p/p de dleo cru ndo apresentou resultado positivo na degradacgao

do éleo.

Frente ao exposto, € possivel afirmar que a corregdo de nitrogénio mostrou-se
fundamental para o aumento da degradacdo do 6leo, tendo em vista que nas duas
condigbes onde o teor de nitrogénio foi corrigido para C:N = 100:10 (condigcbes 4 e 5) a
fase exponencial de aumento da atividade microbiana foi significativamente mais

acentuada do que nas condi¢cbes onde esse nutriente nao foi adicionado ao solo.

Além disso, observa-se que todas as condigdes, exceto a Condicdo 1 (Solo sem
contaminacgao) apresentaram uma fase inicial de adaptagdo ao contaminante (fase /ag)
de cerca de trés dias. Essa fase de adaptagdo ndo foi observada nos ensaios com o
Solo 1, uma vez que o a exposicdo prévia da comunidade microbiana ao contaminate
reduz ou extingue esse periodo. Ja para o Solo 2, onde a contaminacao foi simulada,

essa adaptagao torna-se necessaria.

O comportamento distinto dos solos estudados, principalmente quanto ao
estabelecimento da melhor relagdo nutricional a ser adotada, s6 vem a reforcar a
afirmacéo feita por Santos (2007) de que o sucesso de um processo de biorremediacao
depende fundamentalmente da realizagcdo de ensaios preliminares, como os realizados
em microcosmos, buscando um maior conhecimento do sistema solo/contaminante e o

estabelecimento de condicbes de processo especificas para cada solo estudado.

Apos o estabelecimento da relagdo nutricional mais adequada a biorremediacéo
do Solo 2 (C:N:P = 100:10:0,39), buscou-se avaliar a eficacia da adicdo da serragem
(10% p/p) como material estruturante além de uma fonte de nitrogénio alternativa ao

nitrato de sédio, no caso a uréia.

Na Figura 5.24, a seguir, sdo apresentados os resultados de acumulo de CO.,
(mmoles) ao longo do TESTE ADICAO DE MATERIAL ESTRUTURANTE E FONTE DE
NITROGENIO com Solo 2.
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Figura 5.24. Curvas de evolugéao de CO, (mmol) do Teste ADIGAO DE MATERIAL
ESTRUTURANTE E FONTE DE NITROGENIO com Solo 2

Os resultados obtidos com a adigdo de uréia foram encorajadores quanto ao uso
desse insumo tendo em vista que superaram os obtidos com o nitrato de sédio, conforme
pode ser observado na Figura 5.24. Valores mais elevados de CO, acumulado foram
obtidos tanto para a condicdo sem a adi¢cado da serragem quanto para a condigcdo onde

ocorreu a adigao do material estruturante (SC Ur e SC Ur Serr10%, respectivamente).

Nas condigdes SC Nit Serr10% e SC Ur Serr10% foram obtidas concentragdes
finais de CO, de 22,8 e 29,9 mmol, respectivamente. Essas concentragbes foram
superiores aos correspondentes controles (17,6 e 26,9 mmol, respectivamente),
indicando que a utilizacdo da serragem seria potencialmente favoravel na remogéao do
contaminante. O mesmo foi observado no trabalho desenvolvido por Raimundo et al.
(2004) onde a serragem foi utilizada como agente estruturante no tratamento de um solo
contaminado por petroleo, e a condicao na qual foi aplicada ocorreu uma remocao de
20% do contaminante, enquanto a condicdo somente bioestimulada, houve apenas cerca
de 10% de remocgao.

Em trabalho comparando o uso da serragem e da fibra de coco como
estruturantes em teste respirométrico, Seabra (2005) observou que no solo contaminado
com 5% de dleo cru, os melhores resultados observados para a condigdo com adigéo da
serragem, com um consumo médio de oxigénio de 0,3261 mg/g de o6leo.h, valor este
muito superior ao obtido para a aplicagao da fibra de coco, que foi de 0,0441 mg/g de
Oleo.h.
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Ja Santos (2007) comparou o uso da serragem e da vermiculita como agentes
estruturantes no tratamento de solo contaminado com petroleo em testes de
biodegradabilidade realizados em microcosmos durante 42 dias. O autor verificou
remogao de 22% de HTP com a adigdo da serragem e de apenas 14% com a adigédo da
vermiculita. O autor associa esse aumento de degradagdo do contaminante apds a
adicdo da serragem a um maior crescimento microbiano, principalmente dos
microrganismos degradadores de petroleo, tendo em vista a maior aeragdo promovida
por esse material. Foi observado aumento de cerca de 3 ordens de grandeza do inicio
para o final do teste passando de 10®° NMP/ g solo para 10° NMP/g solo na condigéo

corrigida com uréia.

5.4. Experimentos em Biorreator de Bancada

Durante a apresentagdo e a discussdo dos resultados relativos aos ensaios
desenvolvidos nos biorreatores de bancada, poucas referéncias bibliograficas serao
citadas tendo em vista o numero reduzido de trabalhos disponiveis na literatura que
contemplem processos semelhantes ao proposto no presente trabalho de tese. Destaca-
se que inexistem trabalhos técnicos que utilizam biorreatores do tipo tambor fixo para o

tratamento de um solo tropical contaminado com éleo cru pesado.

5.4.1. Ensaios de biorremediacao com solo 1 no protétipo 1

O primeiro teste realizado no protétipo do biorreator baseou-se apenas na
aplicagcdo da técnica de bioestimulo da populagdo nativa do Solo 1 (contaminado),
através da corregcédo do teor de fosforo de forma a se obter uma relagdo C:P de 100:1
(40% ocupacao, 50% capacidade de retengcdo de agua, pH 7). Nao houve adigdo de
nitrogénio, uma vez que testes anteriores realizados em microcosmos indicaram que o
teor deste macro-nutriente existente naturalmente no solo contaminado (C:N = 100:1,25)
ja era suficiente para a manutencdo da atividade microbiana responsavel pela

biodegradacgao dos poluentes organicos.

Para a avaliagdo da eficiéncia do tratamento no biorreator, amostras do solo
contaminado no inicio e no fim do teste foram encaminhadas para analise de HTP, cujos
cromatogramas sdo apresentados na Figura 5.25, a seguir. A concentragao inicial de
19,57 mg/g solo seco foi reduzida para 12,24 mg/g solo seco ao final de 42 dias de
ensaio, indicando uma remogao de 37,50% no periodo a uma taxa de remogao diaria de
0,17 mg HTP/g solo. dia.
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Figura 5.25. Cromatogramas relativos as amostra inicial (a) e final (b) do 1° teste no
biorreator como Solo 1.

Verifica-se, na Figura 5.25, uma nitida redu¢cdo dos tamanhos dos picos dos n-

alcanos ao final do tratamento.

O resultado obtido neste primeiro teste foi bastante encorajador tendo em vista as
dificuldades operacionais observadas durante o experimento (acentuada formagao de um
filme de solo nas paredes do biorreator como consequéncia do desgaste excessivo das
pas de aco inoxidavel, Figuras 5.26 € 5.27) e o minimo incremento de aditivos realizado

(ajuste de pH e correcgdes dos teores de fosforo e de umidade).

Com a formacao deste filme, a acdo microbiana pode ter sido prejudicada devido
a nao homogeneizacao deste percentual de solo, acarretando na menor incorporagéo de

oxigénio e de nutrientes.
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Figura 5.26. Registro do protétipo de biorreator utilizado para o ensaio de
biodegradagao, ao fim do experimento
( a- detalhe do acumulo de material; b — vista superior)

(a)

Figura 5.27. Registro do desgaste das pas de a¢o-in6x, ao fim do experimento
(a- detalhe das pas dentadas; b- detalhe das pas lisas)

Os resultados de monitoramento do teor de 6leos e graxas (OG) indicaram uma
remogao de 32,58% (de 3,35+ 0,02% para 2,26+0,01%). Possivelmente, a aplicagdo da
técnica de bioestimulo proporcionou um aumento da atividade da populagdo microbiana
nativa ja4 adaptada a presenca da fragcdo pesada dos contaminantes biodisponiveis
acarretando em uma maior eficiéncia de remocao de OG. Por este motivo a eficiéncia de
remogcao desta fracdo (32,58%) foi bastante proxima a obtida na remocdo de HTP
(37,50%).

Os resultados da quantificacdo de microrganismos degradadores de dleo cru
indicaram um crescimento de duas ordens de grandeza do inicio até os primeiros 15 dias
de ensaio (de 2,38x10° NMP/g solo para 1,05x10® NMP/g solo), seguido de uma queda
da concentragcido e praticamente retorno a populagao inicial ao término dos 42 dias de
teste (4,48x10° NMP/g solo).
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Em funcdo do desgaste apresentado, foi realizada a substituicdo das pas
confeccionadas inicialmente em ago-inox de 1,5mm de espessura, por pas

confeccionadas em ago-inox 316 de 6,5mm de espessura, de maior resisténcia.

Além disso, foi realizada alteracdo do sistema de descarte de material localizado
no fundo do reator, em funcdo da dificuldade operacional inerente a remocéo do solo
apos o tratamento. A placa de acrilico inicialmente utilizada foi substituida por um tampao

de PVC rosqueado, conforme Figura 5.28.

Figura 5.28. Alteragao do sistema de descarte de material pelo fundo do biorreator

Apoés as alteragbes acima descritas o reator encontrava-se apto a ser utilizado no
desenvolvimento de novos ensaios de biorremediagcao como o Solo 1, sendo o préoximo o
ensaio identificado como 2° TESTE S1.

Ao longo do 2° TESTE S1, onde ocorreu a aplicagdo da técnica de bioestimulo em
associagcado a adicdo da serragem como estruturante, foi possivel a realizagdo de um
monitoramento semanal da concentracdo de HTP, cujos resultados obtidos ao longo dos

42 dias de ensaio s&o apresentados na Figura 5.29.
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Figura 5.29. Acompanhamento da concentragdao de HTP (mg/g) ao longo do 2°
TESTE S1 no protétipo 1 de biorreator.
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Verifica-se que houve uma pequena queda na concentracdo de HTP no solo até o
7° dia, seguida de ligeiro aumento entre o 14° e 21° dias de teste e, finalmente nova
queda até o 42° dia de ensaio, resultando na remogao global de 36,40% do HTP inicial.
As freqlentes quedas e elevagdes observadas ao longo do teste podem ser atribuidas a
erros associados a metodologia analitica empregada ou mesmo a homogeneidade das
amostras coletadas no interior do reator. A queda na concentragao inicial de 5,85 mg
HTP/g solo para 3,72 mg HTP/g solo, representou uma taxa de remocao diaria de 0,05
mg HTP/g solo.dia, sendo esta inferior a obtida no 1° TESTE S1 (0,17 mg HTP/g solo.
dia).

Lee et al. (2007) obtiveram taxas diarias de remocédo de HTP da ordem de 0,03
mg HTP/g solo. dia, apds 105 dias de monitoramento do processo de biorremediacéao in-
situ (atenuacdo natural monitorada) de um solo contaminado com 6leo mineral pesado
(7.490 mg HTP/kg solo) quando da adicdo de materiais estruturantes (serragem,
composto). Ja Seabra et al. (2006) obtiveram taxas variando entre 0,28 a 0,36 mg HTP/g
solo. dia nos primeiros 56 dias de tratamento em biopilha de um solo recém contaminado
com 5% de oleo cru. No caso do solo1, onde a contaminag&o era bastante antiga, a taxa
obtida pode ser considerada satisfatoria tendo em vista as caracteristicas peculiares do

sistema solo- contaminante.

O resultado obtido neste teste foi considerado extremamente satisfatorio,
principalmente quando comparado aos resultados obtidos em outros testes realizados no
biorreator e que nao fazem parte do escopo do presente trabalho de tese. Cabe lembrar
que o trabalho de tese aqui apresentado € parte de um projeto de desenvolvimento
cientifico e tecnolégico mais amplo. Assim, outros ensaios foram realizados pela equipe
envolvida no projeto, antes da realizagdo do 2° TESTE S1, e apesar dos mesmos nio
terem sido incluidos no presente trabalho, alguns dos resultados obtidos sé&o
apresentados na Tabela 5.3. Os mesmos servem para confirmar o processo de
atenuacao natural pelo qual o Solo 1 passou ao longo do periodo de estocagem,
conforme esclarecido anteriormente no capitulo 4 (materiais e métodos) (RIZZO et al.,
2004).
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Tabela 5.3. Resultados inicias e finais de HTP (mg/g) para os testes em biorreator

Ensaio HTP (mg/g) Ren:ogéo
Inicial Final (%)

1° TESTE S1- Bioestimulo 19,57 12,24 37,46
TESTE A — Bioestimulo e Biossurfactante, 10% p/p 19,57 7,96 59,33
TESTE B — Bioestimulo e Enzima comercial 41,42 36,20 12,60
TESTE D - Bioestimulo e Biossurfactante, 2% p/p 4,76 3,99 16,18
TESTE F - Bioestimulo, Bioaumento microbiota

nativa e Biossurfactante 2% p/p S 7,20 16,96

o  a i .

2° TESTE S1o Bioestimulo e Material Estruturante 585 3,72 36.41
(serragem 10% p/p)

Fonte: Rizzo et al., 2004

Avaliando-se os resultados de HTP das amostras iniciais de todos os testes

realizados, verifica-se que ao longo do tempo ocorreu uma queda consideravel do teor de

contaminagdo nas amostras utilizadas para a condugdo dos experimentos, conforme

citado no capitulo 4 (materiais e métodos). Essa queda tornou-se evidente nos testes D e

F (destacados na tabela).

Na Figura 5.30 a seguir, sdo apresentados os cromatogramas relativos a analise

do teor de HTP (por CG/FID) das amostras inicias de solo empregadas nos 5 testes de

biodegradacao apresentados na Tabela 5.3.
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Figura 5.30. Cromatogramas das analises de HTP realizadas nas amostras iniciais
de solo contaminado empregadas nos testes realizados em biorreator de bancada.
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Figura 5.30 (cont.). Cromatogramas das analises de HTP realizadas nas amostras
iniciais de solo contaminado empregadas nos testes realizados em biorreator de
bancada.

Verifica-se que, nos cromatogramas correspondentes aos TESTES D e F,
praticamente ndo ha presenga dos picos correspondentes aos compostos resolvidos
(alcanos), detectados anteriormente nos cromatogramas do 1° TESTE S1 e dos TESTES
A e B. Ao contrario, pelo deslocamento da linha de base, s6 é possivel constatar a
presenca da fragdo de compostos nao resolvidos (UCM) — aromaticos, resinas e
asfaltenos. Essa sensivel alteracdo no perfil cromatografico das trés ultimas amostras
vem a confirmar a intemperizacdo sofrida pelo solo contaminado e a conseqlente

reducdo do teor inicial de hidrocarbonetos de petréleo.

O teor residual de contaminagao orgéanica (0,5 a 1% de HTP (p/p)) corresponde

apenas a presenga de compostos extremamente recalcitrantes e de dificil degradagao.

Em face ao exposto, foi possivel concluir que qualquer esforgco para aplicacéo de
técnicas que visassem o aumento da eficiéncia de biodegradacéo, tenderia a n&o surtir o
efeito esperado devido as caracteristicas da contaminacao residual presente no Solo1,
porém, ainda assim, a adicao de material estruturante apresentou efeito positivo mesmo

nas fragbes recalcitrantes da contaminacgao orgéanica residual.

Na Figura 5.31, a seguir, sdo apresentados os cromatogramas da analise do teor
de HTP das amostras coletadas semanalmente durante o periodo de condugéo do 2°
TESTE S1 (42 dias).
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Figura 5.31. Cromatogramas das analises de HTP realizadas nas amostras do 2°

TESTE S1.



131

Nos cromatogramas da Figura 5.31 verifica-se que, praticamente, ndo ha
presenga dos picos correspondentes aos compostos resolvidos (alcanos), sendo possivel
apenas constatar a presenca da fragdo de compostos nao resolvidos (UCM) —
aromaticos, resinas e asfaltenos. Esses perfis cromatograficos confirmam, mais uma vez,
a intemperizagao sofrida pelo solo contaminado e a consequente redugao do teor inicial
de hidrocarbonetos de petréleo. Apesar disto, a adicdo do material estruturante
proporcionou uma degradacdo de parte da fracdo nao resolvida, provavelmente dos
compostos aromaticos, contribuindo assim para a remocao total de 36,41% da
concentracdo dos hidrocarbonetos presentes na amostra de solo. Isto pode ser
evidenciado pela discreta diminuicao da alteracdo da linha de base indicativa da fracao
UCM.

Destaca-se que o processo de atenuacio natural dos contaminantes organicos no
Solo 1, durante o armazenamento deste no dique, foi responsavel por uma reducio de
51,20% na concentracao de HTP apds 21 meses, significando uma reducgéo de 2,44% ao
més. Ja os resultados obtidos no 1° e 2° testes mostraram redugbées mensais de 26,79 e
25,93%, respectivamente, indicando um aumento de mais do que 10 vezes na eficiéncia

do processo quando o mesmo € conduzido no biorreator em condicdes otimizadas.

O acompanhamento do teor de dleos e graxas (OG) ao longo do 2° TESTE S1 é
apresentado na Figura 5.32. Os resultados identificados com CENPES dizem respeito as
analises realizadas pelo CENPES/PDEDS/BTA nas amostras de solo contendo material
estruturante para que fosse mantida uma coeréncia/concordancia com os resultados
analiticos de HTP anteriormente apresentados, os quais foram obtidos pelo mesmo
laboratério. S&o também apresentados os resultados obtidos pelo CETEM, tanto com as
amostras de solo contendo material estruturante (identificadas como C/ME), quanto com
as amostras coletadas na mesma data mas que passaram por um processo de
peneiramento para a remog¢do do material estruturante (identificadas como S/ME). A
realizacao de analises de OG nas amostras com e sem material estruturante objetivou
verificar a interferéncia dos compostos naturalmente presentes no estruturante, e

passiveis de serem extraidos com o n-hexano, no resultado final da analise.



132

3,50
3,00 -
2,50
2,00
1,50 A
1,00 A
0,50
0,00 -

@ c/ME
ms/ME
0 CENPES

0G (%)

0 7 14 21 28 35 42
Tempo (dias)

Figura 5.32. Acompanhamento do teor de 6leos e graxas (OG) ao longo do 2°
TESTE S1

Os valores obtidos para as amostras contendo material estruturante, tanto para as
amostras encaminhadas para o CENPES, quanto para aquelas analisadas no CETEM
nao apontam reducdo significativa no teor do Oleo contaminante. Entretanto,
considerando-se as amostras sem material estruturante, foi verificada uma remocgao de
28% do teor inicial de OG. Esses resultados indicam que compostos naturalmente
presentes no material estruturante, e passiveis de serem extraidos com o n-hexano
podem interferir negativamente no resultado da determinagdo gravimétrica de 6leos e
graxas, sendo necessaria a remog¢ao do estruturante para que se possa obter resultado

real do teor de 6leo contaminante expresso como OG.

O resultado de remocgédo de OG obtido no 2° TESTE S1, apds a remogdo de
material estruturante (28%), vem a comprovar o observado apés a andlise dos resultados
de HTP, apresentados anteriormente, de que a adigdo do material estruturante auxiliou
significativamente o processo de biorremediacdo de um solo contaminado que ja passou

por um acentuado processo de intemperizagédo como o solo 1.

A Figura 5.33 apresenta os resultados das contagens de microrganismos
degradadores de Oleo cru realizadas para as amostras coletadas semanalmente, ao
longo do 2° TESTE S1.

Observa-se que nao ficou evidenciada uma alteracao significativa na densidade
microbiana durante o teste. Esse fato indica que a adigcdo do material estruturante nao
resultou num aumento significativo da populagdo de microrganismos envolvidos no

processo de degradacao do 6leo, mas sim uma interferéncia positiva nas caracteristicas
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criticas do solo (como permeabilidade, porosidade, densidade, etc) refletindo diretamente

nas taxas de biodegradagao.
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Figura 5.33. Acompanhamento da concentragao dos microrganismos
degradadores no solo durante o 2° TESTE S1.

Em funcao dos resultados obtidos no 1° e no 2° testes com o Solo 1 pode-se concluir
que tornava-se imprescindivel, para a continuidade do trabalho, a selecdo de um novo
solo contaminado com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as do Solo 1. Assim
sendo, foi selecionado o Solo 2, como qual deveriam ser repetidos os testes realizados

com o solo 1 no primeiro protétipo de biorreator.

5.4.2. Ensaios de biorremediagcdo com solo 2 no protétipo 1

Os ensaios de biorremediagdo com o Solo 2 no protétipo 1 reproduziram
condicbes de processo anteriormente testadas com o Solo 1 (aplicagdo das técnicas de
bioestimulo e bioestimulo associado a adigdo de material estruturante) e, adicionalmente,
a avaliacao da eficacia da substituicao da fonte de nitrogénio (nitrato de sodio por uréia).

Os resultados obtidos para o monitoramento da concentracdo de HTP (mg/g solo)
e OG (%) no inicio e ao final dos 42 dias de ensaios sao apresentados na Tabela 5.4, a

seguir, bem como as respectivas remog¢des percentuais obtidas para esses paradmetros.



134

Tabela 5.4. Resultados dos ensaios de biorremediagdo com o Solo 2 no Protétipo 1

HTP Taxa~ 0G (%) _
Identificagao (mg/g solo) Remocéao Remogao Remogao
doensaio | .. | _ | HTP (%) | , Didria " . 0G
Inicial | Final (mg HTP/g Inicial Final (%)
solo.dia)
1° TESTE S2 | 22,24 | 19,46 12,48 0,07 3,48+0,07 | 3,15+0,00 | 9,48+0,04
2°TESTE S2 | 19,46 | 16,93 12,98 0,06 2,54+0,04 | 2,21+0,04 | 14,93+0,04
3°TESTE S2 | 21,67 | 18,66 13,86 0,07 2,69+0,05 | 2,41+0,10 | 10,41+0,08
4° TESTE S2 | 32,38 | 26,04 19,58 0,15 3,69+0,05 | 3,114+0,02 | 15,9140,04

Assim com foi constatado nos ensaios anteriores realizados com o solo 1, nao foi
verificada diferencga significativa nos resultados de HTP obtidos tanto com a adigdo de
material estruturante (2° TESTE S2) comparando-o com o resultado obtido apenas com a
aplicagdo do bioestimulo (1° TESTE S2), quando a fonte de nitrogénio utilizada foi o
nitrato de sodio. Nesse caso, a adicdo da serragem teve como conseqiéncia um
aumento de apenas 4% na eficiéncia do processo e as taxas de remogao diarias de HTP
se mantiveram praticamente iguais (0,07 — 0,06 mg HTP/g solo. dia). O principal beneficio
observado foi, no entanto, a melhor homogeneizagdo do solo no interior do biorreator,

quando da adi¢ao da serragem.

Ja quando a fonte de nitrogénio foi substituida pela uréia (3° TESTE S2) a
remocao de HTP foi elevada de 12,48% para 13,86% quando da aplicacido apenas da
técnica de biestimulo, representando assim uma aumento de cerca de 11% na eficiéncia
do processo, apesar da taxa de remocao diaria de HTP se manter idéntica (0,07 mg
HTP/g solo. dia) . A associagdo do bioestimulo com uréia com a adigdo da serragem (4°
TESTE S2) acarretou, no entanto, em uma elevacao da remocao de HTP de 12,98% para
19,58%, representando em aumento significativo da taxa diaria de remocao de HTP de
0,06 para 0,15 mg HTP/g solo.dia, comprovando assim, a eficacia da adicdo do material
estruturante na aceleragdo do processo de biorremediacao do Solo 2 no protétipo de

biorreator.

Comparando-se os valores de remocoes percentuais de HTP obtidas para o Solo
1 nos ensaios no Protétipo 1 com as obtidas para o Solo 2, verifica-se que essas ultimas
sdo bastante inferiores as primeiras (praticamente a metade). Uma das possiveis
explicacbes estaria associada ao fato do Solo 2 ser um solo recém contaminado
(simulacdo), o que pode ter causado um impacto negativo na microbiota nativa do solo.
Por outro lado, o Solo 1, por se tratar de uma contaminagéo antiga, ja possuia uma
populacdo nativa bastante adaptada a contaminagdo. Essa hipotese de que houve um

impacto a populacédo no Solo 2 pode ser sustentada, observando-se os resultados
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obtidos no monitoramento semanal da concentragcao de microrganismos degradadores de
Oleo cru (Tabela 5.5). De uma forma geral houve, para as quatro condi¢des testadas,
uma redugao nas concentragdes da populagéo degradadora ao longo das 7 semanas de
ensaio. No entanto, esse impacto negativo foi evidenciado apenas a partir da 2% ou 3°
semana. Possivelmente, no periodo anterior houve um pequeno aumento da populacéo
nativa como consequéncia do estimulo a degradacao da prépria matéria organica natural
do solo, associado a técnica de bioestimulo adotada (correcdo de umidade, adicdo de
nitrogénio, aeracao e agitagao), superando assim o efeito negativo da adicdo da elevada
concentracao de 6leo cru.

Destaca-se ainda, que no 3° e 4° testes, onde a uréia foi utilizada como fonte
adicional de nitrogénio, parece que a queda da populagdo microbiana degradadora foi

menos intensa que a observada no 1° e 2° testes (com nitrato de sodio)

Tabela 5.5. Acompanhamento do crescimento microbiano no 1°, 2°, 3° e 4° testes

com Solo 2 no biorreator P1.

Tempo Microrganismos Degradadores (NMP/g solo)
(semanas) | qoTegte S2 | 2° Teste S2 | 3° Teste S2 | 4° Teste S2
0 2x102 9x10* 6x10* 2x102
1 6x10* 1x10° 6x10° 2x10°
2 6x10* 6x10° 6x10* 2,10°
3 6x10* 6x10° 3x10° 3x10*
4 7x10° 6x10° 8x10° 1x10*
5 9x10’ 3x10? 6x10* 3x10?
6 5x10" 1x10° 2x10* 1x10*
7 3x10? 1x10° 8x10° 5x10*

Ao final dos testes realizados com o Solo 2 no primeiro protétipo de biorreator de
bancada pode-se afirmar que a adigao da serragem em associa¢ao ao uso da uréia como
fonte complementar de nitrogénio foram fundamentais para a melhoria do processo de
biodegradacao do 6leo contaminante. Essas condi¢cbes foram entdo adotadas nos testes
complementares com o Solo 2 nos 3 novos protétipos de bancada, bem como no

biorreator piloto.
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5.4.3. Confecgao de novos protétipos de biorreator em escala de bancada e ensaios
de biorremediagdo com solo 2 nos protétipos com novas pas

Os resultados obtidos para o monitoramento da concentragdo de HTP (mg/g solo)
e OG (%) no inicio e ao final dos 42 dias de ensaios sdo apresentados na Tabela 5.6, a
seguir, bem como as respectivas taxas de remocgdo diarias de HTP e remocdes

percentuais obtidas para esses parametros.

Tabela 5.6. Resultados dos ensaios de biorremediagao com o Solo 2 nos Protoétipos

2,3 ed.
HTsPo(Ir:)g/g ReTma:)(aéo o8 ({2t )
Identificacdo Remocgiao Diérfa
H 0,
doensaio | | icial | Final | TP ®) | (mgHTPIg | Inicial Final 0G (%)
solo.dia)

1° TESTE S2 P2 32,81 | 2513 23,41 0,18 3,15+0,32 | 2,93+0,17 | 6,98+0,11
2° TESTE S2 P2 35,94 | 28,28 21,31 0,17 3,15+0,05 | 2,54+0,10 | 19,37+0,08
1° TESTE S2 P3 20,65 | 18,78 9,06 0,04 2,69+0,07 | 2,46+0,04 | 8,58+0,05
2° TESTE S2P3 | 48,28* | 46,69 3,29* 0,04 2,7310,26 | 2,32+0,07 | 15,01+0,13
1° TESTE S2 P4 21,76 | 18,89 13,19 0,07 2,69+0,02 | 2,40+0,06 | 10,09+0,04
2° TESTE S2 P4 34,30 | 27,35 20,26 0,17 3,2640,17 | 2,73+0,03 | 16,26+0,10

* Resultado considerado inconsistente. Possivelmente associado as caracteristicas intrinsecas da matriz
solo/contaminante.

Os resultados de remocéao percentual de OG e TPH obtidos nos trés protétipos de
biorreator (P2, P3 e P4) confirmam que o uso da serragem &, de um modo geral,
responsavel por aumento significativo na remog¢do do contaminante organico, como

anteriormente observado nos ensaios conduzidos no protétipo 1.

No que tange a configuragcdo das pas instaladas, os resultados obtidos
apresentaram convergéncia no emprego de pas que premiam o uso de espagamento
maior entre os dentes (caso do P2), bem como o de uso de dentes mais longos (caso do
P4). No entanto, verifica-se que no prototipo 2 as elevadas taxas de remocéao diarias de
HTP com e sem a adigdo do material estruturante foram praticamente iguais, indicando
assim uma influéncia significativa da configuracdo da pa na eficiéncia do processo,
provavelmente como resultado direto da adequada homogeneizacdo do conteido do
reator. Como consequiéncia do bom resultado obtido e deste comportamento peculiar
observado no protétipo 2, esta configuracdo de pa foi selecionada, inicialmente, para

instalacdo no biorreator piloto.
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Na Tabela 5.7 sao apresentados os resultados obtidos no monitoramento semanal
da concentracdo de microrganismos degradadores de 6leo cru realizado durante os

ensaios nos Protétipos 2, 3 e 4.

Tabela 5.7. Resultados de quantificagcdao da populagdo microbiana degradadora de

6leo cru dos ensaios de biorremediagcao com o Solo 2 nos Protétipos 2, 3 e 4

Tempo Microrganismos Degradadores (NMP/g solo)
(semanas) | 1o roste 52 | 2°Teste S2 | 1° Teste S2 | 2°Teste S2 | 1°TesteS2 | 2°Teste S2
P2 P2 P3 P3 P4 P4
0 1x10° 3x10? 6x10? 3x10? 8x10? 1x10°
1 1x10° 5x10? 5x10* 2x10* 3x10* 3x10°
2 3x10* 7x10? 4x10° 3x10° 6x10° 2x10*
3 8 x10° 7x10? 1x10° 6x10* 6x10° 3x10*
4 9x10* 5x10° NA 6x10* NA 6x10*
5 1x10* 7x10° 1x10* 1x107 6x10* 6x10*
6 9x10* 7x10° 7x10° 6x10* 2x10* 5x10°
7 3x10° 5x10* 3x10° 2x10* 5x10° 2x10°

NA — amostras nao analisadas

De uma forma geral houve, para as duas condi¢des testadas em cada um dos trés
protétipos (P2, P3 e P4), uma tendéncia ao aumento nas concentragdes da populagao
degradadora ao longo das 7 semanas de ensaio. No entanto, nas condigdes em que
ocorreu a adicdo da serragem (2° Teste S2 P2, 2° Teste S2 P3 e 2° Teste S2 P4) o

aumento foi mais significativo que nas demais condigées.

5.5. Projeto e Confeccgao de Biorreator Piloto

Como citado no Capitulo 4 (Materiais e Métodos, subitem 4.5), apesar dessa
etapa nao estar prevista no cronograma inicial do projeto de tese, a mesma foi incluida
por fazer parte do escopo do projeto existente entre a EQ/UFRJ, o CETEM/MCT e a
Petrobras, e se constitui basicamente da aplicacdo, em escala ampliada, de todo o

conhecimento gerado ao longo do trabalho de tese.
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Na Figura 5.34, a seguir, é apresentado o biorreator piloto construido pela Albrecht
Equipamentos Industriais Ltda a partir do projeto conceitual elaborado pelo CETEM. Esse
reator, com volume util de 876 litros, foi instalado na usina piloto do CETEM onde foram

realizados os primeiros testes operacionais do mesmo (etapa de pré-operagao).

Figura 5.34. Biorreator Piloto

A configuragdo de pa instalada no biorreator piloto foi selecionada em fungéo dos
melhores resultados obtidos no item 5.4.3 e contemplou a pa instalada no protétipo de

biorreator de bancada P2.

A etapa de pré-operagdo do equipamento visou o ajuste e adequacdo de
condigbes operacionais e verificacdo de funcionamento dos itens, que compdem a

unidade (biorreator e periféricos).

As atividades realizadas durante a etapa de pré-operagao foram:

= Realizagao de bateria de testes com areia lavada comercial:

Esses testes tiveram como principal objetivo a melhor compreensdo dos
mecanismos de funcionamento do sistema, incluindo o biorreator e todo o sistema
supervisério (programacao, controles, set-points). Inicialmente o biorreator foi alimentado
com 300 kg de areia lavada (221 litros), representando cerca de 37 % de ocupagao da
parte cilindrica do reator. A essa quantidade de areia foram adicionados 15 litros de agua,
de forma que fosse mantida, aproximadamente, a proporcionalidade equivalente a 50%
da capacidade de retengdo de agua da areia (11% de umidade), previamente
determinada em laboratério. Como a ocupacao inicialmente obtida (37%) se mostrou

baixa em termos de volume ocupado pelo solo, bem como de pouca representatividade
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na reprodugcado da movimentagao tipica do material no reator, a carga foi elevada para

aproximadamente 50% (310 litros), totalizando 422 kg de material (areia e agua).

= Realizagao de bateria de testes com solo 2 ndo contaminado:

Esses testes tiveram como principal objetivo verificar a eficacia do sistema de
homogeneizagdo com solo a ser empregado na continuidade do projeto na unidade de
demonstracdo. Para isso, o biorreator foi alimentado com 395 kg de solo 2 nao
contaminado (313 litros), seco a temperatura ambiente por uma semana, representando

52% de ocupagao da parte cilindrica do reator.

Apb6s a comprovacdo da operacionalidade do biorreator piloto, dois testes foram
realizados, sendo os mesmo monitorados através da quantificacido de concentracido de
HTP e OG, bem como através da determinacdo da densidade microbiana existente

durante o processo de tratamento do Solo 2.

5.6. Experimentos em Biorreator Piloto

Na Tabela 5.8, a seguir, sdo apresentados os resultados das analises de dleos e
graxas e HTP realizadas nas amostras iniciais e finais (apés 7 semanas) dos dois testes
realizados no biorreator piloto. Destaca-se que o 2° teste foi prolongado por mais 7
semanas (totalizando 14 semanas) tendo em vista os resultados parciais promissores
obtidos apds as primeiras 7 semanas e tendo como principal objetivo verificar a eficacia

do processo por maior periodo.

Tabela 5.8. Resultados dos ensaios de biorremediagdo com o solo 2

no biorreator piloto

1° Teste 2° Teste
0G (%) HTP (mg/g 0G (%) HTP (mg/g
solo) solo)
Inicial (t=0) 4,06+0,03 45,06 2,53+0,10 36,91
t=7 semanas 2,55+0,01 37,97 1,93+0,08 23,94
Remocgao (%) 37,19+0,02 15,73 23,7210,09 35,14

Taxa Remocao Diaria (mg

HTP/g solo.dia) primeiras 7 0,14 0,26
semanas

t= 14 semanas NA 2,29+0,03 18,29
Remocgao (%) ND 9,49+0,05 50,45

Taxa Remocao Diaria (mg
HTP/g solo.dia) periodo 14

* nas ultimas 7 semanas de teste a taxa de remocéo diaria foi de 0,12 mg HTP/g solo. dia.
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Verifica-se que as percentagens de remogao de HTP ficaram em torno de 15% em
7 semanas para o 1° teste (bioestimulo), enquanto que para o 2° teste (bioestimulo e
serragem) essa remogao foi elevada para em 35% apds 7 semanas, representando um
aumento de cerca de 2,3 vezes na eficiéncia do processo apds a adicdo do material
estruturante. Apds 14 semanas de ensaio, o 2° teste apresentou uma remogao de 51%
da concentragédo inicial de HTP presente no solo 2, indicando a possibilidade de
resultados ainda melhores caso o tempo de processo seja prolongado e ndo represente

aumento significativo no custo de tratamento.

Os resultados das taxas diarias de remogdo de HTP reproduziram o
comportamento observado nos biorreatores de bancada P1, P2 e P4. A adigado da
serragem praticamente dobrou a taxa obtida apenas com a adigcao da uréia (de 0,14 para
0,26 apo6s 7 semanas), indicando o efeito positivo na aceleragdo do processo de
biorremediagéo do solo 2. Da 7% até a 14® semana de ensaio, a taxa de remocgéo diaria
caiu para 0,19 mg HTP/g solo. dia, provavelmente devido a reducao da biodisponibilidade
do 6leo como resultado do processo de biodegradacdo acelerado nas primeiras 7
semanas. Resultado semelhante ao obtido por Seabra et al. (2006) no tratamento de solo
contaminado com 6leo cru em biopilhas, onde os autores verificaram que uma maior
degradacao de HTP ocorreu nas primeiras 8 semanas (56 dias) de tratamento (0,28 a
0,36 mg HTP/g solo.dia) sendo a mesma reduzida gradativamente até o final das 16

semanas (112 dias) de ensaio (0,05 a 0,16 mg HTP/g solo.dia).

Adicionalmente, verifica-se que a ampliagcao de escala do biorreator resultou ainda
no aumento de cerca de duas vezes no valor da taxa apos a adigdo do estruturante. Na
escala de bancada o valor maximo obtido foi de 0,18 mg HTP/g solo.dia (1° TESTE S2
P2) enquanto que no biorreator piloto, para essa mesma condi¢gdo, o valor chegou a
0,26 mg HTP/g solo.dia.

A analise dos resultados de OG apresentados na Tabela 5.8, por outro lado, nado
conduziu a conclusdes consistentes quanto a eficiéncia do processo apos a adicdo da
serragem, uma vez que o resultado obtido sem este aditivo (37,19% de remocgao) foi

maior do que com 0 mesmo (23,72% de remogao).

Na Figura 5.35 sdo apresentados os cromatogramas relativos as amostra inicial e
final do 1° teste no biorreator piloto, sendo possivel evidenciar uma acentuada redugéo

na concentragao de HTP, por meio da diminuicao da abundancia relativa da maioria dos
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picos caracteristicos dos n-alcanos inicialmente presentes na amostra contaminada, bem

como da fragédo nao resolvida (UCM).
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Figura 5.35. Cromatogramas das amostras inicial (a) e final (7 semanas) do 1° teste

com Solo 2 no biorreator piloto.

Na Figura 5.36, sdo apresentados os cromatogramas das amostras inicial, apos 7
semanas e final (apds 14 semanas) do 2° teste no biorreator piloto. Na avaliagdo desses
cromatogramas também é perceptivel a redugao tanto dos picos caracteristicos dos n-
alcanos quanto da fracdo nao resolvida (UCM), principalmente no cromatograma

correspondente a amostra final.
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Figura 5.36. Cromatogramas das amostras inicial (a), intermediaria (7 semanas) e

final (14 semanas) do 2° teste com Solo 2 no biorreator piloto.

Na Tabela 5.9, sdo apresentados os resultados do monitoramento da populacéo
microbiana degradadora ao longo dos dois testes.
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Tabela 5.9. Monitoramento da populagdao microbiana degradadora durante os

testes no bioreator piloto

Degradadores (NMP/g solo)
Tempo
(semanas)
1° Teste 2° Teste
0 <1x10? 1x10'
1 <1x10? 4x10?
2 1x10? 3x10?
3 1x10? 5x10°
4 1x10’ 5x10°
5 2x10° 8x10*
6 3x10? 6x10*
7 5x10? 5x10°
8 NA 5x10°
9 NA 1x10°
10 NA 8x10°
11 NA 1x10*
12 NA 6x10*
13 NA 3x10*
14 NA 8x10*

O processo de adaptacao lenta e gradual da populagao microbiana ao 6leo pode
ser evidenciado através dos resultados obtidos durante o monitoramento semanal do
conteudo do biorreator para as duas condicdes testadas. No entanto, observa-se que no
2° teste, no qual além do bioestimulo houve a adigdo da serragem, o crescimento da
populagdo degradadora foi mais acentuado, reforcando o efeito benéfico da adigdo do
material estruturante e justificando assim a maior redugcdo da concentracdo do

contaminante, anteriormente discutida.

Pode-se afirmar que o bom resultado obtido nesses primeiros ensaios no
biorreator piloto € um indicativo da viabilidade técnica da aplicagao do sistema proposto
para o tratamento de solos tropicais contaminados por hidrocarbonetos de petréleo. Essa
afirmacgao é fortalecida quando se compara as taxas médias de degradacdo mensais,
obtidas para o solo estudado, durante um processo de atenuacao natural, nos testes nos
biorreatores de bancada (bioestimulo com uréia e/ou adicdo de serragem) e nos testes

na unidade piloto (Tabela 5.10).
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Tabela 5.10. Comparacgao dos resultados de eficiéncia mensal de

degradacao de HTP.

Condigao Testada

Eficiéncia de Degradacgao de
HTP Média/Més

Atenuacao Natural 4 %
3° Teste S2 P1 (bioestimulo) 8%
4° Teste S2 P1 (bioestimulo + serragem) 11%
1° Teste S2 P2 (bioestimulo) 13%
2° Teste S2 P2 (bioestimulo + serragem) 12%
1° Teste S2 P3 (bioestimulo) 7%
2° Teste S2 P3 (bioestimulo + serragem) 2%*
1° Teste S2 P4 (bioestimulo) 8%
2° Teste S2 P4 (bioestimulo + serragem) 12%
1° Teste Unidade Demonstragdo (bioestimulo) 9%
2° Teste Unidade Demonstragdo (bioestimulo + 20%

serragem)

* Resultado considerado inconsistente

O resumo dos principais resultados obtidos apresentado na Tabela 5.10 torna

clara a observacdo do efeito da adicdo do material estruturante em associagdo ao

bioestimulo da microbiota nativa pela adigdo da uréia e do impacto positivo da ampliagcao

da escala do biorreator para o aumento da eficiéncia do processo de biorremediacao do

Solo 2.
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5.7. Ensaios Complementares

5.7.1. Ensaios ecotoxicolégicos

O ensaio com Vibrio fischeri n&o indicou toxicidade para as amostras finais do 1°
e 2° testes com Solo 1 (CE50 90% e 54,9%, respectivamente), porém indicou toxicidade
para a amostra final do 2° teste com Solo 2 (CEs 13,8%). Esse resultado pode,
provavelmente, estar associado ao fato de o Solo 2 representar uma contaminagao
recente (simulada) e que, mesmo apds o tratamento, ha a permanéncia de fragdes mais
téxicas dos hidrocarbonetos de petréleo. Ja no Solo 1, a fragdo residual intemperizada

possivelmente apresenta menor toxicidade para a bactéria marinha.

Ressalta-se que, apesar de frequentemente indicado pelos érgdos de controle
ambiental como parametro de monitoramento da qualidade de solo, 0 ensaio com Vibrio
fischeri nao parece ser o mais indicado para esse fim, tendo em vista que o organismo

utilizado é de origem marinha e n&o terrestre.

Os resultados para o ensaio de fuga das amostras relativas ao 1° e 2° testes com
Solo 1 e 2° teste com Solo 2 foram, respectivamente, 52%, 50% e 29%. Esses resultados
nao indicaram toxicidade, uma vez que o critério para uma amostra ser considerada
téxica € que mais de 80% do total de organismos esteja no solo-controle ao final do

ensaio.

Esses resultados sugerem que, além da importancia da inclusdo dos ensaios
ecotoxicoloégicos para complementagdo da avaliagdo de processos de biorremediagéo,
devem ser realizados pelo menos dois ensaios com organismos diferentes para uma

melhor consideracao sobre a avaliacdo ecotoxicolégica das amostras.

5.7.2. Avaliacao da diversidade microbiana

Os experimentos conduzidos nesta etapa tiveram como objetivo avaliar a estrutura
da comunidade microbiana dominante no Solo 2 antes (Solo Virgem) e apds a
contaminacao por 6leo cru (Solo Contaminado Inicial) e também ao final dos quatro
diferentes testes conduzidos no primeiro protétipo de biorreator de bancada, identificado

como P1, e nos dois testes realizados no biorreator piloto.

A avaliagdo da estrutura da comunidade bacteriana dominante, apos as diferentes
condicbes de tratamento em biorreator (bancada e piloto) fornece informagoes

complementares sobre a aplicabilidade do tratamento bioldgico adotado.
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Com os produtos obtidos apdés as etapas de extracdo do DNA das amostras
selecionadas e amplificacao por PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) utilizando um
par de iniciadores Universais (rDNA 16S), foi feita uma Eletroforese em Gel com
Gradiente de Desnaturantes (DGGE) para verificar o perfil de bandas obtido, construir a
matriz de presencga e auséncia e compara-las através da analise de agrupamento. Esta
analise € uma técnica exploratéria cuja aplicagao tem por objetivo a formacgéo de grupos

homogéneos de objetos ou variaveis (CUNHA, 2004).

Foi realizada também a analise dos componentes principais que relaciona o
entendimento da estrutura da matriz de covariancia (correlagao) das variaveis estudadas.
Os principais objetivos sao a interpretacdo e a reducdo da dimensionalidade dos casos,

mostrando através dos graficos obtidos a correlagao entre as amostras (CUNHA, 2004).

O perfil de bandas do gel de DGGE obtido com os produtos de PCR para cada
amostra avaliada esta apresentado na Figura 5.37. Foi possivel verificar uma variagao

no perfil de bandas para todas as amostras testadas.

Esta variacdo no perfil da comunidade das amostras de Solo 2 pode ser melhor
entendida através do dendrograma apresentado na Figura 5.38. Este foi construido a
partir da matriz gerada pelo sistema de analise de imagem, considerando o método do
UPGA (Unweighted pair-group average) para a formagao dos grupos e o coeficiente de
correlacdo de Pearson, considerado por Boon et al. (2002) como o mais adequado nos

calculos de similaridade.
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Solo Contaminado Inicial
Final 1° Teste Piloto
Final 2° Teste Piloto
Final 4° Teste S2 P1
Final 3° Teste S2 P1
Final 2° Teste S2 P1
Final 1° Teste S2 P1

Solo Virgem

Legenda das canaletas: Solo Contaminado Inicial — solo 2 contaminado com 5% de dleo cru referente ao TO
de todos os testes; Solo Virgem — solo 2 sem contaminagao; Final 1° Teste S2 P1 — amostra final 1° teste
com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo com nitrato de sodio; Final 2° Teste S2 P1 — amostra
final 2° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo com nitrato de sodio e adigédo de
serragem; Final 3° Teste S2 P1 — amostra final 3° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo
uréia; Final 4° Teste S2 P1 — amostra final 4° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo
com uréia e adicdo de serragem; Final 1° teste Piloto — amostra final do 1° teste com solo 2 no biorreator
piloto e bioestimulo uréia; Final 2° teste Piloto - amostra final 2° teste com solo 2 no biorreator piloto e
bioestimulo com uréia e adicdo de serragem.

Figura 5.37. Gel de DGGE-16S para as diferentes amostras avaliadas.
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U nweighted pair-group av erage
1-Pearson r

Solo Contaminado Inicial J
Grupo 1

Solo Virgem E

Final 10 Teste Piloto E

Final 20 Teste Piloto E

Grupo 2
Final 40 Teste S2 P1 b

Final 30 Teste S2 P1 1

Final 10 Teste S2 P1 b

Grupo 3 J

Final 20 Teste S2 P1

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1.1
Linkage Distanae

Legenda: Solo Contaminado Inicial — solo 2 contaminado com 5% de dleo cru referente ao TO de todos os
testes; Solo Virgem — solo 2 sem contaminacgéo; Final 1° Teste S2 P1 — amostra final 1° teste com solo 2 no
biorreator de bancada P1 e bioestimulo com nitrato de sodio; Final 2° Teste S2 P1 — amostra final 2° teste
com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo com nitrato de sédio e adicdo de serragem; Final 3°
Teste S2 P1 — amostra final 3° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo uréia; Final 4°
Teste S2 P1 — amostra final 4° teste com solo 2 no biorreator de bancada P1 e bioestimulo com uréia e
adicdo de serragem; Final 1° teste Piloto — amostra final do 1° teste com solo 2 no biorreator piloto e
bioestimulo uréia; Final 2° teste Piloto - amostra final 2° teste com solo 2 no biorreator piloto e bioestimulo
com uréia e adicdo de serragem.

Figura 5.38. Dendograma obtido para o gel de DGGE-16S com as amostras

avaliadas.

De acordo com o dendrograma obtido para a matriz construida a partir do gel de
DGGE-16S (Figura 5.38), é possivel observar a formagcdo de 3 grupos distintos. O
primeiro (Grupo 1) formado pelo Solo Virgem e o Solo Contaminado Inicial, este ultimo
aproximando-se do primeiro provavelmente pelo fato de em se tratando de contaminagao
recente simulada nao ter havido tempo de ocorrer impacto significativo na populagao
microbiana original do Solo Virgem. As amostras finais dos testes conduzidos no
biorreator piloto, bem como a amostra final do 4° Teste no protétipo de biorreator P1,
formam o Grupo 2, apresentando, no entanto, uma significativa alteracdo na comunidade
microbiana em relacdo ao Solo Virgem (Grupo 1). Destaca-se que as amostras finais
citadas representam condicbes em que a uréia foi utilizada como fonte de nitrogénio,

sendo um indicativo de que o uso da mesma causou uma alteracdo na comunidade
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microbiana menor que os tratamentos utilizando nitrato (amostras finais do 1° e 2° testes
no protétipo de biorreator P1, Grupo 3), em relagdo a comunidade presente inicialmente
no solo virgem e no solo contaminado inicial. Apesar da amostra final do 3° teste no
protétipo de biorreator P1 ter tido a incorporagao da uréia como fonte de nitrogénio, a

mesma foi também agrupada no grupo 3.

Verifica-se, a partir da analise do dendograma, que o grupo 2 foi formado pelas
condigdes em que ocorreram as maiores remogdes percentuais de HTP's (35,14% Final
2° Teste Piloto; 15,73% Final 1° Teste Piloto e 19,58% Final 4° Teste S2 P1). No terceiro
grupos as condi¢cdes agrupadas apresentaram remogdes percentuais de HTP's inferiores
a 14% (12,48% final 1° Teste S2 P1 e 12,98% Final 2° Teste S2 P1; 13,86% Final 3°
Teste S2 P1).

Macnaughton et al. apud Cunha (2004) avaliaram através da analise de rDNA16S
PCR/DGGE a comunidade bacteriana de um solo contaminado com o6leo cru e apds a
aplicacdo de diferentes técnicas de Biorremediacdo. Eles verificaram que houve uma
variacdo na estrutura e diversidade da comunidade microbiana dominante, que mudou
substancialmente apés a contaminacédo e apds os tratamentos propostos, nao havendo

grandes diferengas entre estes ultimos.

Cunha (2004) utilizou técnicas de biologia molecular para avaliar o impacto da
contaminagao por diferentes concentragbes de gasolina com etanol em um solo de
Vargem Grande (Rio de Janeiro Brasil) e dos tratamentos implementados (bioestimulo ou
bioaumento) sobre a comunidade microbiana. O fingerprinting molecular realizado
através da técnica de PCR-16S associada a técnica de DGGE mostrou que no tempo de
240 h a alteragdo observada na estrutura da comunidade para estes tratamentos,
envolvendo a menor concentracdo de gasolina, foi menor do que o que a propria
atenuacao natural proporcionou. Segundo o autor, estes resultados reforcam a tendéncia
atual de que o uso da biorremediacdo representa um excelente potencial para

tratamentos de sitios contaminados com hidrocarbonetos.

Foi possivel verificar para as diversas amostras de solo tratado avaliadas o
aumento da intensidade de algumas bandas inicialmente presentes tanto no Solo Virgem,
como no Solo Contaminado Inicial, como mostram as setas da Figura 5.37, podendo
representar o enriquecimento de populagdes bacterianas degradadoras. Este aumento de

intensidade também foi verificado por Cunha (2004) que relacionou 0 mesmo a
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especializacdo da comunidade bacteriana dominante a presenca do contaminante

organico.

Os resultados obtidos nesta etapa indicam que a analise da estrutura da
comunidade bacteriana dominante pode ser utiizada como uma ferramenta
complementar de avaliacdo do impacto do tratamento bioldgico aplicado a solos

contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.

5.7.3. Avaliacao da biodisponibilidade do 6leo contaminante no solo 1
Na Figura 5.39, a seqguir, sdo apresentadas as curvas representativas do acumulo
de CO, durante o periodo de conducgdo dos experimentos em meio liquido, para cada

uma das condi¢des testadas.
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Figura 5.39. Evolugao de CO, dos experimentos em meio liquido. (condigdao 1- meio
inorganico +extrato organico; condigdo 2 — meio inorgénico + extrato orgénico +
SEM; condicao 3 - meio inorganico + extrato organico + SEM + HDC; condicao 4 -

meio inorganico + extrato organico + HDC)

Pode-se observar que durante os primeiros 15 dias de ensaio as curvas relativas
as condicdes 2, 3 e 4 apresentaram comportamento semelhante, indicando um periodo
de adaptacdo para os dois tipos de indculo empregados: microrganismos nativos
extraidos do préprio Solo 1 (SEM) e consércio degradador de hidrocarbonetos (HDC)

previamente isolado e identificado.

Apos 15 dias as condi¢des 2 e 3 passaram a apresentar maior desprendimento de
CO. que a condicao 4. Esse comportamento esta provavelmente associado ao periodo

de adaptacgéao prévia pelo qual a microbiota nativa do Solo 1 foi submetida desde o evento
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que originou a contaminagdo deste solo, além da forte interacdo existente entre as

diferentes espécies microbianas nativas presentes no mesmo.

Esse comportamento pode ser confirmado analisando-se a Figura 5.40, onde séo

apresentados os valores de percentual de biodegradacéo (PB) obtidos apés 30 dias de

ensaio.
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Figura 5.40. Percentuais de biodegradagao (PB) obtidos nos
ensaios em meio liquido.

Com o valor do nimero de umoles de CO, acumuldado ao final do experimento,
para cada uma das condigdes testadas e baseando-se na estimativa de incorporagédo do
contaminante a biomassa (aproximadamente 50% em processos aerdbios), o percentual

de biodegradacéao (PB) foi calculado da seguinte forma:

Massa de carbono biodegrada = 2 x massa de carbono proveniente do CO, gerado
PB (%) = (Massa de carbono biodegradada)x100/Massa de carbono orgénico total do

solo

Verifica-se que o indculo constituido de microrganismos nativos (SEM) foi capaz
de biodegradar, em meio liquido, 45% do contaminante (condigdo 2), enquanto que com
a adigdo apenas do in6culo degradador (HDC) (condigédo 4) esse percentual ndo passou
de 23%. Quando o in6culo HDC foi incorporado ao meio liquido juntamente com o in6culo
SEM (condigéo 3) o percentual de biodegradagao do 6leo chegou a 98%. Esse resultado
indica que o efeito sinérgico obtido pela adicdo do consércio degradador foi de extrema

importancia para a maximiza¢ao da degradacgao do 6leo.
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Na Figura 5.41 sao apresentadas as curvas representativas de CO, gerado
durante o periodo de condugdo dos experimentos em microcosmos (meio sélido) para as

duas condicdes testadas.
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Figura 5.41. Evolucgao de CO, dos experimentos em meio sélido (microcosmos).
(condicao 1 — solo bioestimulado + HDC; condig¢ao 2 — solo bioestimulado).

Os percentuais de biodegradacédo (PB), obtidos a partir do valor acumulado de
CO, , para o sistema bioestimulado contendo microrganismos nativos (Condi¢cdo 2) e
para o sistema onde ocorreu o biaumento (Condigdo 1) com o inéculo HDC (Rhodoforula
glutinis e Nocardia nova) foram 8 e 13%, respectivamente. Comparando-se os resultados
obtidos para condi¢cdes equivalentes no meio liquido e no solo (condicdo 2 no meio
liquido com condi¢cdo 2 no microcosmo; condicao 3 em meio liquido com condicdo 1 no
microcosmo) verifica-se um aumento significativo dos PB’s como consequéncia da maior
biodisponibilidade do 6leo em meio liquido. Em meio liquido o PB foi aumentado em 6
vezes quando apenas a populagdo nativa estava presente (8% no solo e 45% no meio
liquido). De forma semelhante, quando essa populagao foi acrescida do indculo HDC, o

PB foi aumentado em 7,5 vezes (13% no solo e 98% no meio liquido).

Os resultados acima apresentados indicam que os reduzidos percentuais de
biodegradagcédo do 6leo no Solo 1, até entao obtidos, podem estar associados a forte
interagdo existente entre o contaminante e a matriz do solo, reduzindo assim a
biodisponibilidade deste. Desta forma, a reduzida biodegradagao do 6leo nao deve estar

relacionada apenas com a recalcitrancia deste, como suposto inicialmente.
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Sabe-se que o processo de intemperizagao contribui para maior adesao dos
constituintes organicos do contaminante a matriz do solo reduzindo assim a sua
biodisponibilidade e, conseqlientemente, sua biodegradacao. A extensao da redugao da
biodisponibilidade durante o processo de intemperizagao esta diretamente associada a
concentracdo do contaminante, as condi¢des as quais o0 solo € submetido e as
caracteristicas do mesmo. A adesdo € maior em concentragcbes menores de
contaminante; a ocorréncia de ciclos de secagem e umidificagdo da amostra aumentam a
extensao da adesdo; tanto a taxa quanto a extensao da adesao variam significativamente
com o tipo de solo (CUYPERS, 2001), sendo maiores em solos arenosos do que em

solos argilosos.

A realizacdo de testes preliminares visando a estimativa da fracdo efetivamente
biodisponivel do contaminante pode vir a representar uma ferramenta Uutil para
determinacdo do nivel maximo de biodegradacdo a ser atingido antes do
desenvolvimento propriamente dito de um projeto de biorremediagdo de solos

contaminados.

Loehr et al. (2001) mostraram que um solo contaminado com Oleo cru
intemperizado nao estava apto a ser submetido a um processo de biorremediagdo em
fase solida uma vez que, apesar de uma concentracdo substancial do contaminante
ainda permanecer no solo, os hidrocarbonetos residuais eram altamente recalcitrantes e

fortemente aderidos a matriz sélida.

Diferentes tecnologias ou estratégias podem ser aplicadas para aumentar a
biodisponibilidade do éleo no solo sejam por meios fisicos (moagem ou mistura enérgica)
ou meios quimicos (adicdo de surfatantes, co-solventes ou de agentes quelantes). Em
ambos os casos, a meta principal € aumentar transferéncia de massa da fase aderida,
aumentando assim a solubilidade de 6leo residual (EHLERS e LUTHY, 2003).

E importante ressaltar que o conceito de biodisponibilidade apenas recentemente
chamou a atengao dos setores industrial e ambiental como sendo um fator importante a
ser considerado na decisdo de como tratar um determinado solo contaminado (bioldgica
ou quimicamente) e do estabelecimento dos padrdes de qualidade pds tratamento a
serem atingidos. No ultimo caso, torna-se racional que se um contaminante esta presente
no solo em uma forma n&o biodisponivel, maior concentragao deste pode ser “deixada”

no solo sem que signifique um risco adicional. Assim, torna-se possivel economizar



154

tempo e dinheiro com um estudo preliminar de determinagdo de biodisponibilidade.
(EHLERS e LUTHY, 2003).

Neste contexto, esse ensaio complementar ao trabalho de tese forneceu uma
contribuicdo inicial para o estabelecimento de um procedimento preliminar de
identificagdo do principal fator (recalcitrancia do hidrocarboneto ou biodisponibilidade
reduzida) que limita a biodegradagdo de um solo contaminado com 6leo cru (Solo1)

intemperizado.

5.7.4. Simulagao do processo de atenuagao natural do solo 2

A quantificacdo de 6leos e graxas (OG) durante o experimento de simulagdo do
processo de atenuacgao natural monitorada (ANM) permitiu uma avaliagao preliminar da
degradacao do dleo cru para ambos os teores de contaminagédo simulados (5 e 10%)
(Figura 5.42).
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Figura 5.42. Concentragao de 6leos e graxas durante o experimento de atenuagao
natural monitorada (ANM).

Observa-se que, durante os oito primeiros meses de ensaio, a queda da
concentracao de OG, para ambas as condi¢des, ocorreu lentamente, provavelmente
devido & adaptacdo gradual da microbiota nativa a presenca do contaminante. E possivel,
também, que nesse periodo a biodegradagao tenha ocorrido em associagdo com outros
processos fisicos ou quimicos, como por exemplo, sorcao e volatilizagdo. Apds 8 meses,
especialmente para a condigdo com 5% de contaminagao, pode ser verificada uma
reducdo acentuada do teor de OG. Para ao solo contaminado com 10% de 6leo verifica-

se uma tendéncia a uma maior reducéo da concentracdo de OG caso o tempo de ensaio
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fosse prolongado um pouco mais. No entanto, ao final de 12 meses obteve-se uma
reducdo de 36% do teor de OG para a condigdo com 5% de contaminagao e de 28% no
solo contaminado com 10% de 6leo. Esse resultado indica uma degradagdo mais intensa

na condicdo com menor nivel de contaminagdo organica.

Na Tabela 5.11 sdo apresentados os resultados de remogéo de HTP ao longo do

periodo de realizagio do teste.

Tabela 5.11. Resultados de HTP no inicio (t = 0), no meio (t= 6 meses) e ao final do

processo de atenuagao natural (t= 12 meses)

Solo contaminado 5% Solo contaminado10%

Parametro - t=6 t=12 i t=6 t=12

meses meses meses meses
HTP (mg/ g solo) 37,36 29,80 14,22 37,47 2 36,44 22,84
Remocao HTP (%) - 20,24 61,94 - 2,75 39,04
Taxa remogao 0,09° 0,08°
diaria (mg HTP/g - 0,04 A - 0,01 Y
solo. dia) 0,06 0,04

@ Valor inconsistente associado a limitagdo da metodologia analitica empregada.
® Valor correspondente ao periodo de 6 a 12 meses de teste

¢ Valor correspondente ao periodo total de teste (de 0 a 12 meses)

A condicdo com 5% de contaminacdo foi a que apresentou maior reducao
percentual do teor de HTP apds 6 meses (20,24%) alcangando 61,94% de remogao ao
final de 12 meses. Ja o ensaio empregando solo contaminado com 10% de 6leo alcangou
apenas 2,75% de reducao de HTP apds 6 meses, podendo a mesma ser associada ao
valor de HTP inicialmente obtido ou também a uma reduzida atividade bioldgica durante

este periodo. No entanto, ao final do teste uma redugao de 39,04% de HTP foi obtida.

As taxas de remogao do contaminante, expressas como mg HTP/g solo.dia, para

cada periodo de 6 meses, sao também apresentadas na Tabela 5.11.

A degradacdo dos HTP é significativamente maior nos ultimos 6 meses de
ensaios para ambos os teores de contaminacdo, provavelmente devido a efetiva
adaptacédo da microbiota nativa a presenca do contaminante. Esse comportamento difere
do observado por Seabra et al. (2006) em biopilhas utilizadas para o tratamento de um
solo contaminado semelhante ao solo 2. Nesse estudo os autores verificaram que uma

maior degradacdo de HTP ocorreu nas primeiras 8 semanas (56 dias) de tratamento
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(0,28 a 0,36 mg HTP/g solo.dia) sendo a mesma reduzida gradativamente até o final das
16 semanas (112 dias) de ensaio (0,05 a 0,16 mg HTP/g solo.dia) provavelmente devido
a reducao da biodisponibilidade do éleo como resultado do processo de biodegradacgao.
A diferenca observada no processo de ATN e na biopilha pode ser atribuida, nesse caso,

aos diferentes tempos de resposta esperados para cada uma das tecnologias aplicadas.

Ainda da analise da Tabela 5.11 & possivel verificar que uma degradacéo mais
intensa na condicdo com menor teor de contaminacdo (5%). No documento intitulado
“How to evaluate alternative cleanup technologies for underground storage tank sites: A
guide for corrective action plan reviewers” (United States Environmental Protect Agency,
2004), a agéncia de protecdo ambiental americana afirma que processos de
biorremediacdo como atenuacgao natural, biopilhas, landfarming e biorreatores tendem a
nao serem efetivos para concentragdes elevadas de contaminantes (> 5% de HTP). Ja
Del’Arco e de Franga (2001) afirmam que 4% de HTP pode ser considerado como um

valor acima do qual a biodegradac¢éo do 6leo ocorre muito lentamente.

Os cromatogramas obtidos durante a analise de HTP nas amostras de solo
contaminado ao longo do desenvolvimento dos experimentos (Figuras 5.43 e 5.44)
demonstram que apenas os compostos organicos de maior peso molecular permanecem
no solo ao final dos 12 meses de ensaio. Nos primeiros 6 meses, 0 cromatograma da
amostra de solo contaminado com 5% de 6leo (Figura 5.43) apresenta picos mais
degradados do que a amostra de solo contaminado com 10% de dleo (Figura 5.44),
indicando assim uma maior redugdo da contaminacdo. Sarkar et al. (2005) obtiveram
resultados semelhantes com um solo contaminado com o6leo diesel e concluiram que a
fragdo mais pesada do diesel foi reduzida em taxas menores do que as verificadas para
as fracdes mais leves, permanecendo as primeiras por um maior periodo de tempo no

solo.
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Figura 5.43. Cromatogramas representativos das amostras de solo contendo 5% de
Oleo retiradas do experimento de ANM nos tempos de 0, 6 e 12 meses.
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Figura 5.44. Cromatogramas representativos das amostras de solo contendo 10%
de 6leo retiradas do experimento de ANM nos tempos de 0, 6 e 12 meses.
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A elevada reducdo da concentracdo de HTP apés um ano de experimento, para
ambos os teores de contaminagao simulados, demonstram que o0s microrganismos
nativos sdo capazes de biodegradar de forma satisfatéria o 6leo contaminante. Apesar de
uma parte desta redugédo estar possivelmente associada a volatilizagdo de alguns dos
compostos organicos constituintes do 6leo, as perdas abidticas associadas a Oleos
pesados ndo costumam exceder 20% (ATLAS, 1975; FRANCO et al., 2004). Além disso,

nao foi verificado durante o experimento solubilizagdo e/ou dispersao do dleo.

A atividade microbiana durante os experimentos de ANM foi monitorada
indiretamente através da quantificacao da populacao heterotrofica total e degradadora de

Oleo cru, cujos resultados sao apresentados na Figura 5.45.

1,00E+10
1,00E+08 -
S 1,00E+06
7]
o
@
Q
s 1,00E+04
1,00E+02 -
Heterotréficos - 5% Heterotréficos - 0%
Degradadores -5% —ji—Degradadores - 0%
1,00E+00 : ‘ ‘ ‘ ‘ =
0 2 4 6 8 10 12
Tempo (dias)

Figura 5.45. Acompanhamento da densidade microbiana ao longo dos
experimentos de ANM.

A quantificagdo da populacdo heterotréfica total indica uma oscilagdo com o
tempo, para ambos os teores de contaminacdo simulados, e pode ser associada tanto a
adaptacdo da populacdo nativa a presenca do 6leo contaminante quanto a oscilagao
natural resultante das alteracbes climaticas (calor, frio, seca, chuva) as quais os solos
foram submetidos. No inicio do experimento de ANM a concentragdo de microrganismos
heterotréficos era de 3,35x10° e 3,55x10° UFC/g solo para 5 e 10% de contaminago,
respectivamente. Apds 4 meses, a populagao heterotréfica atingiu os valores maximos de
6,00x10® UFC/g solo para 5% e de 3,00x10” UFC/g solo para 10% de contaminagdo. Em
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seguida, pode-se observar uma oscilacdo entre 10’ e 10® UFC/g solo para o solo
contaminado com 5% de 6leo, sendo reduzida para 10° UFC/g solo ao final do
experimento provavelmente devido a limitacdo da fonte de carbono (baixa concentracao
e/ biodisponibilidade). Comportamento similar foi observado para o solo contaminado
com 10% de 6leo. No entanto, a oscilagdo da densidade microbiana variou entre 10° a

10" UFC/g solo ap6s os 4 primeiros meses até o final do experimento.

A populagdo microbiana degradadora de éleo variou entre 10% a 10° NMP/g solo
em ambas as condigbes durante todo o experimento (12 meses). Para o solo
contaminado com 5% de 6leo, foi possivel observar um crescimento significativo da
populagdo degradadora apds 4 meses, atingindo valores entre 10* e 10° NMP/g solo. No
entanto, apés 8 meses de monitoramento e até o final do experimento, a concentragao
microbiana tornou a cair atingindo valores entre 10?> a 10° NMP/g solo, provavelmente
devido a limitacido da fonte de carbono, como citado anteriormente para a populacao

heterotroéfica.

Para o solo contaminado com 10% de éleo foi observado um crescimento
significativo apenas apds 9 meses de ensaio, quando entdo a populagdo degradadora
aumento de 10 para 10* NMP/g solo, permanecendo nessa ordem de grandeza até o
final do experimento (12 meses). Esse comportamento pode ser atribuido a um tardio

processo de adaptagao desses microrganismos a elevada concentragao do 6leo (10%).

Verifica-se na Figura 5.45 que tanto a densidade microbiana heterotréfica total
quanto a degradadora de Oleo para a condicdo com 5% de 6leo apresenta valores
sempre superiores aos observados para a condigdo com 10% o, indicando mais uma vez

uma melhor adaptacéo da populagéo nativa a uma menor concentragdo do contaminante.

Ao longo do experimento de ANM verificou-se que o aumento da degradacgao de
HTP observado com o tempo de ensaio nao foi linearmente proporcional ao aumento da
populagado degradadora de 6leo ou mesmo da populagao heterotréfica total, para as duas
condicbes simuladas de contaminagdo. Como observado por Bento et al. (2005) , essa
relacdo negativa pode indicar que os microrganismos degradadores especificos estariam
ajustando seu metabolismo a presenca do novo substrato, aumentando sua atividade
metabdlica em uma condicdo de estresse e assim, limitando o seu crescimento
populacional. Os autores observaram comportamento semelhante quando do estudo de
um processo de atenuagao natural monitorada de um solo contaminado com diesel.

Nesse trabalho eles nao verificaram uma relagao direta entre a densidade e a atividade
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microbiana (atividade desidrogenasica) durante 12 semanas de ensaio, apesar da
elevada remoc¢ao de HTP (75%) obtida.

Esse ensaio complementar realizado durante o periodo de desenvolvimento do
trabalho de tese forneceu uma contribuicdo no que toca ao entendimento do processo de
biodegradacgao natural do 6leo cru no Solo 2. Os resultados obtidos para o menor teor de
contaminacao (< 5% HTP) demonstram que o processo de atenuacao natural monitorada
(ANM) pode vir a ser uma alternativa para o tratamento do referido solo, uma vez que
pode ser atingida uma concentragéo residual aceitavel do contaminante apds 1 ano. Para
um teor mais elevado de 6leo (> 5% HTP) o processo de ANM precisa ser melhor

avaliado.

Em contraste com as outras tecnologias de tratamento biolégico (biopilhas,
biorreatores, landfarming) a ANM, se efetiva, proporciona beneficios relacionados
principalmente ao custo do processo. No entanto, o tempo envolvido é significativamente

superior ao gasto nas tecnologias citadas.
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6. CONCLUSOES

6.1. Quanto a Definigcao da Configuragao de Protétipo de Biorreator de Bancada

v" Com base nas observacdes e nos resultados obtidos na etapa de avaliagdo do
comportamento mecanico/reolégico do solo contaminado nos diferentes protétipos de
biorreatores em escala reduzida (tambor rotativo e tambor fixo), foi confeccionado um
biorreator de tambor fixo com agitador do tipo pas. Testes mecanicos preliminares
indicaram que o sistema de homogeneizagdo empregado no primeiro protétipo de
biorreator foi considerado eficiente e que a taxa de ocupagéo a ser adotada é de 40 % do

volume da parte cilindrica do biorreator.

6.2. Quanto aos Ensaios de Biodegradabilidade em Microcosmos

Os ensaios de biodegradabilidade conduzidos com o Solo 1 conduziram as

seguintes observacoes:

v' Existe uma influéncia positiva da pratica do bioestimulo no tratamento do Solo 1. No
entanto, a reduzida atividade microbiana observada pode estar associada ao longo
intervalo de tempo decorrido entre os eventos de contaminagdo e os ensaios de
biodegradabilidade, bem como a natureza das fragcdes orgénicas presentes no solo,

bastante resistentes ao ataque microbiano.

v" Os melhores resultados foram obtidos com 50% da CRA e quando as amostras de
Solo 1 foram submetidas apenas a corregdo de fésforo, ndo sendo verificada a

necessidade de adigao de fonte suplementar de nitrogénio.

v' A incorporacdo do material estruturante (serragem) ao solo bioestimulado refletiu
positivamente na atividade microbiana e, por isso, pode ser adotada como uma

técnica auxiliar ao processo de borremediagao do Solo 1.

Ja nos ensaios de conduzidos com o Solo 2 conclui-se que:

v' Existe a necessidade de adigdo de nitrogénio quando da adogdo da pratica de
bioestimulo da atividade microbiana degradadora, comportamento este distinto ao
observado com o Solo 1, para o qual a adigao de N, ao contrario, era responsavel por

um efeito inibitdrio a atividade da microbiota nativa.
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v" Os resultados obtidos com a adigdo de uréia superaram os obtidos com o nitrato de
sédio. Adicionalmente verificou-se que a utilizagdo da serragem é potencialmente

favoravel a aceleragao do processo biodegradagao do contaminante no solo 2.

v' A diferenga na resposta dos solos 1 e 2 indica que dificiimente podera se chegar a um
valor Unico (padrao) de corregcao do teor de nitrogénio a ser aplicado em processos de

biorremediagéo de solos contaminados com hidrocarbonetos de petréleo.

v' Foi reforcada a idéia de que o sucesso da aplicagcdo de um processo/tecnologia de
biorremediacdo depende fundamentalmente da realizagao de ensaios preliminares,
como os de biodegradabilidade realizados em microcosmos, buscando um maior
conhecimento do sistema solo/contaminante e o estabelecimento de condigdes de

processo especificas para cada solo estudado.

6.3. Dos Experimentos em Biorreatores de Bancada

No Protétipo 1

v" A aplicagdo da técnica de bioestimulo ao Solo 1, resultou na redugéo de 37,50% da
concentracao inicial de HTP ao final de 42 dias de ensaio, a uma taxa de remocao
diaria de 0,17 mg HTP/g solo.dia, apesar das dificuldades operacionais observadas
durante o experimento (acentuada formacdo de um filme de solo nas paredes do
biorreator como consequéncia do desgaste excessivo das pas de ago inoxidavel) e do
minimo incremento de aditivos realizado (ajuste de pH e correcbées dos teores de

fésforo e de umidade).

v' A aplicagdo da técnica de bioestimulo em associagdo a adigdo da serragem no 2°
teste com o Solo 1 resultou na redugéo de 36,41% da concentragao inicial de HTP ao
final de 42 dias de ensaio, a uma taxa de remocéo diaria de 0,05 mg HTP/g solo.dia,
sendo esta inferior a obtida no 1° teste. Essa diferenca esta associada ao processo
de atenuagdo natural pelo qual o Solo 1 passou ao longo do periodo de estocagem
entre o 1° e o 2° testes. Na amostra utilizada no 2° teste o teor residual de
contaminagéo orgénica (0,5 a 1% de HTP (p/p)) correspondeu apenas a presenga de
compostos extremamente recalcitrantes e de dificil degradacdo. Ainda assim, a
adicdo de material estruturante apresentou efeito positivo mesmo nas fragdes

recalcitrantes da contaminagao organica residual.
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v" A substituicdo do nitrato de sodio pela uréia representou um aumento de 11% na
eficiéncia do processo quando da aplicacdo penas da técnica de bioestimulo ao Solo
2.

v' A associagdo do bioestimulo com uréia e a adicdo da serragem ao Solo 2 acarretou
em uma elevagao da remogao de HTP de 12,98% para 19,58%, além de um aumento
da taxa diaria de remocdo de HTP de 0,06 para 0,15 mg HTP/g solo.dia,

comprovando assim a aceleragédo do processo de biorremediacgio.

v' Comparando-se os valores de remocgdes percentuais de HTP obtidas para o Solo 1
com as obtidas para o Solo 2, verifica-se que essas Ultimas sdo inferiores as
primeiras (praticamente a metade), podendo esse resultado estar associado ao fato
do Solo 2 ser um solo recém contaminado, o que pode ter causado um impacto
negativo na microbiota nativa. Por outro lado, o Solo 1, por se tratar de uma
contaminagdo antiga, ja possuia uma populagdo nativa bastante adaptada a

contaminacéo organica.

Nos Prototipos 2, 3 e 4

v Os resultados de remocdo percentual de OG e HTP obtidos nos protétipos de
biorreator P2, P3 e P4 confirmam que o uso da serragem é responsavel por aumento
significativo na remocgédo do contaminante organico, elevando as taxas diarias de
remog¢ao de HTP de 0,04 para 0,18 mg HTP/g solo.dia (sem e com a adi¢cado de

serragem, respectivamente), em média.

v' Das configuragdes testadas, ha convergéncia no emprego de pas que premiam o uso
de espacamento maior entre os dentes (P2), bem como o de uso de dentes mais

longos (P4).

v' A configuracdo de pa instalada no protétipo 2 de biorreator (P2) foi selecionada,
inicialmente, para instalagao no biorreator piloto tendo em vista o melhor desempenho
apresentado (elevada remogdo percentual do contaminante organico e

homogeneizagéo eficaz do conteudo do biorreator).

v' O protétipo de biorreator de bancada desenvolvido apresentou desempenho

satisfatorio na condugdo do processo de biorremediagdo. Ficou comprovado que o
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sistema de homogeneizagdo composto de eixo agitador com pas tem papel
fundamental na eficiéncia de biodegradagdo do contaminante. Adicionalmente, a
conformacgéo da pa instalada interfere na eficiéncia da homogeneizagao do solo em

tratamento e, conseqlientemente, na eficiéncia do processo.

6.4. Dos Ensaios no Biorreator Piloto

v" Os testes mecanicos realizados comprovaram a operacionalidade do biorreator piloto.

v' As percentagens de remogao de HTP ficaram em torno de 15% em 7 semanas para o
1° teste (bioestimulo), enquanto que para o 2° teste (bioestimulo e serragem) essa
remocao foi elevada para em 35% apds 7 semanas, representando um aumento de
cerca de 2,3 vezes na eficiéncia do processo apés a adigdo do material estruturante.
Apos 14 semanas de ensaio, o 2° teste apresentou uma remocgido de 51% da
concentracao inicial de HTP, indicando a possibilidade de resultados ainda melhores
caso o tempo de processo seja prolongado e ndo represente aumento significativo no
custo de tratamento. A adi¢do da serragem praticamente dobrou a taxa obtida apenas
com a adigdo da uréia (de 0,14 para 0,26 mg HTP/g solo.dia apds 7 semanas),

indicando o efeito positivo na aceleracédo do processo de biorremediacao do Solo 2.

v" O aumento de escala refletiu diretamente no aumento na eficiéncia de biodegradagao
do contaminante. A ampliacdo de escala do biorreator resultou ainda no aumento de
cerca de duas vezes no valor da taxa apés a adicdo do estruturante. Na escala de
bancada o valor maximo obtido foi de 0,18 mg HTP/g solo.dia enquanto que no
biorreator piloto, para essa mesma condi¢gdo, o valor chegou a 0,26 mg HTP/g
solo.dia. Este comportamento comprova que o sistema de automacéo e controle
instalado no biorreator piloto influenciou positivamente na condugdo do processo de
remediacdo do solo como um todo. Destaca-se a facilidade operacional e a

seguranca do sistema de tratamento desenvolvido.

6.5. Geral

v Os resultados de eficiéncia de biodegradagdo dos hidrocarbonetos de petréleo
presentes nos solos estudados, tanto nos biorreatores de bancada quanto no piloto,
comprovam que o sistema de tratamento desenvolvido acelera consideravelmente o
processo nhatural de biodegradacdo do contaminante (ANM). Essa aceleracéao reflete

diretamente nos custos envolvidos no tratamento e no monitoramento dos solos, bem
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como na minimizacao dos riscos a saude e ao meio ambiente associados a exposicao

prolongada a esses residuos.

As analises de 6leos e graxas, apesar de comumente utilizadas no monitoramento
dos processos de biorremediacdo de solos contaminados por petroleo, pela sua
simplicidade analitica em comparagdo aos métodos cromatograficos, nem sempre
conduzem a conclusbes consistentes quanto a eficiéncia do processo de tratamento
adotado e por esse motivo devem ser empregadas apenas como um indicativo da

eficacia do mesmo.

O biorreator de fase solida podera ser utilizado como uma tecnologia de tratamento
tanto isoladamente quanto em associacao (pré ou pds tratamento) com tecnologias

de biorremediacao classicamente empregadas (landfarming, biopilhas).

Geralmente a confirmacdo da eficacia da aplicacdo de um processo de
biorremediacao ocorre através da avaliacdo de resultados obtidos na quantificacdo de
parametros quimicos e/ou fisico-quimicos pré-estabelecidos em leis e regulamentos,
como por exemplo, concentragcdo residual de hidrocarbonetos e/ou metais. No
entanto, as metodologias analiticas associadas a quantificacdo desses valores
envolvem, em sua maioria, pelo menos uma etapa de extragao quimica intensiva para
que o composto passe para uma fase liquida e nessa seja quantificado. Esse
processo pelo qual a amostra sélida, ou semi-sélida, € submetida freqlientemente nao
representa a real condigao de extracao (lixiviagao e/ou solubilizagdo) a qual aquela
amostra sera submetida no ambiente. Quando avaliado dessa forma, um processo de
biorremediacdo muitas vezes nao €& considerado eficiente uma vez que a
concentragdo residual do poluente pode vir a permanecer acima dos valores de
referéncia estabelecidos na legislagao ambiental pertinente. Por outro lado, essa
concentracao residual pode representar apenas a fracdo nao biodisponivel do
contaminante, isto é, a fragdo recalcitrante de dificil eliminagdo por processo

biolégico.
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7. SUGESTOES

v" Realizar ensaios com o biorreator para o tratamento de solos com caracteristicas
distintas visando a comprovar a versatilidade da tecnologia desenvolvida. Dentre as
caracteristicas a serem a avaliadas destacam-se: texturas; tipos de contaminantes

organicos e/ou inorganicos; tempo de contaminacgao.

v' Realizar testes em campo com o biorreator piloto para adequar e otimizar a
operacionalidade do mesmo, incluindo a elaboragdo de um manual pratico de

operagao para os operadores do campo.

v" Realizar uma avaliagao integrada da qualidade do solo pés-tratamento no biorreator
premiando a inclusdo de protocolos/ensaios que envolvam a exposicdo de
organismos de diferentes niveis troficos (microrganismos, minhocas, vegetais) a
amostras contaminadas e verificacdo da resposta a essa exposicao, a utilizacao das
técnicas de biologia molecular como forma de observacdo da alteracdo da
diversidade microbiana do solo apés o tratamento e comparag¢ao com a condigao logo
apo6s a contaminacao, bem como a utilizagdo de biosensores microbianos como forma
de estimativa da fragdo biodisponivel do contaminante para o organismo empregado

COmMo sensor.
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